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RESUMEN

Capitulo 1
“Estudio del rol de enzimas que participan en la acetilacion de histonas en las

respuestas frente a la radiacion UV-B en plantas de Arabidopsis thaliana”

Arabidopsis thaliana posee cuatro familias de histonas acetiltransferasas, la
familia GNAT que posee 3 miembros denominados HAG1, HAG2 y HAG3; la familia
MYST que posee 2 miembros, HAM1 y HAMZ2; la familia p300/CBP que posee 5
miembros denominados HAC1, HAC2, HAC4, HAC5 y HAC12; y la familia TAF;250,
que posee 2 miembros, HAF1 y HAF2. En este trabajo de Tesis, la utilizacion de
plantas de Arabidopsis thaliana con niveles nulos o disminuidos de las histonas
acetiltransferasas de las familias HAG, HAC y HAF nos permiti6 demostrar que las
histonas acetiltransferasas HAG3, HAF1 y HAC1 tienen diferentes roles durante la
exposicion de las plantas a la radiacion UV-B, debido a que regulan la expresion de
genes de respuesta al UV-B que son necesarios para el desarrollo de las mismas
en respuesta a esta radiacion.

Capitulo 2
“Estudio del crecimiento de la hoja de plantas de maiz expuestas al UV-B
solar”

En Argentina, la produccién agropecuaria es uno de los ejes de la economia,
siendo el maiz uno de los principales cultivos. En trabajos anteriores se demostré
que la radiacion UV-B inhibia el crecimiento de las hojas de maiz. En este trabajo
de Tesis, demostramos que los niveles de radiacién UV-B presentes en la radiacion
solar inhiben el crecimiento de las hojas de maiz como consecuencia de una
disminucion en la produccién celular; y esta respuesta esta mediada, en parte, por

el factor de transcripcion ZmGRF1.
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1 Introduccion

La radiacién solar es esencial para la vida en la tierra. Las plantas superiores
utilizan la luz solar para dirigir y regular procesos fundamentales como la
germinacion, el crecimiento y desarrollo, la fotosintesis, el ritmo circadiano y la
floracion (Muller-Xing y col., 2014). Las componentes del espectro electromagnético
que participan en estos procesos incluyen la luz visible y parte de la radiacion
ultravioleta (UV) e infrarroja. Basado en las longitudes de onda que abarca, la
radiacion UV se divide en tres regiones: UV-A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm) y
UV-C (100-280 nm). La radiacion UV-C es extremadamente danina, pero es
efectivamente absorbida por el oxigeno, el ozono y el nitrégeno de la atmésfera, y
por lo tanto, no llega a la superficie de la tierra. A diferencia de la radiacién UV-C, la
radiacion UV-A alcanza la superficie terrestre casi en su totalidad y constituye una
importante sefial fotomorfogénica en las plantas. Por ultimo, la radiacién UV-B es
absorbida en su gran mayoria en la estratésfera por la capa de ozono. Sin embargo,
como consecuencia de la deplecion de la capa de ozono estratosférica por el uso
extensivo de compuestos clorofluorocarbonados y otras sustancias que destruyen al
ozono, la superficie terrestre esta siendo expuesta a niveles incrementados de la

radiacion solar UV-B (Jenkins, 2009; Aggarwal y col., 2013; Parihar y col., 2015).

Las respuestas inducidas por la radiacion UV-B varian ampliamente
dependiendo del tipo de tratamiento realizado, es decir, segun la longitud de onda
utilizada, la intensidad y la duracion de la exposicion (Jenkins, 2009). En general,
dosis cronicas de baja intensidad promueven el desarrollo fotomorfogénico de las
plantas, que esta caracterizado por la inhibicién del crecimiento del hipocétilo, la
acumulacion de flavonoides y por respuestas de adaptacion (Jenkins, 2009). Estas
respuestas estan principalmente mediadas por el fotorreceptor UVR8 (Jenkins,
2014). Por otro lado, tratamientos con UV-B de alta intensidad inducen respuestas
no especificas, fundamentalmente respuestas de estrés relacionadas con cambios
fisioldgicos, incluyendo el dafio en el ADN, la generacion de especies reactivas del
oxigeno y la inhibicidn de la fotosintesis (Jenkins, 2009; Besteiro y col., 2011).

UVRS8 (del inglés “UV RESISTANCE LOCUS 8”) es un fotorreceptor de UV-B
que actua en la via de sefalizacion del UV-B. Plantas mutantes nulas en UVRS8 son
hipersensibles a la radiacién UV-B, mientras que plantas que sobreexpresan este
gen mostraron respuestas fotomorfogénicas, aclimatacién y tolerancia aumentadas

frente a esta radiacion (Favory y col., 2009). La proteina UVR8 se encuentra
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distribuida uniformemente en el citoplasma y en el nucleo, y sus niveles no varian
por la influencia del UV-B ni de otro tipo de calidad de luz. Sin embargo, UVRS8 se
redistribuye luego de la exposicion con UV-B, acumulandose en el nucleo (Kaiserli y
Jenkins, 2007). En el estado inactivo es un homodimero que se monomeriza
rapidamente cuando es irradiado con UV-B. Los residuos del aminoacido aromatico
triptéfano de cada una de las subunidades ubicados en la superficie donde
interactian ambos mondmeros son claves en este proceso, actuando como
cromoforos (Heijde y Ulm, 2013). El triptéfano, por las caracteristicas de su
estructura, es capaz de absorber la radiacion UV-B, siendo el Trp-285 esencial para
la monomerizacion de UVR8 (Rizzini y col., 2011).

Sdélo se han identificado algunos de los factores que actuan cuesta abajo en la
cascada de sefalizacion de UVR8 (Figura 1). En Arabidopsis thaliana, el
fotorreceptor UVRS interactia de una manera UV-B-dependiente con la proteina E3
ubiquitina ligasa COP1 (del inglés “CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC 17),
que es un regulador central de la sefalizacion de la luz visible y de la radiacion UV-
B. COP1 es un represor de la fotomorfogénesis, tanto en la oscuridad como en la
luz, pero es un activador de respuestas especificas del UV-B. Esta proteina se
acumula en el nucleo de una manera UVR8-dependiente en presencia de radiacion
UV-B. La interaccién con UVR8 es un evento temprano en el mecanismo de
sefalizacién que favorece la aclimatacion de las plantas para finalmente conferir
tolerancia al UV-B (Favory y col., 2009). Ambas proteinas son requeridas para la
activacion de la expresién del gen HYS5, el cual actta como un activador
transcripcional de genes importantes para la respuesta al UV-B y tiene un rol vital en
la proteccidn contra esta radiacién y en el mantenimiento de la fotosintesis (Brown y
col., 2005). Ademas de regularse transcripcionalmente, la proteina HY5 se estabiliza
en presencia de la radiacion UV-B y, en ausencia de ésta se produce su
ubiquitinacion por COP1 y su posterior degradacién en el proteasoma, lo que indica
que parte del mecanismo de sefalizacion por UV-B implica la inactivacion de COP1
(Favory y col., 2009; Heijde y Ulm, 2013). Ademas, experimentos con plantas
mutantes hy5 y hyh (del inglés “HY5 homolog”) demostraron que los dos factores de
transcripcién median la respuesta al UV-B a través de la via dependiente de UVRS,
estimulando la expresion de distintos genes. Sin embargo, el rol de HY5 seria mas
importante dado que plantas mutantes hy5 mostraron ser hipersensibles a la
radiacion UV-B, al igual que plantas uvr8, mientras que plantas hyh mostraron ser
mas tolerantes a esta radiacién en comparacion a las mutantes hy5 (Brown y
Jenkins, 2007).
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Por otro lado, las proteinas RUP1 y RUP2 son reguladores negativos en la via
de senalizacibn mediada por UVR8, dado que plantas sobreexpresantes RUP2
resultaron ser hipersensibles a la radiacién UV-B, mientras que las dobles mutantes
rup1 rup2 mostraron mayor induccién de genes de respuesta al UV-B, tales como
CHS y HY5; y consecuentemente mostraron mayor tolerancia a la radiacién que las
plantas salvajes (Gruber y col., 2010). Ademas, los genes RUP1 y RUP2 son
inducidos por la radiacién UV-B de una manera UVR8-COP1-HY5 dependiente, y
ambas proteinas pueden interactuar con UVR8 (Gruber y col.,, 2010). Se ha
postulado que el rol de las proteinas RUP1 y RUP2 seria el de unirse a UVRS8 para
romper la interaccion con COP1 y permitir su consecuente dimerizacion (Heijde y
Ulm, 2013). Por lo tanto, este mecanismo permitiria que UVR8 vuelva a su estado
basal de dimero (Heijde y Ulm, 2013).

Por udltimo, el factor de transcripcion FHY3 (del inglés: “Far-red elongated
hypocotyl”) fue previamente caracterizado como un componente de sefializacién del
fitocromo A (Lin y col., 2007). Sin embargo, en el afio 2012, Huang y col. reportaron
que FYH3 y HY5 se unen a elementos regulatorios del promotor de COP1 para
inducir su expresién en respuesta a la radiacion UV-B. Ademas, mostraron que
mutantes fhy3 presentan menor tolerancia al UV-B, demostrando que FHY3 es un
regulador positivo de la via de sefializacion de UV-B.

Por otro lado, como se mencion6 anteriormente, a altas dosis de radiacion UV-B
se producen respuestas no especificas, generalmente asociadas a estrés y que
involucran otras vias, como la de la proteina ATR (del inglés “ATM AND RAD3-
RELATED”) o la cascada de MAP quinasas regulada por MKP1 (del inglés “MAP
KINASE PHOSPHATASE 1”) (Gonzalez Besteiro y Ulm, 2013). La via mediada por
ATR ha sido ampliamente estudiada en mamiferos, regula transiciones del ciclo
celular, la transcripcion de algunos genes que participan en la progresién del ciclo
celular, la reparacion del dafio en el ADN vy la apoptosis en condiciones que causan
estrés replicativo, siendo el estrés por radiaciéon UV-B una de ellas (Sancar y col.,
2004; Culligan y col., 2004).
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Figura 1. Modelo de la via de sefializacién por UVR8. En presencia de radiacién UV-B,
UVR8 se monomeriza, se acumula en el nlcleo e interactia con COP1, evitando Ia
degradacion de HY5. Este factor junto con HYH activa la transcripcidon de varios genes de
respuesta a UV-B. Por otro lado, FHY3 junto a HY5 se unen al promotor de COP1 en
presencia de UV-B para inducir su expresion. RUP1 y RUP2 actian como elementos
regulatorios de retroalimentacion negativa dado que rompen la interaccién entre UVR8 y
COP1. Adaptado de Tilbrook y col. (2013).

La via regulada por las MAP quinasas se encuentra también muy conservada.
Las MAP quinasas MPK3 y MPKG6 son activadas en condiciones de estrés por UV-B,
en particular como consecuencia de la acumulacion de dimeros de pirimidina
(Gonzélez Besteiro y Ulm, 2013). La fosfatasa MKP1 de Arabidopsis regula
negativamente la actividad de dichas MPK desfosforilandolas, y se ha reportado que
las plantas mutantes mkp1 son hipersensibles a la radiacion UV-B, debido a la falta
de inactivacion de las MPK3 y MPK6. La MKP1 también actua como un regulador
del ciclo celular, dado que regula la acumulacién de una ciclina mitética asociada al
dafno en el ADN, la CYCB1;1 (Gonzalez Besteiro y Ulm, 2013). Por ultimo, Gonzélez
Besteiro y Ulm (2013) reportaron que las vias ATR y MKP1 actuan en paralelo luego
de la exposicion con UV-B; sin embargo, ATR actua principalmente en la raiz

mientras que MKP1 opera principalmente en las hojas.
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Numerosos estudios han examinado el efecto de la radiacion UV-B en
plantas, utilizando distintas especies en diversos estadios de desarrollo, varias
condiciones de crecimiento y tratamientos, ya sea en el campo, en invernadero o en
camaras con temperatura y humedad controladas y una gran variedad de fuentes de
radiacion UV-B con distintas calidades espectrales y duracién de la exposicion al
UV-B (Jenkins, 2009). De la gran variedad de estudios realizados se pueden resaltar

algunos aspectos generales.

1.2.1  Cambios en el desarrollo y arquitectura de las plantas

La radiacion UV-B afecta distintos procesos del desarrollo y modifica la
arquitectura de las plantas. En general, luego de la exposicidn con UV-B, se observa
una reduccion de la biomasa, del largo y del area de las hojas (Farooq y col., 2005;
Zinser y col., 2007; Casadevall y col., 2013; Reddy y col., 2013; Takshak y Agrawal,
2014), un aumento de las ramas auxiliares (Meijkamp y col., 2001), clorosis y
necrosis (Farooq y col., 2005; Takshak y Agrawal, 2014); como asi también una
inhibicion del crecimiento de la raiz primaria (Takshak y Agrawal, 2014; ). Ademas,
altas intensidades de UV-B causan retraso en la floracidon en plantas de trigo (Zinser
y col., 2007). A nivel celular, el UV-B puede impedir la progresion del ciclo celular, la
inhibicion de la expansién celular o una combinacion de ambos efectos (Casadevall
y col., 2013). Ademas, el UV-B puede promover la sintesis de una gran cantidad de
metabolitos secundarios, incluyendo la acumulacién de compuestos fendlicos que
absorben a la radiacién UV-B y actuan como barreras al paso de dicha radiacién al

interior de los tejidos (Liu y col., 2015).

1.2.2  Respuestas de estrés inducidas por altas intensidades de UV-B

La respuesta a la radiaciéon UV-B en las plantas es dependiente del tratamiento
de UV-B realizado, es decir, la duracion y la longitud de onda utilizada. En general,
como se menciond anteriormente, tratamientos con UV-B de alta intensidad inducen
respuestas de estrés relacionadas con el dafio en el ADN y el metabolismo oxidativo
(Jenkins, 2009; Besteiro y col., 2011).

1.2.2.1 Darios en el ADN producidos por la radiacién UV-B y mecanismos de reparacién

La radiacion UV-B puede dafar directamente al ADN, debido a que la absorcion
de la radiacion induce la formacion de dimeros de pirimidinas adyacentes,
resultando en dos tipos de dafo: en mayor medida los dimeros de pirimidinas por
formacion de anillos de ciclobutano (DPCs) y, en menor medida, los 6-4

fotoproductos (6-4 PP) (Figura 2) (Jansen y col., 1998; Rastogi y col., 2010; Parihar
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y col., 2015). Ambos tipos de dimeros bloquean la replicacion del ADN e interfieren
con la sintesis del ARNm durante la transcripcion. El dafio en el ADN es citotoxico y
mutagénico para las células, y si no es removido puede causar la muerte celular
(Tuteja y col., 2001; Sancar y col., 2004). Por ello, la reparacién del dafio en el ADN
causado por la radiacion UV-B es crucial para todos los organismos vivos. Las
plantas poseen diferentes mecanismos para reparar los fotoproductos, entre ellos se
encuentran la fotorreactivacién que involucra fotoliasas dependientes de luz y el
sistema de reparacion por escision de nucleétidos (NER) que no requiere de luz.
Arabidopsis thaliana posee dos fotoliasas especificas para la fotorreactivacion
de los DPCs y 6-4 PP, que tienen la capacidad de unirse especificamente al ADN

dafiado y provocar la monomerizacion del dimero utilizando la energia de la luz
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Figura 2. Formacion de dimeros de pirimidina. El mecanismo para la formacion de
dimeros con formacion de anillo de ciclobutano (DPCs) y fotoproductos pirimidina (6-4)
pirimidona se muestra para dos timinas adyacentes en (a) y para una timina seguida de
una citosina en (b). Adaptado de Rastogi y col. (2010).
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visible (Rastogi y col.,, 2010). Los genes que codifican para la DPC y 6-4 PP
fotoliasas son UVR2 y UVRS3, respectivamente; se ha reportado que plantas
mutantes uvr2 y uvr3 son incapaces de remover los dimeros de pirimidina y que son
mas sensibles a la radiacion UV-B que las plantas salvajes (Jiang y col., 1997;
Landry y col., 1997).

Por otro lado, se ha identificado que el FADH reducido y la pterina reducida son
dos cofactores necesarios para la actividad de la fotoliasa de DPCs; y que los
niveles de la fotoliasa de DPCs varian segun el tejido y la edad de la planta, en
Arabidopsis se han reportado mayores niveles en flores y hojas de 3 a 5 semanas
(Waterworth, 2002). Ademas, tanto la luz blanca con la radiacién UV-B inducen la
expresion de la fotoliasa de DPCs en Arabidopsis, a diferencia de lo que ocurre para
la fotoliasa que repara los 6-4 PP, dado que tiene expresion constitutiva y no es
regulada por luz (Waterworth, 2002). Li y col. (2015) reportaron que la expresién de
la fotoliasa de DPCs esta regulada por multiples vias de sefializacion, incluyendo las
vias dependientes e independientes de UVRS.

El proceso de reparacién en oscuridad, denominado asi porque ocurre en
ausencia de luz, incluye la reparacién por escision de nucleotidos (NER, del inglés
“Nucleotide Excision Repair”), la reparacion por escision de bases (BER, del inglés
“Base Excision Repair”) y otras vias de reparacion del ADN. Los DPCs y 6-4 PPs
distorsionan la hélice y son reconocidas por el NER, el cual a continuacion cataliza
la incision de la hebra dafiada a cada lado de la lesion, la escision del
oligonucledtido que contiene el sitio dafnado, y finalmente se produce la sintesis de
ADN por una ADN polimerasa para completar la hebra faltante, y la ligaciéon por una
ADN ligasa (Figura 3) (Kimura y Sakaguchi, 2006). Los genes de Arabidopsis
involucrados en la reparacion del dano en el ADN por UV-B fueron identificados
utilizando mutantes sensibles a esta radiacion. Las plantas mutantes uvr?, uvrb, uvr7
(del inglés “UV repair defective”) y uvh1 (del inglés “ultraviolet hypersensitive”) son
deficientes en la reparacion por escision de nucledtidos ( Jiang y col., 1997; Britt y
Fiscus, 2003). El gen UVH1 codifica para una proteina homologa a RAD1 de
Saccharomyces cerevisiae y XPF de humanos y posee actividad endonucleasa (Liu
y col., 2000). Por otro lado, la proteina UVR7 es homdéloga a ERCC1 de humanos.
Mutantes en el gen que codifica para esta proteina son sensibles a la radiacién y y al
UV-B (Hefner y col., 2003). UVH6 presenta una secuencia similar a XPD de
humanos y a RADS53 de levaduras, las cuales son 5°-3'ADN helicasas necesarias
para la reparacion en el mecanismo NER. La proteina UVH6 juega un papel
importante en la reparacion del ADN, ya que abriria las hebras de ADN alrededor del

dafio; el gen UVH6 se requiere para la resistencia a la radiacion UV-B y es esencial
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en Arabidopsis (Liu y col., 2003). Por ultimo, la proteina UVH3 de Arabidopsis es
homodloga a XPG de humanos, la cual codifica para una endonucleasa requerida
para la reparacién por escision de nucleétidos de los dafios causados por la

radiacion UV.
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Figura 3. Representacién esquematica de los pasos del sistema NER en humanos. La
helicasa XPD desenrolla las hélices de ADN para permitir el ingreso del complejo
endonucleasa XPF/ERCC1, responsable de las incisiones en la regién 5" de la lesion en el
ADN. Adaptado de Kimura y Sakaguchi (2006).

1.2.2.2  Produccién de especies reactivas del oxigeno

Las especies reactivas del oxigeno (EROs), tales como el peroxido de
hidrogeno, el oxigeno singlete, el radical hidroxilo y el radical superoxido, no sélo
son productos inevitablemente generados por la fotosintesis, sino que también son
generados como respuesta frente a algunos tipos de estreses bidticos y abidticos,

incluyendo la radiaciéon UV-B (Mackerness y col., 2001; Han y col., 2009; Takshak y
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Agrawal, 2014). La acumulacién de estos compuestos puede causar dafo en las
proteinas, los lipidos, los carbohidratos y el ADN (Gill y Tuteja, 2010), y por lo tanto,
puede llevar a la muerte celular (Mackerness y col., 2001), pero también puede
iniciar respuestas de sefalizacion que podrian conducir a la sintesis de acido
salicilico, acido jasmonico y etileno (A.-H.-Mackerness, 2000), o a inducir la
expresion de nuevos genes (Gill y Tuteja, 2010).

Es importante tener en cuenta que las EROs pueden causar dafo o actuar
como factores de proteccion o de sefalizacion dependiendo del equilibrio entre la
produccién y la eliminacion de dichas especies, como asi también de la edad de la
planta, la localizacion de las EROs, entre otras (Gill y Tuteja, 2010). Las plantas han
desarrollado mecanismos efectivos para modular los niveles de EROs, y la mayoria
de ellas los elimina utilizando una combinacion de enzimas antioxidantes, tales
como la superoxido dismutasa, la ascorbato peroxidasa, la catalasa y la glutation
reductasa, y la produccion de moléculas antioxidantes no enzimaticas como el
ascorbato, el glutatién, los carotenoides, los fenoles y los tocoferoles (Mittler y col.,
2004; Gill y Tuteja, 2010). Las plantas responden al estrés oxidativo inducido por
UV-B aumentando la actividad de enzimas antioxidantes y modificando los niveles
de moléculas antioxidantes (Figura 4) (Gao y Zhang, 2008; Han y col., 2009; Berli y
col., 2010). Takshak y Agrawal (2014) reportaron que en Withania somnifera, luego
de la exposicion al UV-B, la actividad aumentada de la enzima superéxido dismutasa
(SOD) puede aumentar los niveles de H,0,, el cual puede reaccionar con el radical
superéxido y producir el radical hidroxilo, el cual es la especie mas reactiva del
oxigeno y puede ser el responsable de la peroxidacién lipidica en las hojas
expuestas a la radiacion UV-B. Ademas, se ha reportado que la radiacion UV-B
induce el dafio oxidativo, la peroxidacion lipidica y la actividad de la superéxido
dismutasa, la catalasa, la peroxidasa y la polifenol oxidasa en hojas de Cassia
auriculata (Agarwal, 2007). Por otra parte, plantas mutantes deficientes en ascorbato
(vtct), el cual juega un papel crucial en el mecanismo antioxidante, son sensibles al
UV-B (Gao y Zhang, 2008), demostrando nuevamente la importancia de la

maquinaria antioxidante en la respuesta a esta radiacion.
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Figura 4. Representacion esquematica de los diferentes tipos de EROs y enzimas
antioxidantes generados luego del tratamiento con UV-B que inducen respuestas de estrés.
Asc: ascorbato, CAT: catalasa, CHA: dihidroascorbato, APX: ascorbato peroxidasa, DHAR:
dihidroascorbato reductasa, GR: glutatién reductasa, GSH: glutatién reducido, GSSG:
glutatién oxidado, LPO: peroxidacion lipidica, MDA: malondialdehido, MDAR: malondialdehido
reductasa, '0O,: oxigeno singlete, *OH: radical hidroxilo, POXs: peroxidasas, PS I:
fotosistema I, PS II: fotosistema II, SOD: superoéxido dismutasa, Toc: tocoferol. Adaptado de
Takshak y Agrawal (2014).

1.2.3  Efectos de la radiacion UV-B en interaccion con otras variables ambientales

El crecimiento y desarrollo de las plantas depende en gran medida de los
cambios climaticos globales y de los estreses abibticos y bidticos a los que ellas se
encuentran expuestas. Por lo tanto, la respuesta de las plantas a la radiacién UV-B
puede estar condicionada por la interaccién con otros factores ambientales.
Numerosos reportes han demostrado que el UV-B puede interaccionar con otras
variables y asi inducir una respuesta diferencial o mas pronunciada. Por ejemplo, se
ha demostrado que la reduccion de la biomasa, la inhibicion del crecimiento y la
disminucion del contenido de clorofilas son atenuados cuando las plantas son
expuestas a temperaturas levemente calidas en combinacién con el tratamiento con
UV-B (Han y col., 2009; Randriamanana y col., 2014). Ademas, se ha demostrado
que la concentracion de H,O,, MDA y la velocidad de produccién del radical
superoxido disminuyen significativamente cuando las plantas son expuestas
paralelamente al UV-B y a temperaturas calidas (Han y col., 2009). Por otro lado,

tratamientos elevados de CO, en plantas de maiz mejoran los efectos adversos en
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el area de la hoja, en el contenido de clorofila y carotenoides y en la fotosintesis neta
causados por la radiacion UV-B (Wijewardana y col.,, 2016). Por el contrario,
tratamientos combinados de sequia y radiacion UV-B causan efectos aditivos; por
ejemplo se ha observado un mayor retraso en la maduracion de frutos y una mayor
reduccion de la fotosintesis cuando ambos tratamientos fueron aplicados en forma
combinada en comparacion con cada tratamiento individual (Martinez-Luscher y col.,
2013; Alonso y col., 2015). Por ultimo, la exposicidon conjunta de las plantas al UV-B
y a metales pesados como el niquel reduce en mayor medida el crecimiento y la

actividad fotosintética (Srivastava y col., 2012).

1.2.4  Cambios en la expresion génica inducidos por UV-B

La mayoria de los efectos sobre la fisiologia, el crecimiento y el desarrollo que
se observan luego del tratamiento con radiacién UV-B son consecuencia de cambios
en la expresion génica. Si bien muchos de los cambios observados en los perfiles de
expresion varian en funcion de la especie, el tipo de tratamiento y la forma de cultivo
(a campo o en invernadero), hay ciertos cambios observados que son comunes.

Los transcriptos que presentan cambios similares por la radiacion UV-B pueden
ser agrupados segun la funcion o la localizacién de las proteinas correspondientes:
(a) Proteinas localizadas en el cloroplasto, que incluyen fundamentalmente
proteinas asociadas a la fotosintesis, (b) Proteinas involucradas en la biosintesis de
flavonoides, (c) Proteinas involucradas en la transduccién de senales y factores de
transcripciéon, (d) Proteinas asociadas al metabolismo oxidativo, (e) Proteinas
asociadas al metabolismo de la pared celular y (f) Proteinas asociadas al
metabolismo del ADN.

Con respecto al primer grupo de transcriptos, Chen y col. (2014) observaron que
la radiacion UV-B reprime la expresiéon de la proteina D1 del fotosistema Il (psbA),
asi como también la de la plastocianina y la fructosa-1,6-bifosfato aldolasa en hojas
de Lycium ruthenicum. Ademas, Liu y col. (2015) reportaron que los transcriptos de
la ribulosa-3-fosfato epimerasa, una proteasa ATP dependiente, de la rubisco, de
algunas proteinas del fotosistema Il (Psb) y Lhcl (del inglés “light-harvesting complex
I”) disminuian luego de la exposicion con UV-B. Consistentemente, diferentes
estudios demostraron que en distintas especies vegetales el proceso de fotosintesis
se encuentra afectado por la radiacién UV-B (Lidon y Ramalho, 2011; Martinez-
Luscher y col., 2013), mostrando reducciones superiores al 80% en la fotosintesis
neta, la conductancia estomatica y la capacidad fotosintética. Del mismo modo, se

produce una disminucién en el contenido de las xantofilas, de los carotenos, de la
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clorofila a y la clorofila total y un aumento en el nivel de lipoperoxidacion de las
membranas de los cloroplastos (Lidon y Ramalho, 2011).

Por otro lado, la exposicidn con radiaciéon UV-B aumenta la transcripcion de
genes necesarios para reducir el impacto de esta radiacion sobre las plantas. Dentro
de este grupo de genes se encuentran los que codifican enzimas para la sintesis de
pigmentos que reducen la penetracién de la luz UV-B a los tejidos, como algunos
flavonoides y otros metabolitos secundarios. Los flavonoides son compuestos
fendlicos que tienen una gran variedad de funciones (Winkel-Shirley, 2002), entre
ellas la capacidad de filtrar la radiacion UV-B. El aumento del contenido de
compuestos que absorben el UV-B como los flavonoides, las antocianinas y los
carotenoides es uno de los mecanismos de defensa mas importante para las plantas
en respuesta a esta radiacion (Chen y col., 2014); de esta manera, plantas mutantes
en la via de flavonoides muestran elevada sensibilidad a la radiacion UV-B (Li y col.,
1993; Landry y col.,, 1995). La radiacion UV-B induce la expresion de F3H
(flavanona-3-hidroxilasa), UFGalT (UDP-glucosa-flavonoid-3-O -glucosiltransferasa),
CHS (chalcona sintasa), LAR (leucoantocianidin reductasa), DFR (dihidroflavonol
reductasa) y FGT (flavonoid glucosiltransferasa) en maiz (Casati y Walbot, 2003),
Arabidopsis (Brown y col., 2005; Brown y Jenkins, 2007; Kilian y col., 2007), Lycium
ruthenicum (Chen y col., 2014) y Reaumuria soongorica (Liu y col., 2015), entre
otros genes de la via de biosintesis de los flavonoides. La chalcona sintasa es la
primera enzima de la via de sintesis de los flavonoides (Winkel-Shirley, 2002) y su
induccion luego de la exposicion a la radiacion UV-B es dependiente de la via
activada por el fotorreceptor UVR8 (Brown y col., 2005). Ademas de los flavonoides,
los ésteres de sinapatos son una clase de fenilpropanoides que también poseen la
capacidad de absorber la radiacion UV-B. El factor de transcripciéon MYB4 es un
represor transcripcional de la expresion de C4H (CINAMATO-4-HIDROXILASA) en
Arabidopsis, y cuando MYB4 se expresa se observa una disminucién en los niveles
de los ésteres de sinapatos (Jin y col., 2000). De esta manera, las plantas mutantes
myb4 son tolerantes a la radiacion UV-B debido a que las mismas poseen niveles
aumentados de ésteres de sinapatos (Jin y col., 2000). Ademas, Chen y col. (2014)
mostraron que la expresion de COMT (CAFEATO-O-METILTRANSFERASA), una
enzima de la via de formacion de ésteres de sinapatos, se encuentra aumentada en
plantas de Arabidopsis irradiadas con UV-B. Por otro lado, esta enzima también
participa en la via de sintesis de la lignina, y estudios realizados por Takshak y
Agrawal (2014) demostraron que el contenido de lignina aumenta por UV-B en

Withania somnifera.
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Algunos transcriptos que codifican proteinas involucradas en la transduccién de
sefales y factores de transcripcion se encuentran regulados por la radiaciéon UV-B,
como por ejemplo, transcriptos que codifican diferentes tipos de proteinas quinasas,
proteinas de union a GTP, proteinas de unién a calcio; como asi también factores de
transcripciéon del tipo WRKY o factores de transcripcién involucrados en la via de
sefializacién del etileno (Casati y Walbot, 2003; Brown y Jenkins, 2007; Kilian y col.,
2007; Wang y col., 2007; Liu y col., 2015). Consistentemente, Wang y col. (2007)
demostraron que la sobreexpresion del factor de transcripcion WRKY89 aumenta la
tolerancia a la radiacion UV-B en plantas de arroz. Ademas, estas plantas tienen
aumentada la expresion de genes que codifican para enzimas de la biosintesis de
fenilpropanoides como asi también mayor acumulacién de lignina y acido salicilico.
Otro grupo de genes que se encuentran en algunos casos regulados positivamente
por la radiacion UV-B son aquellos que codifican proteinas involucradas en
respuestas frente el estrés oxidativo. Mackerness y col. (2001) mostraron que la
radiacion UV-B es capaz de inducir la formacion de especies EROs, y que el anién
superoxido producido induce genes de respuesta a patdégenos, como la defensina
PDF1.2. Por otro lado, demostraron que el peréxido de hidrogeno derivado del anion
superéxido es el responsable de la regulacion negativa de genes involucrados en la
fotosintesis como Lchb. Las plantas han evolucionado distintos mecanismos de
proteccion frente a las EROs, como por ejemplo la produccion de superdxido
dismutasa (SOD) y peroxidasa (POD) que permiten la remocién del anion
superdxido y del perdxido de hidrogeno, respectivamente (Chen y col., 2014).
Acorde a esto, la expresién de SOD, POD y APX (ASCORBATO PEROXIDASA)
aumenta luego de la exposicion a la radiacién UV-B en Lycium ruthenicum. (Chen 'y
col., 2014; Pan y col., 2014).

Por otra parte, algunos transcriptos de proteinas asociadas al metabolismo de la
pared celular se encuentran aumentados luego de la exposicibn con UV-B,
incluyendo la beta-galactosidasa, la glicosido hidroxilasa, la xiloglucano
endotransglicosilasa, la corismato mutasa (Casati y Walbot, 2003; Chen y col., 2014)
y LTPs (del inglés “Lipid transfer protein”) en Lycium ruthenicum, estas proteinas se
encuentran en la pared de las células epidérmicas y pueden estar involucradas en la
sintesis de ceras cuticulares o de las capas de cutina (Chen y col., 2014). Por lo
tanto, los cambios en la composicion de la pared celular podrian reducir la
penetraciéon de la radiaciéon UV-B en las hojas, o bien permitir la modificacion del
tamafio o la forma de las mismas.

Por ultimo, en diferentes variedades de maiz de altas altitudes, Casati y col.

(2006) identificaron, mediante estudios de microarreglos, una serie de genes que
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aumentan su expresion luego del tratamiento por UV-B en estas variedades y no lo
hacen o lo hacen a mayores intensidades de UV-B en lineas provenientes de bajas
altitudes. Entre ellos se encuentran un nimero de transcriptos que codifican para
proteinas involucradas en el remodelado de la estructura de la cromatina y de la
reparacion del ADN, como por ejemplo algunas histonas acetiltransferasas vy
deacetilasas. Ademas, Kilian y col. (2007) observaron un aumento del trascripto
PHR1/UVR2 por UV-B, que codifica para la fotoliasa de los DPCs.

25



2 Capitulo 1: “Estudio del rol de enzimas que participan en la
acetilacion de histonas en las respuestas frente a la radiacion

UV-B en plantas de Arabidopsis thaliana”
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2.1.1  Estructura de la cromatina

El ADN de los organismos eucariotas esta empaquetado en el nucleo celular
asociado a proteinas formando la cromatina. La unidad basica repetitiva de la
cromatina es el nucleosoma, el cual esta constituido por un complejo octamérico
formado por proteinas basicas denominadas histonas, en el cual se enrollan 146 pb
del ADN. Cada nucleosoma esta conectado al siguiente por un fragmento de ADN
espaciador de aproximadamente 160-240 pb. Las histonas han sido
estructuralmente conservadas a lo largo de la evoluciéon y llevan a cabo dos
funciones vitales; por un lado, empaquetar las moléculas de ADN dentro de los
limites del nucleo eucariota para proteger al genoma de los dafios fisicos, y por otro
lado, permitir que el ADN se encuentre accesible para expresar los genes en los
momentos adecuados (Rosa y Shaw, 2013).

La particula octamérica esta formada por dos copias de cada una de las
histonas H2A, H2B, H3 y H4 (Mcginty y col.,, 2014). Ademas, cerca de 20 pb del
ADN espaciador se asocian con una Unica “histona de uniéon” H1 o H5 (Rosa y
Shaw, 2013; Mcginty y col.,, 2014) (Figura 5). Las histonas que conforman el
octamero son relativamente pequefas (102 a 135 aminoacidos), muy conservadas y
poseen una alta proporcién de aminoacidos basicos que le confieren una carga neta
positiva a pH fisiolégico (Mcginty y col., 2014). Tienen una regién central rica en
hélices a, flanqueada por extensiones N y C terminales. Algunas de estas
extensiones son muy estructuradas, aunque otras, especialmente los dominios N
terminales de todas las histonas, y el dominio C terminal de H2A son muy flexibles.
Estas “colas” se extienden desde el nucleosoma y albergan una gran densidad vy
diversidad de modificaciones postraduccionales que contribuyen con la unién del
ADN vy al plegado de orden superior y/o a la oligomerizacion de la cromatina a través
de la unién a nucleosomas adyacentes (Mcginty y col., 2014). Las histonas H1 y H5
son similares a las otras, con un dominio globular central, aunque son un poco mas
grandes y estdn menos conservadas entre los organismos. Estas se unen al ADN
desde el exterior del nucleosoma, estabilizando la estructura (Mcginty y col., 2014).

La cromatina sigue un orden jerarquico de estructuracion que puede dividirse en
tres niveles: primario, secundario y terciario. La estructura primaria comprende el
arreglo lineal de nucleosomas. El siguiente nivel se define por la compactacion local
de un arreglo de nucleosomas en una fibra de 30 nm de diametro. En el tercer nivel
estructural, la estructura de la cromatina describe los contactos entre hebras entre

los elementos estructurales secundarios (Mcginty y col., 2014). El estado de
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estructuracion de la cromatina influye en procesos importantes como la expresion de
los genes, la replicacion, la recombinacién y la reparacion del ADN. En estados mas
condensados (heterocromatina), la accesibilidad de las proteinas requeridas para
estos procesos esta limitada, mientras que no lo esta en la cromatina en una forma
mas laxa (eucromatina). Estos estados de condensacion se producen por cambios
en las interacciones entre las histonas, entre las histonas y el ADN, o entre estos y
otros factores proteicos.

Dos de las modificaciones mas importantes que regulan el estado de
condensacién de la cromatina son la metilacion del ADN y las modificaciones de las

histonas.
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Figura 5. Esquema representativo de la organizaciéon de la cromatina. MPT: modificaciones
postraduccionales de las histonas. Adaptado de Rosa y Shaw (2013).
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2.1.1.1  Metilacién del ADN

La metilacion del ADN en 5-metilcitosina es una de las marcas epigenéticas mas
estudiadas implicadas en la regulacion de la expresion génica.

En vertebrados, plantas y algunos hongos, la metilacion del ADN ocurre casi
exclusivamente en el dinucledtido CG. Sin embargo, las plantas también poseen
niveles importantes de 5-metilcitosina en secuencias simétricas CNG y secuencias
asimétricas CNN, en donde N puede ser adenina, timina o guanina. La enzima
encargada de la metilacion es una ADN metiltransferasa que cataliza la
transferencia de un grupo metilo de la S-adenosil metionina a las citosinas del ADN
(Finnegan y Kovac, 2000). La metilacion puede ser “de novo” o de mantenimiento.
La metilacién “de novo” es un proceso en el que se metilan los residuos de citosina
que previamente no estaban metilados, resultando en la formacién de nuevos
patrones de metilacion, yla metilacion de “mantenimiento” es el proceso por el
cual los patrones de metilacion preexistentes se mantienen después dela
replicacién del ADN (Chen y Li, 2004). La metilacion estd controlada por ARNs
pequenos de interferencia (siRNA) e involucra dos vias que se solapan para
controlar la iniciacién y el establecimiento de la metilacion de ADN (Law y Jacobsen,
2010). En Arabidopsis thaliana, la metilacion de novo es dependiente de la actividad
metiltransferasa de DRM1 y DRM2 (del inglés “Domains rearranged
methyltransferase 1 and 2”). En cambio, la metilacion de mantenimiento de CG
involucra a las metiltransferasas MET1 (del inglés “methyltransferase 1”), DDM1 (del
inglés “decrease in DNA methylation 1”) y a la histona deacetilasa HDAG, mientras
que la metilacion de mantenimiento de CNG y CNN requiere a las metiltransferasas
CMT3 (del inglés “chromomethylase 3’) y DRM1/DRM2 (Chan y col., 2005).

En plantas, la metilacion del ADN regula diferentes fendmenos epigenéticos,
como el silenciamiento transcripcional de transposones y el silenciamiento de genes
(Chan y col, 2005) y estd mediada por la actividad conjunta de
ADN metiltransferasas junto con ADN demetilasas (Law y Jacobsen, 2010).

La remocién de los metilos del ADN puede ocurrir por dos mecanismos
diversos: 1) las citosinas metiladas pueden ser remplazadas por citosinas no
modificadas durante la replicacion del ADN, lo que se denomina demetilacion
pasiva; 2) los metilos pueden ser removidos por glicosilasas, lo que se denomina
demetilacién activa (Law y Jacobsen, 2010). La demetilacién activa en plantas es
llevada a cabo por la actividad de ADN glicosilasas, probablemente en combinacién
con la via de reparacion por escision de bases (BER). En Arabidopsis thaliana los
miembros de la familia de ADN glicosilasas son DME (del inglés: “DEMETER”) y
ROS1 (del inglés: “REPRESSOR OF SILENCING 1%), las cuales tienen tanto
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actividad glicosilasa como liasa. La actividad glicosilasa remueve la base 5-
metilcitosina del ADN, y la actividad liasa rompe la hebra de ADN en el lugar donde

se encontraba la citosina metilada (Law y Jacobsen, 2010).

2.1.1.2  Modificaciones postraduccionales de histonas

Las histonas contienen colas N-terminales flexibles que se extienden por fuera
del nucleosoma y son susceptibles de ser modificadas postraduccionalmente.
Aunque las colas de las histonas son los sitios principales de modificacién, los
dominios que se encuentran en el centro de estas proteinas también pueden ser
modificados (Rosa y Shaw, 2013). Se han identificado al menos ocho tipos de
modificaciones postraduccionales de las histonas. Algunas estédn bastante bien
caracterizadas como la acetilacion, metilacion, fosforilacion y ubiquitinacion,
mientras que otras como la sumoilacion, ADP ribosilacién, deiminacion,
isomerizacion de prolinas, han sido poco estudiadas (Kouzarides, 2007). Con
respecto a la transcripcion, las modificaciones de las histonas pueden conllevar a la
activacion o a la represion de un gen. En general, la acetilacion y la fosforilacion se
correlacionan con la activacion, mientras que la sumoilacién, deiminacion y la
isomerizacion de residuos de prolinas fueron asociadas con la represion
transcripcional. Otras modificaciones como la ubiquitinacién y la metilacion se han
correlacionado tanto con la activacion como con la represion transcripcional (Rosa y
Shaw, 2013).

En los ultimos afos se ha incrementado el nimero de modificaciones de
histonas identificadas, como asi también los sitios donde ocurren esas
modificaciones. Multiples modificaciones pueden ser agregadas simultaneamente en
el mismo nucleosoma en distintas histonas o en la misma cola de histona, creando
una gran cantidad de posibilidades de regulacidon y un enorme potencial para
respuestas funcionales, dado que el momento de aparicion de una modificacion
dependera de las condiciones de sefalizacién dentro de la célula (Lee y col., 2010;
Kouzarides, 2007).

Las modificaciones de las histonas son causadas por la accién directa de
enzimas que han sido caracterizadas para casi todos los tipos de modificaciones en
humanos y levaduras (revisadas en Kouzarides, 2007) y para algunas
modificaciones en las plantas, como la ubiquitinacion, la metilacién y la acetilacion
(Tsankova y Nestler, 2010; Berr y col., 2011).

2.1.1.2.1  Ubiquitinacién de histonas
La ubiquitinacién consiste en el agregado de una proteina pequefia y

altamente conservada, denominada ubiquitina, a una proteina blanco. Este proceso
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requiere de la accion de 3 enzimas: la enzima de activacion E1, de conjugacion E2 y
de ligacion E3. En un primer paso, en una reaccion dependiente de ATP, la
ubiquitina es activada y unida a la enzima E1. Luego, la ubiquitina activada es
conjugada con la enzima E2 a través de un enlace tioéster a un residuo de cisteina
de E2. Por ultimo, E2 interacciona con E3 y la ubiquitina es transferida a un residuo
de lisina de la proteina blanco. Finalmente, la proteina sustrato puede resultar
monobiquitinada o se le puede agregar una cadena de ubiquitinas resultando en la
poliubiquitinacién de la misma. La ubiquitinacién puede servir como sefal para que
la proteina blanco sea degradada o puede servir como sefal para algun otro
mecanismo, que puede depender en algunos casos de otro factores como por
ejemplo la localizacion subcelular de la proteina sustrato (Pickart, 2001).

Las histonas son susceptibles de ser monoubiquitinadas y esta modificacion
es considerada como una marca epigenética en eucariotas. Mientras la
monoubiquitinacién de H2A se asocia generalmente con la represion de la
transcripcién, la ubiquitinacion de H2B esta involucrada en la activacion
transcripcional (Feng y Shen, 2014). La enzima E2 Rad6 y la enzima E3 Bre1 y sus
homologas son las encargadas de la ubiquitinacion de H2B en diversos organismos
eucariotas. En Arabidopsis, hay dos genes que codifican para Bre1 denominados
HUB1 y HUB2 (del inglés “Histone monoubiquitination 1 and 2”) y tres genes
codifican para Rad6 denominados AtUBC1, AtUBC2 y AtUBC3 (Cao y col., 2008;
Berry col., 2011). Cao y col. (2008) demostraron que UBC1 y UBC2, a diferencia de
UBC3, son redundantes y estan involucrados en la regulacion del tiempo de
floracién, dado que la expresion de FLC (del inglés “Flowering Locus C”) se
encuentra reprimida en las plantas mutantes ubc1, ubc2, y en las dobles mutantes
ubc1 ubc?2.

Las enzimas encargadas de la deubiquitinacion o las ubiquitin proteasas
(UBPs) clivan la ubiquitina unida al sustrato (Berr y col., 2011). En Arabidopsis, de
las 27 UBPs putativas, se ha demostrado que sélo la UBP26 se encuentra

involucrada en la deubiquitinacién de H2B (Sridhar y col., 2007).

2.1.1.2.2  Metilacidn de histonas

La metilacion de las histonas juega un rol crucial en la regulacion
epigenética, dado que tiene un gran impacto en la regulacion de la estructura y
funcién de la cromatina (Yu y col., 2009). La metilacion de las histonas puede ocurrir
en los residuos de lisina 4, 9, 27, 36 y 79 de la histona H3 y en la lisina 20 de la
histona H4. Ademas, los residuos de lisina pueden ser mono, di o trimetilados. En

general, la metilacion en H3K4, K36 y K79 se correlaciona con una transcripcion
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activa, mientras que la metilacion en H3K9, K27 y H4K20 se asocia con el
silenciamiento génico (Yu y col., 2009).

Todas las histonas metiltransferasas poseen un dominio de 130 aminoacidos
denominado SET. Existe una gran cantidad de genes en plantas que poseen este
dominio; de acuerdo con las bases de datos Pfam y ChromDB existen 45, 35 y 37
proteinas con dominios SET en Arabidopsis, maiz y arroz, respectivamente, las
cuales fueron agrupadas en 6 grupos diferentes de acuerdo a la similitud de
secuencia (Yu y col., 2009; Berr y col., 2011). A pesar de la gran cantidad de genes
que poseen la secuencia SET, solo una pequefa cantidad de las proteinas fueron
identificadas. Por ejemplo, en Arabidopsis una de las clases de proteinas mejor
caracterizadas se denominan ATX (“Arabidopsis trithorax”) y ATXR (“Arabidopsis
trithorax related”) y consiste en un grupo de 12 proteinas, de las cuales algunas se
encuentran asociadas con distintas funciones biolégicas. A modo de ejemplo,
ATXR3 es capaz de trimetilar la histona H3 en la lisina 4 in vitro y es importante
durante la formacién del gametofito (Berr y col., 2010). Por otro lado, ATX1 también
se encuentra asociada con H3K4me3, y mutantes atx? mostraron menor velocidad
de germinacién, mayor apertura estomatica y menor tolerancia al estrés hidrico
(Ding y col., 2011). Por ultimo, plantas mutantes en atxr7 mostraron floracion
temprana con una supresion de la expresién de FLC (Berr y col., 2009),
demostrando una vez mas que las modificaciones postraduccionales de las histonas
son importantes para llevar a cabo diferentes procesos biolégicos.

Los niveles de metilacién de las histonas estan regulados por las histonas
metiltransferasas y las histonas demetilasas. Hay dos tipos de histonas demetilasas
en eucariotas: KDM11/LSD1 (del inglés: “demethylasel/lysine specific
demethylase1”), y las que poseen un dominio caracteristico denominado JmjC
(Jumonj C). Estudios recientes indicaron que las histonas deacetilasas tienen
importantes roles regulatorios en el crecimiento y desarrollo de las plantas, como el
control del tiempo de floracién, la respuesta a hormonas y la regulacién del ritmo

circadiano (Luo y col., 2014).

2.1.1.2.3  Acetilacién de histonas

Una de Ilas modificaciones postraduccionales de las histonas mejor
caracterizada es la acetilacion de uno o mas residuos de lisina de las colas N-
terminales (Rosa y Shaw, 2013). La acetilacion/desacetilacion de histonas es un
proceso dindamico y reversible, y por lo tanto, es clave para la interconversion entre
estados de transcripcion activa y represiva. La acetilacion de histonas involucra la

transferencia de un grupo acetilo desde el acetil-CoA hacia un residuo de lisina, lo
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que neutraliza la carga positiva de las colas de las histonas y reduce la afinidad con
la carga negativa del ADN, promoviendo la uniéon de factores de transcripcion al
ADN (Servet y col., 2010). Por lo tanto, en general, la acetilacion de las histonas se
asocia con la transcripcion activa de los genes, mientras que la desacetilacion
reprime la expresion de los mismos (Berger, 2007). En Arabidopsis, las lisinas 9, 14,
18, 23 y 27 de la histona H3, y las lisinas 5, 8, 12, 16 y 20 de la histona H4 son
susceptibles de ser acetiladas (Earley y col., 2007; Zhang y col., 2007).

El nivel de acetilacion estd determinado por la actividad de las histonas
acetiltransferasas (HATSs) junto con la de las histonas deacetilasas (HDACs) (Figura
6). Basado en su localizacion subcelular, las HATs pueden ser divididas en dos
clases: HAT-A y HAT-B. Las histonas acetiltransferasas del tipo A se localizan en el
nuacleo y acetilan las histonas que se encuentran formando los nucleosomas.
Funcionan como co-activadores transcripcionales y por lo tanto juegan un papel
importante en la regulacion de la expresion génica (Boycheva y col., 2014). En
cambio, las histonas acetiltransferasas del tipo B se localizan en el citoplasma y
catalizan la acetilacién de histonas libres (no asociadas a ADN), y en general
acetilan la lisina 5 y 12 de la histona H4. Su funcién esta relacionada con la sintesis
de cromatina y el ensamblado de nuevas histonas a los cromosomas (Boycheva y
col., 2014). Por otro lado, también se ha reportado que este tipo de HAT acetila
proteinas no histonas en Arabidopsis, como por ejemplo proteinas involucradas en
la fotosintesis y la respiraciéon, demostrando que la acetilacion puede ser un proceso
importante que regula enzimas claves del metabolismo (Finkemeier y col., 2011).

En Arabidospsis thaliana, las HAT se dividen en 4 familias: la familia GNAT (del
inglés “Genb-related N-acetiltransferase”), la cual posee 3 miembros denominados
HAG1, HAG2 y HAGS3; la familia MYST (denominada asi por sus principales
miembros: MOZ, Ybt2, Sas2, Tip60-like), la cual posee 2 miembros HAM1 y HAMZ2;
la familia p300/CBP (del inglés “CREB-binding protein”), la cual posee 5 miembros
denominados HAC1, HAC2, HAC4, HAC5 y HAC12; y la familia TAF;250 (subunidad
del factor de transcripcion general TFIID), la cual posee 2 miembros, HAF1 y HAF2
(Pandey y col., 2002). Por otro lado, las HDACs en Arabidopsis estan codificadas
por 18 genes y pueden ser agrupados en 4 tipos: RDP3 (del inglés “Reduced
Potassium Dependency 3”), HDA1 (del inglés “Histone DeAcetylase 1), SIR2 (del
inglés “Silent Information Regulator 2”) y HD2 (del inglés “Histone Deacetylase 2”)
(Sheny col., 2015).
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La mayoria de las histonas acetiltransferasas y deacetilasas de Arabidopsis
fueron estudiadas por su funcién en la modificacion de la cromatina y la regulacion
epigenética de los genes de desarrollo y respuesta a estrés. Sin embargo, resulta
interesante mencionar nuevamente que algunas de las HATs y HDAC no se
localizan exclusivamente en el nucleo. Por ejemplo, se han encontrado miembros de
las histonas deacetilasas en cloroplasto, mitocondria o citoplasma, mientras que
otras se encuentran alternativamente en el nucleo o en el citoplasma, dependiendo
de la presencia o ausencia de luz (Shen y col., 2015). En el caso de las histonas
acetiltransferasas, la mayoria se encuentran principalmente en el nucleo, excepto
HAGS3, la cual se localiza tanto en el nucleo como en el citoplasma (Tran y col.,
2012).

Histonas libres
/ Proteinas no
histonas
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- {uAp)

Figura 6. Esquema representativo de la actividad de las histonas acetiltransferasas (HAT)
e histonas deacetilasas (HDAC). Adaptado de Shen y col. (2015).

2.1.2  Rol de la acetilacion de las histonas en la respuesta de las plantas a estimulos externos

Una gran cantidad de procesos bioldgicos, como la diferenciacion celular, el
crecimiento y el desarrollo de las plantas se encuentran influenciados por diversos
factores ambientales como la luz, la temperatura, el estrés bidtico y el abidtico. Las
plantas, a diferencia de los animales, son organismos sésiles que se deben adaptar

a los cambios del ambiente, y parte de las respuestas de adaptacion estan
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mediadas por la acetilacion o desacetilacion de las histonas (Revisados en Chen y
Tian, 2011).

La luz es uno de los factores ambientales mas importantes que regula el
crecimiento y el desarrollo de las plantas (Franklin y Whitelam, 2004). Chua y col.
(2001) reportaron que la activacion transcripcional del gen de la plastocianina PetE
inducido por la luz se encontraba asociado a la hiperacetilacion de las histonas H3 y
H4. Ademas, la floracién es un proceso que se encuentra regulado por cambios en
la cromatina. La trimetilacién de la histona H3 en la lisina 4 y la acetilacién de las
histonas se encuentran asociadas con la expresion activa de FLC (Flowering locus
C), mientras que la desacetilacion de las histonas y la dimetilacion de la histona H3
en las lisinas 9 y 27 reprimen la expresion de este gen (He y Amasino, 2005).

Otros factores ambientales que pueden afectar el desarrollo de las plantas
son las fluctuaciones de la temperatura durante su ciclo de vida. Las plantas han
evolucionado y han desarrollado mecanismos de aclimatacion al frio (Thomashow,
1999). CBF (del inglés “C-repeat binding factor”) es un co-activador transcripcional
involucrado en la respuesta al frio que interacciona con la histona acetiltransferasa
del tipo HAG1/GCNS5 para estimular la transcripcion de algunos genes de respuesta
a este tipo de estrés (Mao y col.,, 2006). Por otro lado, Sridha y Wu (2006)
demostraron que la histona deacetilasa H2DC modula la expresion de genes de
respuesta al ABA y a distintos estreses abidticos.

Por otro lado, la respuesta a diferentes tipos de estreses bidticos también
esta relacionada con los niveles de acetilacion de las histonas. Por ejemplo, la
histona deacetilasa 19 (HDA19) podria regular la expresion de los genes
involucrados en la sefalizacion del etileno y del acido jasmonico en respuesta a
patégenos en Arabidopsis (Zhou y col., 2005).

Por ultimo, existen evidencias de que en plantas los complejos remodeladores
de la cromatina juegan un papel importante en la reparacion del dafo en el ADN
causado por la radiacion UV-B. Analisis transcriptomicos utilizando variedades de
maiz con distinta sensibilidad al UV-B mostraron una mayor induccion en la
expresion de genes que codifican para factores remodeladores de la cromatina en
las plantas que presentan mayor tolerancia al UV-B (Casati y col., 2006). Por otro
lado, en estudios recientes se ha puesto en evidencia la importancia de la
acetilacion de las histonas en la reparacion del ADN luego de la exposicion al UV-B.
Plantas de maiz tratadas con curcumina (un inhibidor de histonas acetiltransferasas)
presentaron deficiencias en la reparacion del dafio en el ADN por UV-B. Ademas,
plantas de Arabidopsis deficientes en la expresion de HAM1 y HAM2, 2 genes que

codifican histonas acetiltransferasas de la familia MYST, mostraron un mayor dafio
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en el ADN después del tratamiento con UV-B que las plantas salvajes, lo que
sugiere que estas proteinas tienen un rol importante en la reparacion del ADN
(Campi y col., 2012). Sin embargo, los roles de los miembros de las otras familias de
histonas acetiltransferasas en respuesta a la radiacion UV-B es aun desconocido.
Por esta razon, y debido a que se ha reportado que algunas histonas
acetiltransferasas se encuentran involucradas en diferentes procesos celulares, es
que nos propusimos estudiar el rol de estas proteinas en respuesta a la radiacion
UV-B en plantas de Arabidopsis thaliana, para identificar mecanismos que participen

en la adaptacion y/o resistencia a esta radiacion.
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2.2.1 Objetivo general:
Estudiar el rol de proteinas que participan en la acetilacion de histonas en
respuestas a la radiaciéon UV-B en plantas de Arabidopsis thaliana para identificar

mecanismos que participen en la adaptacion y/o resistencia a esta radiacion.

2.2.2 Objetivos particulares:

1- Estudiar la regulacion de histona acetiltransferasas (HACs) de Arabidopsis
thaliana por UV-B.

2- Analizar diversas respuestas fenotipicas de plantas salvajes de Arabidopsis
frente al tratamiento con UV-B y comparar dichas respuestas con las de plantas con
niveles nulos o disminuidos en la expresién de distintas HACs.

3- Estudiar el rol de distintas HACs en procesos tales como la reparacién del ADN

y la regulacion de la expresion génica luego del tratamiento con UV-B en Arabidopsis.
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2.3.1  Material vegetal - lineas utilizadas

Se utilizaron semillas de 20 lineas diferentes de Arabidopsis thaliana que se

describen a continuacion:

Una linea salvaje que corresponde al ecotipo Columbia (Col0).

Una linea salvaje que corresponde al ecotipo Wassilewskija (Ws)

Una linea transgeénica que posee una disminucion en los niveles de los transcriptos
de HAG1, por silenciamiento a través de ARN de interferencia (ARNi), CS30928.
Dicha linea posee un genotipo correspondiente al ecotipo Ws y en este trabajo se
denomind hag1.

Dos lineas que presentan una mutacién insercional por ADN-T de Agrobacterium
tumefaciens en el gen que codifica para la proteina HAG2, SALK_051832C y
SALK_152796C, denominadas en este trabajo como hag2-1 y hag2-2
respectivamente. Dichas lineas poseen un genotipo correspondiente al ecotipo
ColO.

Una linea transgeénica que posee una disminucion en los niveles de los transcriptos
de HAG3, por silenciamiento a través de ARN de interferencia (ARNi), CS3981.
Dicha linea posee un genotipo correspondiente al ecotipo Ws y en este trabajo se
denomind hag3.

Dos lineas que presentan una mutacién insercional por ADN-T de Agrobacterium
tumefaciens en el gen que codifica para la proteina HAC1, SALK_082118C y
SALK_080380C, denominadas en este trabajo como hac?-1 y haci-3
respectivamente. Dichas lineas poseen un genotipo correspondiente al ecotipo
Col0.

Dos lineas transgénicas que poseen una disminucién en los niveles de los
transcriptos de HAC2, por silenciamiento a través de ARN de interferencia (ARNi),
CS30854 y CS30855. Dichas lineas poseen un genotipo correspondiente al ecotipo
Ws y en este trabajo se denominaron hac2-2 y hac2-3, respectivamente.

Dos lineas que presentan una mutacién insercional por ADN-T de Agrobacterium
tumefaciens en el gen que codifica para la proteina HAC4, SALK_051750C y
SALK_045791C, denominadas en este trabajo como hac4-1 y hac4-4
respectivamente. Dichas lineas poseen un genotipo correspondiente al ecotipo
Col0.

Dos lineas que presentan una mutacién insercional por ADN-T de Agrobacterium
tumefaciens en el gen que codifica para la proteina HAC5, SALK_152684C y
SALK_122443C, denominadas en este trabajo como hac5-7 y hach-8
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respectivamente. Dichas lineas poseen un genotipo correspondiente al ecotipo
ColO.

* Dos lineas que presentan una mutacién insercional por ADN-T de Agrobacterium
tumefaciens en el gen que codifica para la proteina HAC12, SALK_012469C y
SALK_071102C, denominadas en este trabajo como hac12-2 y hac12-3
respectivamente. Dichas lineas poseen un genotipo correspondiente al ecotipo
ColO.

* Una linea que presenta una mutacion insercional por ADN-T de Agrobacterium
tumefaciens en el gen que codifica para la proteina HAF1, SALK 110848C,
denominada en este trabajo como haf7-3. Dicha linea posee un genotipo
correspondiente al ecotipo Col0.

* Una linea transgénica que posee una disminucion en los niveles de los transcriptos
de HAF1, por silenciamiento a través de ARN de interferencia (ARNi), CS30866.
Dicha linea posee un genotipo correspondiente al ecotipo Ws y en este trabajo se
denominé haf1-4.

* Dos lineas que presentan una mutacién insercional por ADN-T de Agrobacterium
tumefaciens en el gen que codifica para la proteina HAF2, SALK 110029 y
SALK_038282C, denominadas en este trabajo como haf2-3 y haf2-4
respectivamente. Dichas lineas poseen un genotipo correspondiente al ecotipo
Col0.

Las lineas mutantes por insercion de ADN-T se obtuvieron del “Arabidopsis
Biological Resource Center’ (ABRC, https://abrc.osu.edu/), que recopila, preserva,
reproduce y distribuye diversas semillas de Arabidopsis thaliana y especies
relacionadas.

Las plantas transgénicas con disminucién en los niveles de proteinas por
expresion de un ARN de interferencia (ARNi) obtenidas del Plant Chromatin

Functional Genomics Consortium (http://www.chromdb.org/).

2.3.2 (Condiciones de cultivo

Las semillas se sembraron en vasos o bandejas plasticas conteniendo tierra
humedecida y esterilizada previamente. Dichos vasos y bandejas se cubrieron con un
film, se incubaron 48 h a 4°C en oscuridad y luego se trasladaron a la camara de
cultivo bajo luz blanca en ausencia de radiacion UV-B, en condiciones de fotoperiodo,
temperatura y humedad controladas (250 uE.m?.s™, 23°C y fotoperiodo de 16 h de luz
y 8 h de oscuridad). Las plantas se regaron diariamente.

Por otro lado, para los experimentos de medida de la longitud de raiz primaria y

de liberacion de electrolitos, se sembraron semillas en placas de Petri conteniendo
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medio MS (Moorashige y Skoog) en condiciones de esterilidad, luego fueron
incubadas 48 h a 4°C en oscuridad y finalmente trasladadas a la camara de cultivo

bajo luz blanca en condiciones controladas.

2.3.3  Tratamientos con UV-B

Para el tratamiento de las plantas con radiacién UV-B, se emplearon lamparas
que emiten dicha radiacion (Bio-Rad) a una intensidad de 2 0 4 W.m? de UV-B y 0,6
W.m? de UV-A durante 4 o 1 h dependiendo del experimento, colocadas por encima
de las plantas a una distancia de aproximadamente 30 cm. Se utilizaron filtros de
acetato de celulosa para excluir longitudes de onda menores a 280 nm, entre las que
se encuentra la radiacién UV-C.
En el caso de los controles correspondientes al tratamiento en ausencia de UV-
B (tratamiento control), ademas de utilizarse los filtros de acetato de celulosa, se
utilizaron filtros plasticos de poliéster (plastico de poliéster claro de 100 um), el cual
absorbe la radiacion UV-B sin disminuir significativamente las radiaciones UV-A o
visible (0,05 W.m? de UV-B, 0,4 W.m? de UV-A). Las plantas controles se expusieron
durante el mismo periodo de tiempo y fueron sometidas a las mismas condiciones que
las plantas irradiadas con UV-B. La radiacién suministrada en cada uno de los
tratamientos en todos los experimentos fue registrada usando un detector de radiacién
UV-A'y UV-B (Ultraviolet Radiometer Modelo UV203, Macam Photometrics Ltd.).

2.3.4  Purificacién de 4cidos nucleicos

2.3.4.1 Extraccién de ADN genbémico

100 mg de hojas fueron pulverizados en un tubo de microcentrifuga con
nitrégeno liquido. A continuacién se agregaron 300 ul de buffer de extraccion (1,4 M
NaCl; 100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 20 mM EDTA; 3% (P/V) bromuro de
cetiltrimetilamonio) y se incubd la mezcla a 60°C durante 30 min. Posteriormente, se
adicionaron 300 pl de cloroformo invirtiendo suavemente durante 1 min. Se centrifugd
la mezcla por 10 min a 13300 rpm y la fase acuosa superior se transfirid6 a un nuevo
tubo. Luego, el ADN se precipito mediante la adicion de 1 volumen de isopropanol,
incubandose a -20°C durante al menos 20 min. EI ADN precipitado se recuperé por
centrifugacion durante 10 min a 13300 rpm y se lavo con 500 ul de etanol al 70%
(V/V). A continuacion se centrifugé durante 10 min a 13300 rpm y se descart6 el
sobrenadante. El ADN precipitado se secé al vacio; y finalmente se resuspendié en 50
ul de agua destilada, mezclando suavemente hasta su resuspension total,
incubandose durante 15 min a 60°C para favorecer la disolucion. Los extractos de

ADN gendémico obtenidos fueron conservados a -20°C hasta su utilizacién.
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La calidad del ADN obtenido fue verificada mediante electroforesis en geles de

agarosa 1% (P/V) tefiidos con SYBR Safe (Invitrogen).

2.3.4.2  Extraccién de ARN

Se extrajo ARN total a partir de hojas de plantas de Arabidopsis utilizando el
reactivo Quick-zol (Kalium Technologies). El material procesado se recolecté luego del
tratamiento con UV-B. La muestra (fresca o almacenada a -80°C) se disgregé con un
pilén hasta la formacién de un fino polvo en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml con
nitrogeno liquido. Luego se adicionaron 1000 pl del reactivo Quick-zol (Kalium
Technologies) y el homogenado se dej6 15 min a temperatura ambiente. A
continuacioén, se centrifugd durante 10 min a 8.000 rpom a 4°C. El sobrenadante se
transfirio a un nuevo tubo, se agregaron 300 pl de cloroformo, y se agitd
vigorosamente durante 15 seg. Luego se incubaron las muestras 15 min a temperatura
ambiente y se centrifugaron durante 10 min a 8000 rpm a 4°C. La fase superior
obtenida se transfiri® a un nuevo tubo, en el cual se procedi6 a precipitar el ARN
adicionando 400 pl de isopropanol e invirtiendo el tubo con suavidad. Posteriormente
se incubé 1 h a -20°C y se centrifugd a 8000 rpm durante 10 min a 4°C. El
sobrenadante resultante se descartd y el sedimento viscoso de ARN precipitado en el
fondo del tubo se lavé con 800 ul de etanol 75% (V/V), se mezcld y luego se centrifugd
a 8000 rpm durante 10 min a 4°C. Nuevamente se descarté el sobrenadante y el ARN
sedimentado se seco en estufa a 37°C, y finalmente se disolvié en 20 ul de agua
destilada estéril libre de ARNasas tratada con dietilpirocarbonato (DEPC). Por ultimo
se llevé a cabo una incubacién a 60°C para favorecer la disoluciéon. Las muestras se
almacenaron a -20°C hasta su utilizacion.

La calidad de los ARNs obtenidos fue verificada mediante corridas

electroforéticas en geles de agarosa 1% (P/V) tefiidos con SYBR Safe.

2.3.5 Electroforesis en geles de agarosa

El ADN gendmico, los productos obtenidos por PCR y el ARN fueron resueltos
mediante electroforesis en geles de agarosa de distinta concentracion (1% (P/V) o 2%
(P/V)) segun el tamano esperado del fragmento a resolver, empleando sistemas de
tipo submarino (Sambrook y col., 1989). Se utilizé el buffer TBE 0,5x (45 mM Tris-HCI,
pH 8,0; 45 mM acido bérico; 1 mM EDTA) para la preparacién de los geles y como
solucion de electroforesis. Para observar la resolucién de las bandas se agregé SYBR
Safe DNA gel stain (Invitrogen) en una concentracion final de 1x antes de la
solidificacion del gel de agarosa. Previo a la siembra, las muestras se mezclaron con
solucion de siembra compuesta por 0,25 % (P/V) azul de bromofenol, 0,25 % (P/V)

xilencianol, y 30 % (V/V) glicerol, en una proporcion 5:1 de volumen de

41



muestra:solucion de siembra. En paralelo, se sembraron 5 pul de los marcadores de 50
0 100 pb (PB-L, Productos Bio-Logicos), segun corresponda. Los geles fueron corridos
a 50-100 V. Una vez finalizada la electroforesis, los fragmentos de ADN se
visualizaron utilizando un transiluminador UV (longitud de onda de trabajo: 302 nm,

equipo EpiChemi3, UVP Bioimaging Systems).

2.3.6  Cuantificacion de 4cidos nucleicos

Se utilizd6 el sistema Quanti-IT DNA HS assay Kit (Invitrogen) para la
cuantificacion del ADN, o el sistema Quanti-IT RNA assay kit (Invitrogen) para la

cuantificacion del ARN.

2.3.7  Tratamiento con ADNasa | y retrotranscripcion

El tratamiento del ARN obtenido con ADNasa | se llevé a cabo en un volumen
final de 20 pl, siguiendo las instrucciones del fabricante (Promega). Se incubaron 2 ug
de ARN total con 2 U de la enzima RQ1 ADNasa | durante 30 min a 37°C, en un buffer
de reaccion 1x (suministrado por el fabricante de la enzima). La enzima se inactivo con
el agregado de 1 pl de solucién Stop provista por el fabricante, incubando a 65°C
durante 10 min.

La reaccion de sintesis de la primera hebra de ADNc se desarroll6 en un
volumen final de 20 pl. Se incubaron 10 pl de ARN total tratado con ADNasa | con 1 pl
de oligo dT (2 pg.uL-1), 1 yl de dNTPs (25 mM), 4 pl de buffer 5x (suministrado por el
fabricante de la enzima), 2 yl de DTT 0,1 My 0,5 ul (100 U) de la transcriptasa reversa
Superscript || Reverse Transcriptase (Invitrogen). La reaccion se llevd a cabo
incubando la mezcla a 42°C durante 2 h y luego se inactivo la transcriptasa reversa
incubando los tubos durante 10 min a 65°C. Los controles negativos de la
retrotranscripcién se realizaron sin incluir la transcriptasa reversa en la mezcla de
reaccion, bajo las mismas condiciones. Posteriormente, las muestras se almacenaron

en un freezer a -20°C hasta su utilizacion.

2.3.8 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 i, utilizando la
enzima Tag DNA Polymerase (Invitrogen). El medio de reaccion contenia buffer 1x
(provisto por el fabricante), 3 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,25 uM oligonucledtidos
cebadores y 0,625 U de ADN polimerasa. Como molde se utilizé 2 ul de ADNc, segun
corresponda. Las amplificaciones se realizaron utilizando alternativamente alguno de
los termocicladores disponibles en el laboratorio (MyCycler Thermal Cycler (Bio-Rad),
GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer), Veriti Thermal Cycler (Applied
Biosystems) y Px2 Thermal Cycler (Thermo). Los protocolos utilizados comenzaron

con una etapa de desnaturalizacion inicial de 2 min a 94°C, seguidos de 30-35 ciclos
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de PCR cuyas etapas fueron definidas segun el tipo de ADN molde y cebadores
utilizados. Para todos los casos, la temperatura de la etapa de elongacion fue de 72°C.
La etapa de extension final fue de 5 min a 72°C.

Los productos se analizaron por electroforesis en geles al 2% (P/V) de agarosa

tefiidos con SYBR Safe y utilizando marcadores de 50 pb.

2.3.9  RT-PCR cuantitativa en tiempo real

Las reacciones de RT-PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron
alternativamente en un termociclador con sistema StepOne (Applied Biosystems),
utilizando las herramientas del programa StepOne and StepOne Plus Software v2.3
(Applied Biosystems). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 20 pl, y
cada muestra se analiz6 por triplicado. Para la amplificacién se utilizaron 50 ng ADNc,
3 mM MgCl,, 1x buffer libre de Mg (proporcionado por el fabricante), 200 uM dNTPs,
0,8 U Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen), 0.5x SYBR Green (Molecular
Probes), 0,25 uM oligonucleétido reverso y 0,25 yuM oligonucleotido directo. Para
asegurar que la amplificacion no procede de ADN contaminante, se utilizaron los
controles negativos de la retrotranscripcion como control de la PCR.

El protocolo para la PCR en tiempo real fue: desnaturalizacién inicial: 95°C
durante 2 min; amplificacion: 40 ciclos de las siguientes etapas, 95°C durante 10 s,
55°C durante 15 s, 72°C durante 30 s, 80°C durante 10 s donde se realiza la lectura;
elongacién final: 72°C durante 5 min; curva de disociacion: desde 65°C hasta 95°C (la
lectura se realizé6 cada 0,2°C). Previo al andlisis de las muestras, se realizaron los
estudios de linealidad en funcién de la concentracion de molde y se verificé que los
cebadores utilizados presentaran la misma eficiencia de amplificacion. El valor de C;,
también denominado punto de corte, se define como el ciclo de la reaccion de la PCR
en el cual se comienza a detectar un incremento significativo de la fluorescencia con
respecto a la sefial de base. Este valor es inversamente proporcional a la
concentracion inicial de ADNc presente en la muestra. Los valores de C; se
determinaron para todas las muestras y se aplicaron a la siguiente formula:

expresion relativa = 2~(Cttarget - Ctreferencia)

Donde C; target es el C; del gen bajo estudio y C; referencia es el C, del gen de
referencia.

Como gen de referencia se utilizé el gen At4g23650 que codifica para una
proteina quinasa dependiente de Ca?* (CPK3), cuya expresiéon no varia con el
tratamiento UV-B.

Los cebadores utilizados en este trabajo de tesis se listan en la Tabla I.
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Nombre Secuencia (5'—3')
hac1-1L CCGATTAGGCTGTTGCTG
hac1-1 R TTCAGGAATGCAGGGTAAAG
hac1-3 L TGAGGTGCAGCACAACTG
hac1-3 R ATGTTGCACCCGCATAGT
hac1ARNm L AGCATGGAGTTGCAGGAG
hac1ARNm R AGGCAATTGCGAGTCTTG
hac2 L TGGTCCAATAGGGCTGAG
hac2 R TCCAGCTTTTCCATCAGG
hacd L GCATGTCAGGCCCAATAG
hac4 R ACAGCAGCGTGTTGATGA
hac4ARNM L CCCGGACAAACTTCACAG
hac4ARNm R CGTTCCCACCAAGATTGA
hac5-7 L TTTCTGATGCAACTGCTTGT
hac5-7 R CGCGAACGTCAAAACTTC
hac5-8 L GGAGTCACGGCATTATGTCT
Cebadores hac5-8 R CTAAGAGTACTGGCTGGCAA
”St;'l'zig‘;;za;?a': hac5ARNmM L TTGCCATTGACAACATTCC
lantas hac5ARNmM R GTTCTTGCTGGCAGATGG
homocigotas hac12-2 L CAAAATCCCCAAATCGAAG
mutantes y las hac12-2 R CACCTAGCACCGTCAAGTG
lantas hac12-3 L CAATTGCGAGTCTTGCAGGT
transgénicas hac12-3 R AGAGATTACCCGCATCGAGG
hac12ARNm L TGCCGTTCTCCAGTTTGT
hac12ARNM R CACTCGGATTCCTTGCAG
haf1-3 F GCTTCTGACGTTTCGACCTC
haf1-3 R GGTTTTCAGAGGCAGCAGAG
haf1 ARNm L GCGTTCCAAGATGTTTGC
haf1 ARNm R AACTGCAACCCGAAATTG
haf2-2 F GATACACATAGGCCATCATTCTGT
haf2-2 R GTCAGTCATCTGTTGAAACAAACA
haf2-3 L GAAAGGATCCGTCCTTGG
haf2-3 R TGAGGGCTTCAAATCTGG
haf2 ARNm L ATGGGAGCAATGATGAAGAG
haf2 ARNm R AAAGGCTCGAGCATGTTGTT
RPL10A L GCTTTGGGTACTTGTGCTC
RPL10A R GCCAAGAACGAAGGAACA
LB SALK GTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTC
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Nombre Secuencia (5'—3')
CPK3 C ATCTGGAGTGCTGGTGTGAT
CPK3D AATCCACGGATGATTTAGCA
UVR2 F GACCCGAGTGGATATGTTGG
UVR2 R GAGCTGTTCTTCAGCTTTCC
HY5 F TCCTTTTCACCAGCTTCG
HY5 R TTTTCCGACAGCTTCTCC
F3HF GGAAGAGATTTGGAGCTTGC
F3HR CACACCGAGCCTAGCATAAT
UVR7 F TACATTCGGGTCTCTTGCTC
'Cebadores UVR7 R TCCTCGTCTTCTTCAACAGG
‘::'e'z?;’::;; I';‘TS CHS F TGATGGCTGGTGCTTCTT
PCR en tiempo CHS R GACGTTTCCGAATTGTCG
real SOC1 F ATGAATTCGCCAGCTCCAAT
SOC1R GCTTCATATTTCAAATGCTGCA
FLCF AGCCAAGAAGACCGAACTCA
FLCR CATGATGATTATTCTCCATCTG
E2Fb L TGCCGATGAAAGAGGAAA
E2Fb R GCTCGATGGAGTTTGTGG
E2Fc L AGATGAGTTTTCCGCAACAG
E2FcR GCTCACCTCTGCATCTGACT
E2Fe L TCACACTGAGCAGCGATTT
E2Fe R TGGGTGACTTCGCTGAAC

Tabla I. Cebadores utilizados en la seleccion de plantas homocigotas mutantes y
transgénicas y en las reacciones de RT-PCR cuantitativa en tiempo real.

2.3.10 Andlisis del dafio en el ADN

2.3.10.1  Ensayo de dot blot
El protocolo para detectar dimeros de pirimidinas por formaciéon de anillo de

ciclobutano (DPCs) se adapté del descripto por Stapleton y Walbot (1994). Se
utilizaron anticuerpos monoclonales especificos para DPCs (CAC-NMDNDO0O1,
CosmoBio Co.). Para los experimentos de dot blot, primero se extrajo el ADN de al
menos seis muestras de hoja de plantas sometidas al tratamiento con UV-B o de
plantas control. Luego, 2 pg de ADN obtenidos de cada muestra fueron
desnaturalizados con 100 pl de NaOH 0,3 M durante 10 min y luego fueron
transferidos a una membrana de nylon Hybond-N+ (GE Healthcare), que luego se
horneé a 80°C durante 2 h para fijar el ADN. Luego la membrana se bloqued con 5%
(P/V) de leche descremada en polvo en buffer TBS (10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM
NaCl) por al menos 1 h a temperatura ambiente con agitacién continua. Se realizaron
tres lavados de 10 min con buffer TBS y se incubé durante toda la noche a 4°C con el
anticuerpo primario (1:2000 en buffer TBS), también con agitacién. El anticuerpo no
unido se eliminé por tres lavados de 10 min con buffer TBS, y el anticuerpo

secundario, anti-lgG de raton conjugado a fosfatasa alcalina, se incub6 con la
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membrana durante al menos 1 h a temperatura ambiente, agitando continuamente. Se
hicieron nuevamente dos lavados con TBS, se equilibré la membrana con buffer
sustrato (100 mM Tris-HCI, pH 9,5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl,) por 20 min y se
procedié al revelado con 15 ml de una solucién conteniendo 15 ul de NBT 30 mg.ml™y
15 ul de BCIP 15 mg.ml" en buffer sustrato, dejando reaccionar en oscuridad hasta

observar aparicion de color. Para finalizar la reaccién se lavd con agua destilada.

2.3.11 Densitometria de las imagenes

Las imagenes de las membranas se adquirieron utilizando el digitalizador de
imagenes EpiChemi3 (UVP Bioimaging Systems), y las densitometrias se realizaron

usando el software Image J.

2.3.12 (Cuantificacién de flavonoides y antocianinas

La extraccién de flavonoides totales se realiz6 mediante la maceracion de 50 mg
de muestra con N; liquido, seguida de una primera extraccion con 0,6 ml de metanol
acido (1% (v/v) HCI en metanol), y posterior incubacion durante 8 h en oscuridad a
temperatura ambiente. Luego, se realiz6 una segunda extraccion con 1,2 ml de
cloroformo y 0,6 ml de agua destilada. La solucién resultante se centrifugd durante 2
minutos a 2000 rpm a temperatura ambiente, descartandose la fase organica. Sobre la
fase acuosa, se realizé un espectro de absorbancia comprendido entre 280 nm y 600
nm, y se midio el pico de absorbancia a 312 nm. Esta misma muestra se utilizé para la
medida de antocianinas. Se midié la absorbancia a 535 nm y 650 nm y las cantidades

fueron calculadas como (A535 — A650).g™" peso fresco (PF).

2.3.13 Ensayo de elongacion de la raiz primaria

Para la medida de la inhibicion de la elongacién de raiz primaria por UV-B, las
semillas de Arabidopsis fueron germinadas en placas de Petri conteniendo medio MS
en sala de cultivo. Las placas se ubicaron en forma vertical para permitir la elongacion
de las raices a lo largo de la misma. Las plantulas fueron crecidas durante 5 dias, se
hizo una marca en el extremo de cada raiz para registrar la longitud de las mismas, y
luego se realiz6é un tratamiento de 1 h con UV-B a 4 W.m-2 en las placas dispuestas de
forma horizontal. Una vez finalizado el tratamiento, las placas fueron colocadas en la
sala de cultivo en posicion vertical, y se registro el crecimiento de las raices a las 24,
48, 72 y 96 h del tratamiento mediante una marca en la placa. El ultimo dia (96 h) se
tomé una fotografia para su posterior analisis.

La medida de la longitud de la raiz primaria fue realizada de forma digital con el

software ImageJ, y el analisis estadistico con el programa Sigma Plot.
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2.3.14 Medidas del area de la roseta

Las semillas se sembraron en bandejas plasticas como se detall6 en la seccién
2.3.2, se dejaron crecer y se realizé un tratamiento de 4 h con UV-B a2 W.m™? a los 13
dias después de la germinacion. Se tomaron fotografias cada 3 dias, antes y después
del tratamiento con UV-B. La cuantificacion del area de la roseta se realizé de forma
digital sobre cada fotografia tomada mediante el programa Image J. El andlisis

estadistico se realiz6 con el programa Sigma Plot.

2.3.15 Observacion microscopica de las células del parénquima en empalizada

Las plantas de Arabidopsis de los genotipos analizados se sometieron a un
tratamiento con UV-B el dia en el cual la hoja #5 estaba emergiendo, luego del cual se
incubaron en las condiciones de crecimiento ya indicadas hasta el fin de la expansion
de la hoja #5, aproximadamente 4 semanas luego de la germinacion. Se colectaron
cuidadosamente las hojas de interés incluyendo el peciolo, se las incubd al menos 24
h en una solucién fijadora denominada FAA (50 % (V/V) alcohol medicinal; 5 % (V/V)
acido acético; 3,7 % (V/V) formaldehido) segun se indica en Horiguchi y col. (2005). A
continuacion, se las incubd en agitacion suave 16 h como minimo y 48 h como maximo
en una solucién decolorante conteniendo hidrato de cloral, la cual se prepard
calentando en agitacion 50 ml de agua con 20 g de glicerol (aproximadamente 16 ml) y
se adiciond 200 g de hidrato de cloral de a poco hasta lograr la completa disolucion del
mismo. A continuacion, se montaron las hojas con la cara adaxial hacia arriba
utilizando la solucién decolorante como solucion de montaje dada la gran viscosidad
de la misma; se tomaron fotografias de las células del parénquima en empalizada
utilizando un microscopio 6ptico (DIC, del inglés, Differential Interference Contrast)
Olympus BH-2 (Olympus Corporation, Shinjuku, Tokyo, Japén) y una camara digital
Nikon digital Sight DS-Fi1 (Nikon Corporation, Tokyo, Japén). Se tomaron seis
fotografias por hoja, tres a cada lado de la nervadura central, a una distancia del 50%
de la base de la hoja. Utilizando el software Image J, se determiné el area de al menos
60 células para cada hoja. Luego, se tomaron fotos de las hojas completas utilizando
el digitalizador de imagenes EpiChemi3 de UVP, y se determind el area de las mismas
utilizando el software Image J. Finalmente, se calculé el numero promedio de células
por hoja, asumiendo que el area de la hoja es igual al area celular promedio por el
numero de células.

Area de la hoja #5 = area celular promedio x N2 de células

2.3.16 Determinacion del tiempo de floracion

Las semillas se sembraron en bandejas plasticas y se dejaron crecer durante 9

dias después de la germinacién. Luego, a partir del dia 10 y durante el resto de los
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dias hasta la apertura del primer botén floral, un grupo de plantas fueron irradiadas
con UV-B (2 W.m™) durante 1h diaria en el horario del mediodia, y otro grupo se
mantuvo en condiciones control en ausencia de UV-B. En estas plantas se contaron
las hojas de la roseta y los dias transcurridos desde la germinacion hasta la aparicion

del primer botén floral.

2.3.17 Determinacion de pardmetros de dafio oxidativo

2.3.17.1 Liberacién de electrolitos

Para la determinacidn de la liberacidén de electrolitos se utilizaron 6 plantas de
Arabidopsis de 14 dias por réplica. Para ello, hojas de plantas salvajes y mutantes se
colocaron en cajas de plastico con pocillos de 3 cm de diametro conteniendo agua
destilada. Un grupo de hojas fue irradiadas a una intensidad de 2 W.m? de UV-B y a
una intensidad de UV-A de 0,6 W.m™ por 4 h, mientras que otro se utilizé como control
y no recibié UV-B. El dafio oxidativo fue estimado a través de la determinacién de la
pérdida de electrolitos al medio de incubacién. La conductividad de la solucién fue
medida con un conductimetro Horiba B-173 al inicio del tratamiento y al finalizar el
mismo. Para evaluar la cantidad total de electrolitos presente en el tejido, el mismo fue
autoclavado junto con el liquido y luego de alcanzar la temperatura ambiente se midié
la conductividad resultante. Los datos obtenidos fueron expresados como porcentaje
de electrolitos liberados en el tratamiento con respecto al total presente en el tejido

(conductividad inicial/conductividad total x 100).

2.3.17.2 Ensayo de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS)

Para ensayar los productos finales formados por la peroxidaciéon de lipidos,
entre ellos el malondialdehido (MDA), se utilizé la reaccion con el acido tiobarbiturico
(TBA). De esta manera, hojas de plantas salvajes y mutantes de Arabidopsis fueron
pulverizadas con un pilén en un tubo de microcentrifuga con N2 liquido, y se realizd un
extracto crudo con 6 volumenes de buffer de extraccion de proteinas (50 mM de
fosfato de potasio, TmM de EDTA, 15% (V/V) de glicerol, 5mM de ascorbato, 1 mM de
fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 2% (P/V) de polivinilpolipirrolidona). Posteriormente, se
centrifugd a 10000 rpm durante 10 min y se incubé durante 1 h a 4°C con 1 volumen
de TCA 10% (P/V) para precipitar las proteinas. Luego de centrifugar la solucion a
10000 rpm durante 20 min se incubaron iguales volumenes del sobrenadante con TBA
(0,5% (P/V) en 20% (P/V) TCA) y 0.1% (P/V) de butilhidroxitolueno (4% (P/V) disuelto
en etanol) a 95°C durante 45 min. Posteriormente, la solucién fue enfriada en hielo y
se centrifugd a 7000 rpm durante 20 min. El sobrenadante obtenido fue colectado en
un nuevo tubo y se midio la absorbancia a 532 y 600 nm en un lector de microplacas
EPOCH 2 Microplate Reader (Biotek). El valor de absorbancia a 600 nm fue
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descontado de la absorbancia medida a 532 nm. El coeficiente de extincion del MDA
(155 mM'.cm”) fue utilizado para los calculos del contenido de TBARS en las
muestras. Los resultados fueron expresados en nanomoles por g de peso fresco
(nmol.gPF").

2.3.17.3  Determinacién cualitativa de los niveles del anién superéxido: Tincién con NBT

Plantas de Arabidopsis crecidas en las condiciones indicadas en la seccion
2.3.2 se trataron con UV-B a los 15 dias posteriores a la germinacion. Luego de
finalizado el tratamiento, se recolectaron las plantas enteras, se lavaron con agua, se
colocaron en un tubo Falcon de 50 ml con una solucién 0,1 mg.ml™" de NBT disuelto en
25 mM de Hepes (pH 7,6) y se infiltraron aplicando vacio durante 2 seg a temperatura
ambiente. Posteriormente, se procedié a cambiar dicha solucién por una de etanol
80% (v/v) y se incubo6 toda la noche, en oscuridad y con agitacion suave. Por ultimo,

las plantas se lavaron con agua y se fotografiaron.

2.3.18 Determinacion de los niveles de ploidia a través de la técnica de citometria de flujo.

Plantas de Arabidopsis crecidas en las condiciones indicadas en la seccion
2.3.2 se sometieron a un tratamiento con radiacién UV-B al momento en que la hoja
#5 estaba emergiendo y luego se incubaron nuevamente en la camara de cultivo en
ausencia de UV-B hasta el fin de la expansion de la hoja #5. Se colectaron
cuidadosamente 10 hojas #5 y se colocaron en el centro de una placa de Petri de 3,5
cm de diametro. Luego se agregé 1 ml de buffer de extraccion de nucleos (buffer
Galbraith: 45 mM MgCl,, 20 mM &cido 3-N-morfolinopropanosulfénico (MOPS), 30 mM
de citrato de sodio, 0.1% (V/V) de Triton X-100, ajustado a pH 7 con 1M de NaOH,
filtrado a través de un filtro de 0,22 nm y almacenado a -20°C en alicuotas de 10 ml),
se hicieron alrededor de 15 cortes transversales en las hojas con una cuchilla bien
afilada y se homogeniz6 el extracto pipeteando varias veces. El homogenado fue
filtrado en una malla de 40 um y se colocé en un tubo de microcentrifuga de 2 ml. 300
ul fueron transferidos a un nuevo tubo, al cual se le agregaron 15 pl de una solucién de
ARNasa (dilucién 1/10) para alcanzar una concentracion final de 50 ug.ml™.
Posteriormente, el extracto se incubé 10 minutos en hielo y se agregaron 15 pul de IP
(concentracién final 50 ug.ml™). Por ultimo, las muestras se incubaron en hielo y en
oscuridad desde unos minutos hasta una hora antes de realizar el analisis.

Las muestras se analizaron utilizando el citometro de flujo Cell Sorter BD
FACSAria Il, a baja velocidad registrando al menos 5.000 eventos para obtener datos
estadisticamente confiables.

Para determinar el indice de endorreduplicacién o IE de cada planta en una

condicion determinada se utilizé la siguiente formula:
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[(0x2C)+ (1x4C)+ (2x8C) + (3 + 16C) + (4x 320)]
100

2.3.19 Andlisis estadistico

El grado de significancia de las diferencias analizadas en los distintos
experimentos fue obtenido mediante la utilizacion de las pruebas ANOVA y t de
Student. El andlisis se realizé en base a una confianza del 95%, es decir, con un valor

de p menor a 0,05.
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2.4.1  Rol de las histonas acetiltransferasas de la familia GNAT en las respuestas a la radiacion UV-B

La familia GNAT de histonas acetiltransferasas comprende tres subfamilias en
eucariotas superiores, denominadas GCN5 (del inglés “general control non-
derepressible protein5”), ELP3 (una proteina perteneciente al complejo Elongator) y
HAT1, agrupadas por su similitud de secuencia y en los motivos relacionados a la
acetilacion (Sterner y Berger, 2000). Arabidopsis posee en su genoma tres genes que
codifican proteinas de esta familia: HAG1/AtGCN5, HAG2 y HAG3, homodlogas a
GCN5, HAT1 y a ELP3 de humanos, respectivamente (Pandey y col., 2002).

Las proteinas HAG1, HAG2 y HAG3 presentan entre si un porcentaje bajo de
similitud de secuencia de aminoacidos (14-19%, Tabla IlI). Poseen un dominio HAT
comprendido por cuatro dominios A-D (dominio GNAT) (Sterner y Berger, 2000) y
ademas, HAG1 posee un bromodominio (BRD) mientras que HAG3 presenta un
dominio de unién a S-adenosilmetionina (Radical SAM) (Figura 7). Los bromodominios
fueron encontrados en proteinas de union a ADN en mamiferos, invertebrados vy
levaduras (Haynes y col., 1992). Los mismos estan involucrados en la interaccion
proteina-proteina y pueden interaccionar con lisinas acetiladas (Jeanmougin y col.,
1997). Las tres proteinas HAG tienen la capacidad de acetilar histonas pero en
diferentes residuos de lisina; por ejemplo HAG1 acetila especificamente H3K14
(Earley y col., 2007), HAG2 acetila H4K12 (Earley y col., 2006), mientras que las
mutantes hag3 mostraron deficiencia en la acetilacion en H3K56 y H4K5 (Xu y col.,
2012). Por otra parte, bases de datos de microarreglos de Arabidopsis muestran que
los genes HAG tienen diferente patrén de expresién; si bien los tres genes se
expresan en hojas, HAG1 y HAGZ2 se expresan mayoritariamente en flores en estadio
temprano y HAG3 se expresa mayoritariamente en semillas (Figura 8). Ademas, se ha
demostrado que las tres proteinas participan en diferentes procesos durante el ciclo de

la vida de las plantas.
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HAG3 HAG1 HAG2
HAG3 100% 17,34% 14,18%
HAG1 17,34% 100% 19,02%
HAG2 14,81% 19,02% 100%

Tabla II: Porcentajes de similitud de secuencia de las proteina HAG1, HAG2 y HAG3.

HAG1 . DOMINIO GNAT BRD -
HAG3 RADICAL SAM DOMINIO GNAT

588

-

Figura 7: Representacién esquematica de la organizacion de los dominios de las
proteinas GNAT en Arabidopsis. Los diferentes dominios estan representados con distintos
colores y se muestra la localizacidn relativa dentro de la secuencia de la proteina.
Adaptado de la base de datos Pfam.

AHAG1 4 Roseta AtHAG?2 Roseta AtHAG3 Roseta

vegetativa vegetativa 536,03 vegetativa

10075 283.41
80.59 226.72 : 428 82 )
70.52 198.38 X 37522 N
£60.44 170.04 321 61

50.37 1417 268.01
'40.29 11338 21441 .

3022 \ ~ Lesg2 or s

20.14 Flor en estadio 5668 36 Semilla ’ {{
10.07 temprano 2834 Flor en estadio 00

0o 00 temprano ;

Figura 8: Patréon de expresién de los genes HAG1, HAG2 y HAG3 en Arabidopsis thaliana.
Adaptado de EfPBrowser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi).

La proteina HAG1 posee un rol durante el desarrollo de las plantas y en la
regulacion de la expresion de genes involucrados en estrés por frio y luz (Servet y col.,
2010). Por otro lado, HAG3 es una subunidad del complejo Elongator (Nelissen y col.,
2003, 2005). Dicho complejo fue identificado por primera vez en levaduras, como un
complejo proteico asociado a la RNA polimerasa Il (RNAP II) (Otero y col., 1999) y
luego se demostré que el mismo es altamente conservado en organismos eucariotas
(Nelissen y col.,, 2003; Versées y col.,, 2010). La presencia de la histona
acetiltransferasa ELP3 en el complejo y la copurificacion con la RNAP Il sugieren que
Elongator facilita la elongacion de la transcripcion a través de la acetilacion de las
histonas (Otero y col.,, 1999). En Arabidopsis, el complejo esta compuesto por un
subcomplejo de 3 subunidades formado por las proteinas ELP1, ELP2 y ELP3, y un
subcomplejo accesorio formado por ELP4, ELP5 y ELP6 (Krogan y Greenblatt, 2001;

Sebastiaan Winkler y col., 2001). Se ha observado que la mutacion en los genes que
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codifican a alguna de las 6 subunidades del complejo presentan un fenotipo similar,
sugiriendo que todas las subunidades son requeridas para la funcion del complejo
(Krogan and Greenblatt, 2001; Nelissen y col., 2005). Los alineamientos de las
secuencias de nucledtidos muestran que los genes que codifican para cada una de las
6 subunidades del complejo Elongator de levaduras posee un gen homdélogo en el
genoma de Arabidopsis (Nelissen y col., 2003). Las plantas mutantes de Arabidopsis
thaliana en distintas subunidades del complejo muestran hojas estrechas y alargadas,
menor longitud de la raiz primaria y menor densidad de raices laterales (Nelissen y
col., 2005, 2010), como asi también hipersensibilidad a la hormona ABA, resistencia al
estrés oxidativo y sequia, susceptibilidad a enfermedades y alteraciones en la
progresion del ciclo celular (Nelissen y col., 2005; Chen y col., 2006; Zhou y col.,
2009), demostrando que Elongator juega un rol importante en el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Ademas, se ha observado que los niveles de etileno,
jasmonato y la expresién de algunos genes involucrados en la respuesta a estrés
abiotico se encuentran aumentados en las plantas mutantes, lo que podria contribuir a
los fenotipos pleiotropicos observados (Chen y col., 2006; Zhou y col., 2009).

Por ultimo, a pesar de que poco se conoce sobre el rol de HAG2 in vivo, la
expresion de HAG2 se encuentra regulada por los factores de transcripcion de la
familia E2F, los cuales regulan la transcripcion de genes requeridos para la progresiéon

del ciclo celular y la replicacién del ADN (Vandepoele y col., 2005).

2.4.1.1 Requlacién de la expresion de las histonas acetiltransferasas de la familia GNAT por la radiacién UV-B

Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron que HAM1 y HAM2, dos
genes que codifican para histonas acetiltransferasas de la familia MYST en
Arabidopsis, son inducidos por la radiacién UV-B (Campi y col., 2012). De esta
manera, se analizd si la expresion de genes que codifican para histonas
acetiltransferasas de la familia GNAT es regulada por UV-B en plantas salvajes de
Arabidopsis. Para llevar a cabo dicho objetivo, mediante RT-PCR cuantitativa se
determinaron los niveles de transcriptos de los genes en estudio en hojas de
Arabidopsis Col0, luego de un tratamiento con UV-B durante 4 h y en condiciones
control en ausencia de UV-B, como se describio en la secciéon Materiales y Métodos.
La Figura 9 muestra que no hay cambios significativos en los niveles de expresiéon de
los genes HAG1, HAG2 y HAG3 en plantas salvajes en condiciones control con

respecto a los niveles en las plantas que fueron expuestas al UV-B.

2.4.1.2 l|dentificacién de plantas de A. thaliana deficientes en los genes de la familia GNAT

Para realizar el trabajo experimental se utilizaron plantas de Arabidopsis que

presentan una supresion o disminucion en la expresion de las 3 histonas
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acetiltransferasas. Para ello se utilizaron, por un lado, plantas transgénicas con
disminucion en los niveles de transcriptos por expresiéon de un ARN de interferencia
(ARNi) para los genes HAG1 y HAG3 y por otro lado, se utilizaron plantas mutantes
por insercion del ADN-T de Agrobacterium tumefaciens en el gen HAGZ2 descriptas en

la seccion Materiales y Métodos.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5 EColoC
04 EColo UV-B
0,3
0,2

0,1

Expresion relativa al transcripto CPK3

HAG1 HAG2 HAG3

Figura 9: Niveles de expresion de los genes que codifican para histonas acetiltransferasas
de la familia GNAT. Los niveles de los transcriptos HAG1, HAG2 y HAG3 se midieron en
plantas de Arabidopsis Col0 en condiciones control en ausencia de UV-B y luego de la
exposicion con radiacién UV-B por 4h. Las barras de error corresponden a los errores
estdndar. Para la normalizacion de los datos se utilizd el transcripto del gen CPK3.

2.4.1.2.1  Seleccién de plantas mutantes homocigotas por insercién de ADN-T

Las semillas se sembraron en bandejas plasticas y se utilizé una hoja de las
mismas para la extraccion del ADN gendémico. El ADN se utiliz6 como molde para el
analisis por PCR de la insercion del ADN-T y la busqueda de plantas homocigotas
para la mutacién. El disefio experimental se basa en que las plantas que poseen
insertado el ADN-T, a diferencia de las plantas salvajes, presentan una reaccion de
amplificacién negativa cuando se utilizan cebadores que flanquean la regién de
insercion del ADN-T, y una reaccién de amplificacion positiva cuando se utiliza un
cebador que hibrida en un extremo del ADN-T y otro en la secuencia del gen. A modo
de ejemplo, en la Figura 10 se observa que las plantas 2 y 3 (calles 2 y 3) de la linea
hag2-1 contienen la insercién del ADN-T en ambos alelos del gen HAG2 ya que no
presentan un producto de amplificaciéon utilizando el par de cebadores HAG2-1L-
HAG2-1R (cebadores que flanquean la region de insercion del ADN-T) (Figura 10b) y
muestran un producto de amplificacién utilizando un cebador que hibrida en un
extremo del ADN-T (LB SALK) y otro en la secuencia del gen HAG2 (HAG2-1L)

(Figura 10c), de esta manera estas plantas son homocigotas mutantes en HAG2.
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Ademas, en la Figura 10b se puede observar que la planta salvaje Col0O (calle 9, WT)
muestra un producto de PCR con los oligonucledtidos HAG2-1L- HAG2-1R mientras
que no muestra un producto de amplificacion utilizando los cebadores LB SALK-
HAG2-1L, debido a que el ADN-T no se encuentra insertado en esa region. Una vez
identificadas las plantas mutantes homocigotas, se analizé la expresién de los genes
correspondientes mediante RT-PCR para verificar que la expresién del gen en estudio
en estas plantas mutantes sea nula o se encuentre disminuida. A modo de ejemplo, en
la Figura 10d se muestra que no se detecta el transcripto HAG2 en las calles 2 y 3;

correspondientes a plantas mutantes hag2 homocigotas.

2.4.1.2.2  Seleccidn de plantas transgénicas

Las plantas transgénicas utilizadas fueron generadas por transformacion
mediante Agrobacterium tumefaciens con un vector binario que contiene un fragmento
del gen que se quiere silenciar en una disposicion de repeticion invertida para
silenciamiento por ARNi. Ademas, posee un gen de resistencia al herbicida BASTA.
Asi, las plantas transgénicas se seleccionaron en base a esta resistencia y como
control se utilizaron plantas salvajes Ws (background genético de las plantas
transgénicas utilizadas), las cuales detuvieron su crecimiento luego del tratamiento con
el herbicida, debido a que no poseen resistencia. Ademas, los niveles de expresion de
cada uno de los genes de interés se midieron por RT-PCR en tiempo real en las
plantas resistentes para verificar que los niveles de transcriptos se encuentren
disminuidos en comparacion al medido en plantas salvajes. A modo de ejemplo, en la
Figura 11 se observa que las plantas transgénicas hag? y hag3 poseen niveles
disminuidos de los transcriptos HAG7 y HAG3 en comparaciéon con los niveles

medidos en plantas salvajes Ws.
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Figura 10. Identificacién de plantas Arabidopsis mutantes homocigotas hag2-1. (a)
Esquema del gen HAGZ2 de A. thaliana. Los exones se encuentran representados por
recuadros azules; los intrones, por lineas azules; y las regiones UTR, por recuadros
celestes. El sitio de insercidon del ADN-T se indica con un tridngulo invertido. (b-d) Analisis
de los productos de PCR separados en un gel de agarosa 1% (p/v). Las reacciones de PCR
se llevaron a cabo utilizando ADN gendmico de 8 plantas con los cebadores HAG2-1L-
HAG2-1R (b), y de 5 plantas utilizando los cebadores LB SALK - HAG2-1L (c). (D) RT-PCR
utilizando ADNc de 2 plantas homocigotas hag2-1 y los cebadores HAG2-1ARNm L-HAG2-
1ARNm R. MM, marcadores de masa molecular; WT, reacciones de PCR realizadas
utilizando una muestra de una planta salvaje; N, control negativo de la PCR (sin el
agregado de ADN gendmico). Los niumeros de las calles indican las plantas analizadas.
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Figura 11. Niveles de los transcriptos HAG1 y HAG3 en plantas transgénicas por ARNi y
en plantas salvajes Expresion relativa a CPK3 de HAG1 y HAG3 en plantas transgénicas
(a) hag1, (b) hag3 y en plantas salvajes Ws. Las barras de error corresponden al error
estandar. El asterisco indica diferencias significativas entre las lineas, analizadas
mediante t de student con un p<0,05.

2.4.1.3  Caracterizacién fenotipica de plantas deficientes en la expresién de histonas acetiltransferasas
expuestas a la radiacién UV-B

2.4.1.3.1  Efecto de la radiacién UV-B sobre el drea de la roseta

Previamente, en nuestro laboratorio demostramos que plantas de Arabidopsis
thaliana expuestas a la radiacion UV-B durante 4 h a una intensidad de 2 W.m™
muestran una inhibicion del crecimiento de las hojas, y esta disminucion en el tamafio
de las hojas es consecuencia de la inhibicién de la divisién celular (Casadevall y col.,
2013). Por ello, analizamos el efecto de la radiacion UV-B en el crecimiento de las
hojas de plantas mutantes y transgénicas con disminucion en la expresion de los
genes de la familia GNAT y lo comparamos con el crecimiento de las hojas de plantas
salvajes.

Para llevar a cabo dicho objetivo, se analizé el crecimiento de la roseta de
plantas salvajes y mutantes o transgénicas de 14 dias, expuestas a un tratamiento con
radiacién UV-B de 2 W.m? de intensidad durante un periodo de 4 h. Para evaluar el
efecto de la radiacién sobre el crecimiento de las plantas se tomaron fotos cada 3 dias
luego de la germinacion de las plantas y se calculé el area de las mismas con el
Software Image J.

Los resultados presentados en la Figura 12 muestran que todas las plantas
presentaron un menor area de la roseta luego del tratamiento con UV-B. Por otro lado,
observamos que en condiciones control el drea de las rosetas de las plantas hag1,

hag2-1, hag2-2 y hag3 es menor que el de las plantas salvajes, demostrando que
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estas tres proteinas tienen un rol en el crecimiento de las plantas, como fue
previamente reportado (Nelissen y col.,, 2005; Servet y col.,, 2010). Luego del
tratamiento con UV-B, las plantas hag1, hag2-1 y hag2-2 presentaron un area de la
roseta menor que el de las plantas salvajes; mientras que las plantas hag3, mostraron
una roseta de area similar al de las plantas salvajes (Figura 12a, b y c¢). Las Figuras
12d y 12e muestran que las plantas hag?-2 y hag2-1 presentan una inhibicién del
crecimiento de la roseta por UV-B similar a las plantas salvajes; mientras que las
plantas hag3 muestran una inhibicion de crecimiento menor que las plantas salvajes
expuestas al UV-B (Figura 12f).

Por otra parte, mientras que la hoja #5 de plantas hag3 crecidas en condiciones
control (que se encontraba en proliferacion al momento del tratamiento con UV-B)
presentd un area menor al de la misma hoja de plantas salvajes; en plantas irradiadas
con UV-B, el area promedio de la hoja #5 fue similar al medido en la misma hoja de

plantas salvajes expuestas a esta radiacion (Figura 13a).
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aplicar ANOVA con un p<0,05. Los experimentos fueron realizados por triplicado,

obteniéndose resultados similares.
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Para evaluar las posibles causas de la menor inhibicidén del crecimiento de las

hojas de plantas hag3 frente a la radiacion UV-B, analizamos si el fenotipo observado

era consecuencia de la inhibicién de la divisién y/o de la expansion celular. Para llevar

a cabo este objetivo, se calcul6 el area promedio de las células del parénquima en

empalizada de la hoja #5 y el numero promedio de células por hoja. Los resultados

mostraron que en condiciones control el area de la hoja #5 de las plantas hag3 es

menor al de plantas salvajes (Figura 13a) debido a que si bien poseen una numero de

células similar (Figura 13b), tienen un menor area celular que el de hojas de plantas

salvajes (Figura 13c). Luego del tratamiento con radiacion UV-B, el area de la hoja #5
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Figura 13. a) Area de la hoja #5 (mm?), b) nimero de células promedio y c) &rea celular
(um?) de plantas hag3 y salvajes tratadas con radiacién UV-B durante 4 h o mantenidas
en condiciones control en ausencia de UV-B (C). Cada barra corresponde al promedio de
10 plantas y la barra de error corresponde al error estédndar. Los experimentos fueron
realizados por triplicado obteniéndose
diferencias significativas entre las lineas y condiciones (C y UV-B), al aplicar ANOVA con

un p<0,05.

resultados similares.

Las

letras muestran
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de ambas plantas fue similar (Figura 13a), debido a que, a pesar de que luego del
tratamiento con UV-B ambas plantas mostraron una inhibicién de la proliferacion
celular similar (Figura 13b), las plantas mutantes hag3 mostraron un incremento en el
area celular (Figura 13c), sugiriendo que un efecto de compensacion estaria
ocurriendo en las plantas transgénicas luego del tratamiento con UV-B, donde la
disminucion del numero de células conllevaria a un aumento del area celular
(Horiguchi y Tsukaya, 2011).

2.4.1.3.1.1 Determinaciéon de los niveles de ploidia de la hoja #5 de plantas de

Arabidopsis salvajes y mutantes hag3 expuestas a la radiacion UV-B

La divisién celular es un aspecto fundamental en la vida de las plantas y
necesita ser rigurosamente regulada para permitir el crecimiento y desarrollo 6ptimo
de las plantas. La actividad oscilante de ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas
es la responsable de llevar a cabo el correcto funcionamiento del ciclo celular y de
determinar si las células deben replicar su ADN o entrar en mitosis (Inzé y De Veylder,
2006). Ademas de este ciclo celular clasico, algunas células pueden someterse a un
ciclo celular alternativo en el que se omiten la mitosis y la citocinesis, pero la
replicacion continua, lo que resulta en un aumento del nivel de ploidia del ADN celular.
Este fendmeno, denominado endorreduplicacion, se encuentra distribuido en una gran
cantidad de especies vegetales, a pesar de que su relevancia fisiolégica ha sido poco
estudiada (Lee y col., 2009). Se han propuesto varias funciones beneficiosas para el
proceso de endorreduplicacion, tales como la compensacién de un genoma pequefio
para tolerar las actividades celulares y permitir la expansion de células y el desarrollo
de las estructuras celulares especificas, tales como los tricomas (Barow y Meister,
2003; Bramsiepe y col., 2010).

Para evaluar si el efecto de compensacién observado en las plantas hag3 se
debia a un aumento en el nivel de ploidia, se determinaron, a través de la técnica de
citometria de flujo, los niveles de ploidia en el ADN en la hoja #5 de plantas salvajes y
transgénicas, tanto en condiciones control como luego del tratamiento con radiacion
UV-B. Para ello, se usaron plantas de 4 semanas las cuales fueron irradiadas con UV-
B (2 W.m? durante 4 h, durante un unico dia) en el momento en el que la hoja #5
estaba emergiendo, y plantas controles que no fueron expuestas al UV-B. En la Figura
14 se grafica el indice de endorreduplicacion, el cual es un parametro que permite
expresar los niveles de endorreduplicacidn que posee un tejido en una circunstancia
determinada (Barow y Meister, 2003). En dicha Figura se puede observar que no hay
diferencias en el indice de endorreduplicacion entre las muestras analizadas, y por lo
tanto no es el nivel de ploidia lo que estaria determinando las diferencias en el area

celular de las hojas analizadas.

61



1,6

1,4

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4

indice de endorreduplicacién

0,2

0,0
Ws C Ws UV-B hag3 C hag3 UV-B

Figura 14: Niveles de ploidia de la hoja #5 de plantas de Arabidopsis salvajes y
mutantes hag3 expuestas a la radiacién UV-B. indice de endorreduplicacién de las plantas
de Arabidopsis salvajes y transgénicas hag3 tratadas y sin tratar con UV-B. Los
experimentos fueron realizados por triplicado.

2.4.1.3.2  Efecto de la radiacion UV-B en la elongacién de la raiz primaria

A continuacién, analizamos el efecto del UV-B en la inhibicidon del crecimiento
de la raiz primaria, debido a que en plantas sometidas a diferentes tipos de estrés,
incluyendo el UV-B, existe una respuesta morfogénica comun caracterizada por la
inhibicién de la elongacion de la raiz primaria, y un aumento en la produccién de raices
laterales o ramas axilares (Potters y col., 2007, 2009).

Para llevar a cabo dicho objetivo, plantulas salvajes y deficientes en la
expresion de cada uno de los genes HAG1-3 fueron crecidas en placas de Petri
durante 4 dias y luego fueron expuestas durante 1 h a radiacion UV-B a una intensidad
de 4 W.m; mientras que otro grupo de plantas que no fueron expuestas al UV-B se
utilizé como control. Luego del tratamiento, las placas se mantuvieron en la camara de
cultivo en ausencia de UV-B y se midio la longitud de la raiz durante los cuatro dias
posteriores a la finalizacién del tratamiento.

Los resultados obtenidos muestran que tanto las plantas salvajes como las
plantas deficientes en la expresion de los genes HAG7-3 disminuyen la longitud de la
raiz primaria luego del tratamiento con UV-B (Figura 15). Por otro lado, tanto en
condiciones control en ausencia de UV-B como luego del tratamiento con UV-B, la
longitud de la raiz primaria de las plantas hag? y hag2-1 fue similar a la de las plantas

salvajes (Figuras 15 a y b). Por el contrario, las plantas hag3 poseen una raiz primaria
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de menor longitud, tanto en condiciones control como luego del tratamiento con UV-B
(Figura 15 c¢). Sin embargo, las plantas transgénicas mostraron una menor inhibicion
en el crecimiento de la raiz que las plantas salvajes (Figura 15 f). Estos resultados son
coincidentes con los resultados obtenidos en la evaluacion del area de la roseta,
demostrando que las plantas mutantes hag3 muestran una menor inhibicién del
crecimiento tanto de las hojas como de la raiz primaria luego de la exposicion con UV-

B que las plantas salvajes.

2.4.1.4  Determinacién de los niveles de pigmentos que absorben UV-B en las plantas salvajes y mutantes hag

Por otra parte, se evalué la acumulacidon de pigmentos que absorben la
radiacion UV-B, entre ellos los flavonoides, en plantas deficientes en la expresion de
los genes de la familia GNAT, 2 h luego de finalizado el tratamiento con UV-B y en
plantas controles no expuestas al UV-B (Figura 16 a-c). Los resultados muestran que
tanto las plantas salvajes como las lineas mutantes hag? y hag2-1 aumentan
significativamente los niveles de pigmentos que absorben UV-B luego del tratamiento
con radiacion UV-B; mientras que las plantas hag3 acumulan un nivel
significativamente mayor de estos pigmentos que las plantas salvajes en condiciones
control. Luego de la exposicién con UV-B, las plantas mutantes hag3 muestran niveles
de pigmentos similares a las plantas salvajes. De manera similar, las plantas hag3
acumulan mayores niveles de antocianinas en condiciones control que las plantas
salvajes y los niveles son similares entre las plantas luego de la exposicion al UV-B,
(Figura 16d). Estos resultados estan de acuerdo a los previamente reportados para
diferentes mutantes del complejo Elongator, donde las mismas muestran una elevada

concentracion de flavonoides en ausencia de UV-B (Zhou y col., 2009).
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Longitud relativa de la raiz primaria de plantas tratadas con respecto a las plantas control en
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Figura 16. Concentracion de pigmentos en hojas de plantas de Arabidopsis salvajes y
deficientes en la expresién de los genes HAG. Contenido de pigmentos que absorben UV-
B expresados en valores de absorbancia a 328nm por miligramo de tejido fresco en hojas
de plantas salvajes, hagl (A), hag2-1 (B) y hag3 (C), en condiciones control (C) y luego
del tratamiento con UV-B. D) Contenido de antocianinas expresadas en valores de
absorbancia a 530nm por miligramo de tejido fresco en hojas de plantas salvajes y hag3.
Cada barra corresponde al promedio de al menos 10 plantas y la barra de error
corresponde al error estandar. Los experimentos fueron realizados por triplicado
obteniéndose resultados similares. Las letras muestran diferencias significativas entre las
lineas y condiciones (C y UV-B), al aplicar ANOVA con un p<0,05.
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2.4.1.5 Rol de las histonas acetiltransferasas de la familia GNAT en la reparacidn del dafio en el ADN inducido
por el UV-B

Como fue previamente descripto en la introduccién, la absorcion directa del UV-

B induce la formacion de dimeros de pirimidinas adyacentes en las moléculas de ADN,
siendo éstas las lesiones predominantes inducidas por este tipo de radiacién.

Para determinar si las acetiltransferasas en estudio estan involucradas en las
respuestas frente al dafio y en la reparacion del ADN por UV-B, se analizé la
acumulacion de dimeros de pirimidina por formacién de un anillo de ciclobutano
(DPCs) en plantas salvajes y deficientes en la expresion de cada uno de los genes
HAG1-3 luego de finalizado el tratamiento con UV-B utilizando la técnica de dot blot,
seccion 2.3.10.1 de Materiales y Métodos. Un ejemplo de una membrana luego del
revelado se muestra en la Figura 17, como puede observarse, las plantas control no
presentan dafo cuantificable. Las plantas salvajes y las lineas hag? y hag2-1
mostraron un nivel de dafo en el ADN similar luego del tratamiento con UV-B,
mientras que las plantas hag3 presentaron un menor nivel de DPCs que las plantas
salvajes, sugiriendo que las plantas hag3 son menos sensibles al dafio en el ADN por
la radiacion UV-B (Figura 18).

Ws Control

000000 -

hag1 Control

©000O0O® s

Figura 17. Ejemplo de un ensayo de dot blot para el andlisis del dafio en el ADN de
plantas control y luego del tratamiento con UV-B. Cada punto corresponde al ADN de una
muestra bioldgica independiente.
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Figura 18. Andlisis del dafio en el ADN en plantas salvajes (Ws y Col0), a) transgénicas
hagl, b) mutantes hag2-1 y c) transgénicas hag3 de la familia GNAT. Se muestran los
valores de DPCs luego del tratamiento con UV-B. Las plantas control no presentaron dafio
cuantificable. Cada barra corresponde al promedio de 6 plantas y la barra de error
corresponde al error estdndar. Las letras muestran diferencias significativas entre las
lineas, al aplicar t de student con un p<0,05. Los experimentos fueron realizados por
triplicado, obteniéndose resultados similares.

2.4.1.6  Andlisis de la requlacién de la expresién génica de enzimas que participan en la via de respuesta al UV-
B

Con el objetivo de investigar las posibles causas de la menor sensibilidad de
las plantas mutantes hag3 a la radiacion UV-B, se midi6 la expresion de genes que
participan en la via de sefializacion y en la respuesta a la radiacion UV-B mediante la
técnica de RT-PCR en tiempo real. Para ello, se utiliz6 ARN de muestras de hojas de
plantas salvajes y deficientes en la expresion de los genes HAG17-3, en condiciones
control y luego de la exposicion con UV-B durante 4 h. Las secuencias de los
cebadores utilizados se detallan en la Tabla |, seccién Materiales y Métodos.

En primer lugar, se evalud la expresiéon de genes que codifican enzimas que
participan en los distintos mecanismos de reparacion del dafo en el ADN. Se

determind la expresién del gen codificante para la fotoliasa PHR1/UVR2 y de la
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proteina UVRY7, la cual participa en la via de reparacion por escision de nucledtidos
(NER). UVR2 es la fotoliasa encargada de la reparacion de los DPCs y es requerida
para la supervivencia de las plantas en presencia de radiacién UV-B (Landry y col.,
1997). La proteina UVR7 es homdloga a ERCC1 de humanos y mutantes de
Arabidopsis en el gen que codifica para esta proteina son sensibles a la radiacién y y
UV-B (Hefner y col., 2003). Los resultados obtenidos muestran que los niveles de los
transcriptos UVR2 y UVR7 son mayores en las plantas mutantes hag3 que en las
plantas salvajes en condiciones control en ausencia de UV-B, mientras que luego de la
exposicion con UV-B ambas plantas muestran niveles similares de los transcriptos
(Figura 19a).

Por otra parte, se analizé la expresion del gen HY5, el cual codifica para un
factor de transcripcién clave en la regulacion de la expresion de genes regulados por
UV-B como se describe en la Introduccion (Brown y col., 2005). En la Figura 19b se
observa que las plantas mutantes hag3 poseen mayores niveles del transcripto HY5
tanto en condiciones control como luego de la exposicion con UV-B, que las plantas
salvajes.

Por dltimo, se analizé la expresion de genes codificantes para las enzimas
chalcona sintasa (CHS) y flavanona 3 hidroxilasa (F3H), involucradas en la via de
sintesis de los flavonoides (Figura 19c). La expresion de los genes CHS y F3H
también se encuentra aumentada en condiciones control en ausencia de UV-B en las
plantas hag3 en comparacion a las plantas salvajes. En sintesis, los resultados indican
que todos los transcriptos analizados se encuentran incrementados en condiciones
control en ausencia de UV-B en las plantas mutantes hag3 con respecto a las plantas
salvajes, demostrando que HAG3 participa en la regulacién de la expresion de genes

que participan en la respuesta al UV-B en Arabidopsis.
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Figura 19: Andlisis de la expresidn de los genes a) UVR7 y UVR2, b) HY5, c) CHS y F3H en
plantas mutantes hag3 y en plantas salvajes. Los niveles de los transcriptos se analizaron

mediante RT-PCR en tiempo real en plantas transgénicas hag3 y salvajes Ws, tanto

en

condiciones control como luego del tratamiento con UV-B. Para la normalizacién de los datos
se utilizd el gen CPK3. Las barras de error corresponden al error estandar. Las letras
muestran diferencias significativas entre las lineas y condiciones (C y UV-B) para cada gen
analizado, al aplicar ANOVA con un p<0,05. Cada barra corresponde al promedio de 6

plantas y la barra de error corresponde al error estédndar.

A continuacion, determinamos los niveles de los mismos transcriptos en las
plantas hag? y hag2-1 (Figura 20). Como puede observarse, a pesar de que algunos
transcriptos de la via de respuesta al UV-B presentaron niveles similares en plantas
mutantes hag1, hag2-1 y salvajes, otros genes mostraron un patrén de expresion
diferencial entre dichas plantas. Por ejemplo, la expresion de UVR7, CHS y F3H es

menor en las plantas hag? que en las salvajes, tanto en condiciones control como
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luego de la exposicion con UV-B; mientras que en las plantas hag2-1, los niveles de
los transcriptos UVR2, HY5 y F3H son diferentes a los de las plantas salvajes Col0, ya

sea en condicion control (HY5, F3H) o luego de la exposicién al UV-B (UVR2, HYS).
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Figura 20: Andlisis de la expresion de los genes UVR2, UVR7, HY5, CHS y F3H en plantas
mutantes hagl a) y hag2-1 b) y en plantas salvajes. A Los niveles de los transcriptos se
analizaron mediante RT-PCR real time en las plantas mutantes y salvajes, tanto en
condiciones control como luego del tratamiento con UV-B. Para la normalizacién de los datos
se utilizd el gen CPK3. Las barras de error corresponden al error estandar. Las letras
muestran diferencias significativas entre las lineas y condiciones (C y UV-B) para cada gen,
al aplicar ANOVA con un p<0,05.
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2.4.1.7  Conclusiones y discusién

Tanto en plantas de maiz como en Arabidopsis, el remodelado de la cromatina
y la acetilacién de histonas se encuentran implicadas en las respuestas a la radiacion
UV-B y en la reparacion del dano en el ADN (Casati y col., 2006; Shaked y col., 2006;
Osley y col., 2007; Campi y col., 2012). Previamente, en el laboratorio se analiz6 el
efecto de la acetilacion de histonas en la reparacion del ADN y se demostré que
plantas tratadas con curcumina, un inhibidor de histonas acetiltransferasas, muestran
deficiencias en la reparacion del dafio en el ADN. Por otro lado, plantas mutantes de
Arabidopsis en los genes HAM1 y HAM2, dos histonas acetiltransferasas de la familia
MYST, mostraron mayor dafio en el ADN luego de un tratamiento de 4 h con radiacion
UV-B (Campi y col, 2012). Arabidopsis posee 12 histonas acetiltransferasas
diferentes, agrupadas en 4 familias. En esta parte del capitulo analizamos si las
histonas acetiltransferasas de la familia GNAT (HAG1, HAG2 y HAG3) poseen un rol
en las distintas respuestas a la radiacién UV-B en Arabidopsis. Como fue descripto
anteriormente, la proteina HAG1 participa en el desarrollo de las plantas y en la
regulacion de la expresién de genes involucrados en el estrés por frio y luz (Servet y
col., 2010). La expresion de HAGZ2 se encuentra regulada por el factor de transcripcion
E2F que regula la progresion del ciclo celular y la replicacion del ADN (Vandepoele y
col., 2005), mientras que HAG3 es una subunidad del complejo Elongator. Ademas, se
demostréo que Elongator es un complejo histona acetiltransferasa que interactua
directamente con la ARN polimerasa Il durante la elongacién transcripcional en
diferentes organismos eucariotas (Otero y col.,, 1999; Chen y col.,, 2006) y que
participa en diferentes procesos celulares, tales como la acetilacion de la histona H3 y
H4 durante la elongaciéon de la transcripcion, la modificacion de algunos ARN de
transferencia y la acetilacién de la tubulina (Otero y col., 1999; Fellows y col., 2000;
Huang y col., 2005; Creppe y col., 2009). Mutaciones en las diferentes subunidades
del complejo resultaron en plantas con hipersensibilidad al ABA, resistencia al estrés
oxidativo, con mayor susceptibilidad a enfermedades y alteraciones en la progresion
del ciclo celular (Nelissen y col., 2005; Chen y col., 2006; Defraia y col., 2010). Mas
aun, mutaciones en el complejo Elongator de Arabidopsis conllevan a la expresion
diferencial de algunos genes, por ejemplo, Zhou y col. (2009) reportaron que distintas
plantas mutantes en el complejo Elongator poseen aumentados los transcriptos
involucrados en la biosintesis de antocianinas, y en consecuencia, las plantas
mutantes acumulan mayores niveles de antocianinas que las plantas salvajes.

Por otro lado, la absorcion de la radiacion UV-B puede causar dafo
directamente en el ADN, formando mayoritariamente DPCs, los cuales bloquean la

sintesis del ADN durante la replicacion e interfiere con la sintesis del ARN durante la
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transcripcién, con lo cual es sumamente importante que los dimeros sean reparados
para la supervivencia de la célula (Friedberg, 2003). Nuestros resultados mostraron
que las plantas transgénicas hag3 poseen menores niveles de DPCs que las plantas
salvajes Ws luego del tratamiento con radiacion UV-B, mientras que las plantas
mutantes hag? y hagZ2 presentaron niveles similares de dafio en el ADN que sus
respectivas plantas salvajes. Es interesante el hecho que el transcripto PHR1/UVR2,
que codifica para una fotoliasa de DPCs, y el transcripto UVRY7, involucrado en el
sistema de reparacion por escision de nucleétidos, se encuentran aumentados en las
plantas hag3 en comparacién a las plantas salvajes en condiciones control en
ausencia de UV-B, sugiriendo que la menor acumulacién de fotoproductos luego del
tratamiento con UV-B puede deberse a que los sistemas de reparacidén se encuentran
inducidos en las plantas transgénicas.

Ademas, las plantas han evolucionado distintos mecanismos para filtrar o
absorber el UV-B como mecanismo de proteccion del dafio en el ADN (Mazza y col.,
2000; Bieza y Lois, 2001). Las plantas transgénicas hag3 mostraron niveles
aumentados de pigmentos que absorben el UV-B y de antocianinas; esta caracteristica
ya habia sido reportado para otras plantas mutantes del complejo Elongator (Zhou y
col., 2009). Por lo tanto, el menor dafio en el ADN observado en las plantas mutantes
podria ser, también o alternativamente, debido a los mayores niveles de compuestos
fotoprotectores. Ademas, observamos que el transcripto HY5 presenta mayores
niveles de expresion en las plantas transgénicas hag3; este factor de transcripcion es
un regulador central de varios genes involucrados en la respuesta a la radiacién UV-B.
Por lo tanto, es posible que diferentes mecanismos de proteccién al UV-B se
encuentren aumentados en las plantas hag3 en condiciones control; y que ésta sea
una posible causa de la mayor tolerancia de las mismas a la radiacion UV-B. En
concordancia con nuestros resultados, se reporté que otras plantas mutantes del
complejo Elongator son mas tolerantes a distintos tipos de estrés, como por ejemplo,
al estrés oxidativo causado por metil violégeno y H,O, y al estrés por sequia (Chen y
col., 2006; Zhou y col., 2009).

Los menores niveles de DPCs encontrados en plantas hag3 luego del
tratamiento con UV-B se correlacionan con la menor inhibicién del area de la roseta y
de la longitud de la raiz primaria, demostrando que estas plantas presentan mayor
tolerancia a la radiacion UV-B. Ademas, observamos que las plantas hag3 en
condiciones control presentaron una roseta mas pequefia y un retraso en el
crecimiento de la raiz primaria, al igual que como fue previamente reportado por
Nelissen y col. (2003 y 2005). Demostramos también que el menor area de la roseta

se debe a una disminucion en el area celular y no a la cantidad de células de la hoja.
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Por otro lado, luego del tratamiento con UV-B, las plantas salvajes y las mutantes
presentaron una roseta mas pequefa, debido a la inhibicion de la proliferacion celular,
en concordancia con lo observado por Casadevall y col. (2013). Sin embargo, a pesar
de que el area celular no se modificé luego del tratamiento con UV-B en las plantas
salvajes, las plantas transgénicas hag3 mostraron un aumento significativo en el area
de las células, alcanzando un tamafio similar al de las plantas salvajes. Nuestra
hipétesis es que existiria un efecto de compensaciéon luego del tratamiento con
radiacion UV-B para que la hoja #5 de las plantas transgénicas, las cuales ya son mas
pequefas cuando las plantas son crecidas en ausencia de UV-B, no disminuyan aun
mas su tamafo. En este sentido, en las plantas hag3 luego del tratamiento con UV-B,
posiblemente la disminucién en la proliferacion celular induciria la expansioén celular.
Este efecto de compensacion fue observado previamente por otros grupos de
investigacion (Horiguchi y Tsukaya, 2011), y en este caso el aumento del area celular
no se correlaciona con los niveles de ploidia del ADN en la hoja #5 de las plantas
hag3.

Por otro lado, las plantas mutantes hag? y hag2 no mostraron diferencias
significativas en la inhibicion del crecimiento de la roseta y de la raiz primaria con
respecto a las plantas salvajes. Sin embargo, a pesar de que las plantas mutantes
hag1 y hag2 mostraron fenotipos similares a los de las plantas salvajes luego del
tratamiento con UV-B, poseen patrones diferenciales de expresion de algunos genes
involucrados en la via de la respuesta y senalizacion del UV-B. HAG1, HAG2 y HAG3
poseen unicamente en comun el dominio histona acetiltransferasa, dado que tienen
poca similitud de secuencia de aminoacidos y acetilan histonas en distintos residuos
de lisina (Earley y col.,, 2007; Xu y col.,, 2012). Ademas, como se menciono
anteriormente, se evidencié que estas proteinas tienen diferentes funciones en
Arabidopsis (Sterner y Berger, 2000; Nelissen y col., 2005; Vandepoele y col., 2005;
Chen y col., 2006; Defraia y col., 2010; Xu y col., 2012). Por lo tanto, es posible que
HAG1 y HAG2 también participen en algun aspecto de la via de respuesta a la
radiacion UV-B en Arabidopsis, pero los resultados descriptos en este trabajo de Tesis
sugieren que seria en otros procesos que los regulados por HAG3, de acuerdo a las
diferencias que poseen en estructura y funcion.

En conclusion, los resultados demuestran que HAG3 regula negativamente la
expresién de genes que participan en la respuesta al UV-B en Arabidopsis, como por
ejemplo los genes que codifican a enzimas involucrados en la reparacion del dafio en
el ADN y de enzimas que participan en la biosintesis de compuestos fotoprotectores; y
por ello las plantas deficientes en la expresion de este gen serian mas tolerantes a la

radiacion UV-B que las plantas salvajes.
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2.4.2 Rol de las histonas acetiltransferasas de la familia CBP/p300 en respuesta a la radiacion UV-B

En animales, CBP/p300 es una importante subfamilia de histonas
acetiltransferasas involucrada en una gran cantidad de actividades celulares, tales
como la reparacién del ADN, el crecimiento y la diferenciacion celular y la apoptosis
(Goodman y Smolik, 2000). A diferencia de los animales, donde sélo se reportaron 1 o
2 proteinas CBP, en Arabidopsis la familia CBP/p300 esta compuesta por 5 proteinas:
HAC1, HAC2, HAC4, HAC5 y HAC12 (Pandey y col.,, 2002). Los porcentajes de
similitud entre las secuencias y la organizacion de las estructuras proteicas se
presentan en las Tabla Il y en la Figura 21, respectivamente. Todas ellas presentan
dominios proteicos similares con un dominio histona acetiliransferasa rico en cisteinas
(Dominio CBP); sin embargo, la proteina HAC2 no posee el dominio TAZ mas cercano
al extremo amino terminal, y estudios in vitro demostraron que no posee actividad
acetiltransferasa (Bordoli y col., 2001; Figura 21).

Ademas, los trascriptos de las cinco proteinas presentan un patron de expresion
diferente; si bien todos los transcriptos se expresan en hojas en estado vegetativo,
HAC1 y HAC12 se expresan mayoritariamente en hojas caulinares, HAC2 y HAC5 se
expresan mayoritariamente en polen y HAC1 y HAC4 se expresan mayoritariamente
en semillas (Figura 22).

En Arabidopsis, tres de los cinco genes HAC (HAC1, HAC5 y HAC12) tienen
funciones redundantes, promoviendo la floracion a través de la represién de la
expresion del represor floral central FLC; sin embargo HAC1 tiene un rol dominante
sobre HAC5 y HAC12, mientras que la proteina HACS5 tiene un rol mas importante que
HAC12 (Deng y col., 2007; Han y col., 2007). Ademas, estos genes tienen otros roles
en el desarrollo de las plantas, evidenciado por la formacién de hojas mas pequenas y
por la fertilidad reducida de las plantas hac? hac5 'y hac1 hac12 (Han y col., 2007).

Por otro lado, las proteinas HAC estan involucradas en la via de senalizacion del
etileno y en la respuesta mediada por esta hormona en la oscuridad. Los niveles de
etleno se ven incrementados en las dobles mutantes hac1hacb5 y hac1hac12,
indicando nuevamente que HAC1, HAC5 y HAC12 actdan en forma redundante. Sin
embargo, HAC1 posee un rol mas importante en esta respuesta, ya que las mutantes
simples hac5 o hac12 no presentan un fenotipo evidenciable de respuesta al etileno

mientras si lo hacen las mutantes hac? (Liy col., 2014).
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HAC2 HAC4 HACS5 HAC1 HAC12

HAC2 100% 32,81% 30,85% 33,57% 32,96%

HAC4 32,81% 100% 57,90% 49,67% 48,87%

HAC5 30,85% 57,90% 100% 52,26% 50,87%

HAC1 33,57% 49,67% 52,26% 100% 77,70%
HAC12 32,96% 48,87% 50,87% 77,70% 100%

Tabla III. Porcentajes de similitud de secuencia de las proteinas HAC1, HAC2,
HAC4, HAC5 y HAC12.

HAC1

HAC2

HAC4

HACS

HAC12 =

Figura 21. Representacién esquematica de la organizacion de los
dominios de las proteinas CBP en Arabidopsis. Los diferentes dominios
estdn representados con distintos colores. El dominio CBP estd
conservado entre plantas y animales, aunque en plantas el dominio ZZ-
dedo de zinc estd cerca del extremo C-terminal del dominio HAT.
Adaptado de la base de datos Pfam.
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Figura 22. Patrén de expresién de los transcriptos HAC1, HAC2, HAC4, HAC5
y HAC12 en Arabidopsis thaliana. Adaptado de EfPBrowser
(http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi)
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2.4.2.1 Requlacién de la expresidn de las histonas acetiltransferasas de la familia CBP/p300 por UV-B

De manera similar al andlisis realizado con los miembros de la familia GNAT, se
estudio si la expresién de genes que codifican para histonas acetiliransferasas de la
familia CBP/p300 son regulados por la radiacion UV-B en plantas salvajes de
Arabidopsis. La Figura 23 muestra que no hay cambios significativos en los niveles de
expresion del gen HACZ2 en plantas salvajes crecidas en condiciones control con
respecto a los niveles de plantas expuestas al UV-B, mientras que los niveles de
HAC1, HAC4, HAC5 y HAC12 disminuyen significativamente luego del tratamiento con
esta radiacion.

0,4

0,35 2
0,3

0,25

0,2 HColoC

ColO UV-B
0,15
0,1

0,05

Expresion relativa al transcripto CPK3
Q

I

HAC1 HAC2 HAC4 HAC5 HAC12

Figura 23: Niveles de expresién relativa de transcriptos que codifican para histonas
acetiltransferasas de la familia CBP/p300. Los niveles de transcriptos HAC1, HAC2, HACH4,
HAC5 y HAC12 se midieron en plantas crecidas en condiciones control en ausencia de UV-B y
luego de la exposicion con radiacién UV-B por 4h en plantas de Arabidopsis Col0. Las barras
de error corresponden a los errores estandar y las letras muestran diferencias significativas
entre control y UV-B, al aplicar t de student con un p<0,05. Para la normalizaciéon de los
datos se utilizé el transcripto del gen CPK3.

2.4.2.2 l|dentificacidn de plantas de A. thaliana deficientes en los genes de la familia CBP/p300

Para analizar el rol de las proteinas de la familia CBP en distintas respuestas al
UV-B se utilizaron plantas de Arabidopsis que presentan una supresion o disminucion
en la expresion de cada una de las 5 histonas acetiltransferasas. Para ello se utilizaron
plantas transgénicas con disminucién en los niveles de expresion utilizando un ARN de
interferencia (ARNi) para el gen HAC2, y plantas mutantes por insercién de ADN de
transferencia de Agrobacterium tumefaciens (ADN-T) en los genes HAC1, HAC4,
HAC5 y HAC12 obtenidas del Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC). Las
lineas utilizadas se detallan en Materiales y Métodos.
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Al igual que las plantas transgénicas de la familia GNAT, las plantas hac2-2 y
hac2-3 se seleccionaron primero con el herbicida para el cual poseen resistencia y en
segundo lugar, el nivel de expresiéon de HAC2 se midié por RT-PCR en tiempo real en
las plantas resistentes para verificar que los niveles de transcriptos se encuentren

disminuidos en comparacion a los medidos en plantas salvajes (Figura 24).

14

Niveles de expresion de HAC2 relativos
a CPK3
o

Ws hac2-2 hac2-3

Figura 24. Expresion relativa a CPK3 de HACZ2 en plantas transgénicas hac2-2, hac2-3 y
en plantas salvajes Ws. Las barras de error corresponden al error estadndar. Las letras
muestran diferencias significativas, al aplicar ANOVA con un p<0,05.
2.4.2.2.1  Seleccién de plantas mutantes homocigotas por insercién de ADN-T
Al igual que lo realizado para las plantas mutantes de la familia GNAT, las
semillas de las plantas mutantes de la familia CBP/p300 se sembraron en bandejas
plasticas y se utilizé una hoja de las mismas para la extraccién de ADN gendmico. A
modo de ejemplo, en las Figuras 25 y 26 se muestra que se encontraron plantas

homocigotas para una de las lineas de cada gen en estudio.
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ADN-T
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SALK_082118C
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Figura 25: Identificacion de mutantes homocigotas hacl-1 y hac4-1. a) y e) Esquema
del gen HAC1 y HAC4 de A. thaliana, respectivamente. El sitio de insercion del ADN-T se
indica con un tridngulo invertido. b), c), f) y g) Analisis de los productos de PCR
separados en un gel de agarosa 1% (P/V). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
utilizando ADN gendmico y los cebadores b) HAC1-1L - HAC1-1R, c) los cebadores LB
SALK - HAC1-1L o f) los cebadores HAC4-1L - HAC4-1R y g) los cebadores LB SALK -
HAC4-1L. d) y h) RT-PCR a partir del ADNc de plantas homocigotas haci-1 y hac4-1
utilizando los primers HAC1-1ARNmL - HAC1-1ARNmR y HAC4-1ARNmL - HAC4-
1ARNmMR, respectivamente. Referencias: MM, marcador molecular; WT, reacciones de PCR
realizadas utilizando muestra de planta salvaje; N, control negativo de la PCR. Los
nameros de las calles indican las plantas analizadas.

78



ADN-T

2) v HACS5

0E i T e
SALK_152684C

b) c) 1 WT N
402 pb >
d)
350 pb >
ADN-T
v HAC12
e) ey e
O T T T e
SALK_012469C
f) g)
493 pb >

h) MM wT 6 N

161 pb >

Figura 26: Identificacion de mutantes homocigotas hac5-7 y haci2-2. a) y e) Esquema
del gen HAC5 y HAC12 de A. thaliana, respectivamente. El sitio de insercién del ADN-T se
indica con un tridangulo invertido. b), c), f), g) Analisis de los productos de PCR separados
en un gel de agarosa 1% (P/V). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando ADN
gendmico y los cebadores b) HAC5-7L - HAC5-7R y c) los cebadores LB SALK — HAC5-7L
o f) los cebadores HAC12-2L - HAC12-2R y g) los cebadores LB SALK - HAC12-2L. d) y h)
RT-PCR a partir del ADNc de plantas homocigotas hac5-7 y hac12-2 utilizando los primers
HAC5-ARNmL - HAC5-ARNmR y HAC12-ARNmL - HAC12-ARNmMR, respectivamente.
Referencias: MM, marcador molecular; WT, reacciones de PCR realizadas utilizando
muestra de planta salvaje; N, control negativo de la PCR. Los numeros de las calles
indican las plantas analizadas. 79



2.4.2.3  Caracterizacién fenotipica de plantas deficientes en la expresién de histonas acetiltransferasas de la
familia CBP expuestas a la radiacién UV-B

2.4.2.3.1  Efecto de la radiacién UV-B sobre el érea de la roseta

Como fue expuesto en la introduccién, entre los efectos morfolégicos causados
por la radiaciéon UV-B se incluye la reduccion de la longitud de la hoja y del area foliar
(Farooq y col., 2005; Zinser y col., 2007; Casadevall y col., 2013; Reddy vy col., 2013;
Takshak y Agrawal, 2014). De manera similar a lo estudiado para los miembros de la
familia GNAT, se analiz6 el efecto de la radiacion UV-B en el crecimiento de las hojas
de plantas mutantes y transgénicas con disminucion en la expresién de genes de la
familia CBP/p300 y se compard con el crecimiento de las hojas de plantas salvajes.

Los resultados obtenidos demuestran que tanto las plantas salvajes como las
mutantes y las transgénicas analizadas disminuyen su tamafo luego del tratamiento
con UV-B, y que todas las plantas deficientes en la expresion de cada una de las
histonas acetiltransferasas de la familia CBP/p300 presentan una inhibicion del

crecimiento de la roseta por UV-B similar al de las plantas salvajes (Figura 27).

2.42.3.2  Efecto de la radiacion UV-B en la elongacién de la raiz primaria

A continuacién analizamos el efecto del UV-B en la inhibicion del crecimiento
de la raiz primaria de las plantas hac. Tanto las plantas salvajes como las plantas
deficientes en la expresion de las histonas acetiltransferasas de la familia CBP/p300
disminuyeron la longitud de la raiz primaria luego del tratamiento con UV-B, sin
embargo todas las plantas mutantes y transgénicas analizadas presentaron una
inhibicién de la elongacion de la raiz primaria por UV-B similar a la de las plantas

salvajes (Figura 28).

80



a)ls

Area de la roseta (cm?)
o o o Lol
H [e)} (o] = N H [e)]

0,2
0

b)3,5

2,5

1,5

de la roseta (cm?)
N

Area

0,5

0

c)3°

N
wv

de la roseta (cm?)
=
w N

Area
=

P

S 1

3 6 9 12 15 18
Dias luego de la germinacion

e wme TTn ]ﬂﬂ i[ﬂTE
3 6 9 12 15

Dias luego de la germinacién

18

3 6 9 12 15 18
Dias luego de la germinacién

21

HCol0C

B Col0o UV-B

Ohacl-1C

Ohac1-1 UV-B

Ohac1-3C

hac1-3 UV-B

BWs C

BWs UV-B

Ohac2-2 C

Ohac2-2 UV-B

Ohac2-3C

hac2-3 UV-B

ECol0C

B Col0 UV-B

Bhac4-1C

Ohac4-1 UV-B

Ohac4-4 C

hac4-4 UV-B

-
=

Relacién UV-B/C del area de la roseta

©

Relacién UV-B/C del area de la roseta

h)

Relacién UV-B/C del area de la roseta

o
[

o
o)}

o
~

o
N

o

0,8

0,6

0,4

0,2

0,8

0,6

0,4

0,2

15 18 21
Dias luego de la germinacion

15 18 21
Dias luego de la germinacion

15 18 21
Dias luego de la germinacion

81

HCol0

Ohac1-1

Ohac1-3

BWs

Ohac2-2

Ohac2-3

HCol0

Ohac4-1

Ohac4-4



o
o N

e)l4

P~
= N

de la roseta (cm?)
o o
o ™

Area
o
1SS

0,2

0

ECol0C

ECol0 UV-B

Ohac5-7 C

Ohac5-7 UV-B

Ohac5-8 C

hac5-8 UV-B

o 1 TT ] H

3 6 9 12 15 18 21

Dias luego de la germinacién

EColoC

Col0O UV-B
Ohac12-2 C
Ohac12-2 UV-B
Ohac12-3 C

hac12-3 UV-B

—rre— TTITT ]—THT Tﬂﬂ
3 6 9 12 15 18 21

Dias luego de la germinacion

Relacién UV-B/C del area de la roseta

Relacién UV-B/C del area de la roseta

0,8

0,6

0,4

0,2

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

15 18 21

Dias luego de la germinacion

15 18 21
Dias luego de la germinacién

Figura 27. a) Area de la roseta de plantas hacl, hac2, hac4, hac5, hacl2 y salvajes
tratadas con UV-B y no expuestas al UV-B o controles (C) medida cada 3 dias luego de la
germinacion. Cada barra corresponde al promedio del area de la roseta de al menos 10
plantas y la barra de error corresponde al error estdndar b) Area de la roseta de plantas
expuestas al UV-B relativo a el de plantas control (UV-B/C) de mutantes hacl, hac2,
hac4, hach5, hacl2 y plantas salvajes luego del tratamiento con radiacion UV-B. Los

experimentos fueron realizados por triplicado.
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Figura 28. (a-e) Longitud de la raiz primaria luego del tratamiento con UV-B. Se midi6 la
longitud de la raiz primaria de plantas a) hacl, b) hac2, c) hac4, d) hac5, e) hac12 y de
plantas salvajes luego de la irradiacién con UV-B y en condiciones control (C). Las letras
muestran diferencias significativas, al aplicar ANOVA con un p<0,05. f-j) Longitud de la
raiz primaria de plantas expuestas al UV-B relativa a la de plantas control (UV-B/C) de
mutantes f) hacl, g) hac2, h) hac4, i) hach, j) hacl2 y de plantas salvajes luego del
tratamiento con radiacién UV-B. Los experimentos fueron realizados por triplicado.

2.4.2.4  Rol de las histonas acetiltransferasas de la familia CBP/p300 en la reparacién del dafio en el ADN
inducido por UV-B

Por otra parte, se analiz6 la acumulacién de dimeros de pirimidina por

formacion de un anillo de ciclobutano (DPCs) en plantas salvajes y en plantas
deficientes en la expresion de cada uno de los genes HAC luego de la exposicion con
UV-B. Como puede observarse en la Figura 29, todas las plantas presentaron dafio

cuantificable luego del tratamiento con radiacion UV-B, sin embargo ninguna de
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Figura 29. Andlisis del dafio en el ADN en plantas salvajes, mutantes y transgénicas de
la familia CBP. Se muestran los valores de DPCs luego del tratamiento con UV-B. Las
plantas control no presentaron dafio cuantificable.
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las plantas deficientes en la expresién de los genes HAC presentd diferencias

significativas con respecto a las plantas salvajes.

2.4.25  Efecto de la radiacién UV-B sobre el tiempo de floracién en las mutantes hacl, hac5y haci2

En las plantas, la floracion es el proceso principal que marca el paso de la fase
vegetativa a la fase reproductiva del desarrollo. Este proceso estd estrechamente
asociado con la estrategia reproductiva de las plantas y por lo tanto, diferentes
especies de plantas poseen distintos tiempos de floraciéon que han sido optimizados
para garantizar el éxito reproductivo. Diversos estudios han identificado las principales
vias que regulan la floracién en Arabidopsis, entre las que se encuentran la via del
fotoperiodo, la ruta dependiente de giberelinas (GA), la via auténoma y la
vernalizacién. Las sefales de induccion floral de estas cuatro vias principales de
floracién se transmiten a dos reguladores centrales denominados CO (del inglés
“Constans”) y FLC (del inglés “Flowering locus C” ) que regulan la floracion de manera
antagonica (Simpson y Dean, 2002; Boss y col., 2004; Lee y Lee, 2010).

FLC es un factor de transcripcion de tipo caja MADS que bloquea la transicion
floral, en parte reprimiendo los integradores florales temporales SOC1 y FT (He y
Amasino, 2005). La regulacion de FLC es un ejemplo de cdémo los sistemas
modificadores de la cromatina pueden afectar el proceso de floracion. Diversos
estudios moleculares y genéticos han demostrado que la trimetilacion de la histona H3
en la lisina 4 y la acetilacion de las histonas estan asociadas con la activacion de la
expresion de FLC, mientras que la desacetilacion de las histonas y la trimetilacién en
las lisinas 9 y 27 estan implicadas en la represion de FLC (He y Amasino, 2005).
Como ya se mencioné en la Introduccion, HAC1, HAC5 y HAC12, que actuan en forma
redundante, controlan la floracion a través de la via de regulacién auténoma,
afectando negativamente la expresion del principal represor floral FLC (Han y col.,
2007).

Por otro lado, diversos estreses bidticos y abidticos alteran el tiempo de
floracion (Kazan y Lyons, 2016; Park y col., 2016). La salinidad, las temperaturas altas
o bajas, la ausencia de nutrientes, la sequia o el exceso de agua son factores que
influyen en el proceso de floracion. Asimismo, los mecanismos de transduccion de
senal que desencadenan la respuesta de aclimatacioén frente a un determinado tipo de
estrés convergen en las vias que inducen a la floracion, ya sea en la del fotoperiodo,
la vernalizacién, la mediada por giberelinas o la via autbnoma (Park y col., 2016).
Ademas, un mismo tipo de estrés puede provocar tanto un adelanto como un retardo
en el tiempo de la floracién, dependiendo de la especie y de las condiciones

ambientales (Park y col., 2016). En las plantas de Arabidopsis, las altas temperaturas,
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la baja concentracion de nitrato y la presencia de acido salicilico y de EROs
promueven la floracién, mientras que la radiacién UV-B la retrasa. Sin embargo, poco
se sabe acerca de como ocurren los procesos involucrados en la regulacion del tiempo
de floracion en situaciones de estrés (Park y col., 2016). Por lo tanto, para evaluar si
las proteinas histona acetiltransferasas HAC1, HAC5 y HAC12 regulan el tiempo de
floracién en plantas expuestas al UV-B, plantas de Arabidopsis salvajes y mutantes
hac1-1, hac5-7 y hac12-2 se sembraron en bandejas plasticas y se crecieron en

ausencia de UV-B durante 9 dias posteriores a la germinacién. A partir del dia 10, las
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Figura 30. Tiempo de floracidn de las plantas salvajes Col0 y de las plantas mutantes
hacl-1, hac5-7 y hacl12-2. a) Dias desde la germinaciéon de las plantas hasta la aparicién
de la primera flor en plantas expuestas al UV-B o mantenidas en condiciones control en
ausencia de esta radiacién. b) NUumero de hojas de roseta al momento de la floracién en
plantas expuestas al UV-B o mantenidas en condiciones control en ausencia de esta
radiacidon. Cada barra corresponde al promedio de al menos 20 plantas y la barra de error
corresponde al error estédndar. Los experimentos fueron realizados por triplicado. Las
letras muestran diferencias significativas, al aplicar t de student con un p<0,05.
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plantas fueron tratadas diariamente con UV-B (2 W.m™) durante 1 h en el horario del
mediodia, registrandose la cantidad de dias que las plantas tardaron en florecer y la
cantidad de hojas de roseta en el momento de la floracion. Los resultados se muestran
en la Figura 30, donde se puede observar que tanto las plantas mutantes como las
plantas salvajes mostraron un retraso en el tiempo de floracion luego de la exposicion
con radiacién UV-B; sin embargo, mientras que las plantas mutantes hac5-7 y hac12-2
mostraron un retraso de la floracion por UV-B similar al de las plantas salvajes, las
plantas mutantes hac7-1 presentaron un mayor retraso de la floracion por UV-B
(Figura 30b).

2.4.2.6  Andlisis de la requlacién de la expresién génica de enzimas que participan en la via de floracién

Para poder analizar las posibles causas del mayor retraso de la floracion de las
plantas hac1 expuestas a la radiaciéon UV-B, la expresion de transcriptos FLC y SOC1
fue analizada en plantas salvajes y hac7-1 en condiciones control y UV-B. Para ello, se
utilizé ARN de muestras de hojas de plantas salvajes y deficientes en la expresion del
gen HACT, tanto de plantas expuestas como no expuestas a la radiacion UV-B
(plantas control). Para llevar a cabo dicho objetivo, las plantas de Arabidopsis salvajes
y mutantes hac7-1 se sembraron en bandejas plasticas y se crecieron en ausencia de
UV-B durante 9 dias posteriores a la germinacién. A partir del dia 10, las plantas
fueron tratadas diariamente con radiacion UV-B (2 W.m™) durante 1 h en el horario del

mediodia. Al noveno dia de exposicidén con UV-B se juntaron las hojas de plantas
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Figura 31: Medida de la expresion de a) FLC y b) SOC1 en plantas hacl-1 y en plantas
salvajes. Analisis por RT-PCR cuantitativa del nivel relativo de expresidén de los transcriptos
seleccionados en plantas mutantes haci-1 y Col0, tanto en condiciones control como luego
del tratamiento con UV-B. Para la normalizacion de los datos se amplificé el transcripto del
gen CPK3. Las barras de error corresponden al error estandar. Las letras muestran
diferencias significativas , al aplicar ANOVA con un p<0,05.
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salvajes y mutantes hac7-1 considerando que las plantas en ese momento se
encontraban finalizando el desarrollo vegetativo.

Los resultados obtenidos demuestran que tanto las plantas salvajes como las
mutantes hac7-1 aumentan los niveles de FLC y disminuyen los niveles de SOC1
luego del tratamiento con UV-B, lo cual se correlaciona directamente con el retraso en
la floracion observado (Figura 31). Ademas, las plantas mutantes hac7-1 mostraron
mayores niveles de FLC y menores niveles de SOC1 en condiciones control, lo que
permitiria explicar el retraso de la floracion de las mutantes hac7-7 en dichas
condiciones. Por otro lado, las plantas hac7-1 expuestas al UV-B presentaron niveles
significativamente mayores de FLC y significativamente menores de SOCT1 que las
plantas salvajes, lo que podria explicar el mayor retraso en la floracion de dichas

plantas en estas condiciones.

2.4.2.7  Discusion y conclusiones

En esta parte del capitulo analizamos la participacion de las histonas
acetiltransferasas de la familia CBP/p300 (HAC1, HAC2, HAC4, HAC5 y HAC12) en
distintas respuestas a la radiacion UV-B en Arabidopsis.

En primer lugar se realizé una caracterizacion fenotipica del area de la roseta
de plantas de Arabidopsis salvajes del ecotipo Col0 para su comparacién con el de
plantas hac1, hac2, hac4, hac5 y hac12, tanto en condiciones control en ausencia de
UV-B como luego de un tratamiento con UV-B, utilizando dos lineas mutantes
independientes en cada gen. Como fue descripto anteriormente, las plantas dobles
mutantes hac? hacb y hac1 hac12 son mas chicas que las plantas salvajes y este
fenotipo no fue observado para ninguna de las mutantes simples (Han y col., 2007).
Consistentemente, en nuestro trabajo no observamos diferencias significativas entre
las plantas mutantes y transgénicas simples en cada uno de los genes y las plantas
salvajes en condiciones control. Ademas, luego del tratamiento con UV-B, el area de la
roseta de todas las plantas disminuyé significativamente. Sin embargo, la disminucion
del area de la roseta por esta radiacion en plantas salvajes y plantas hac1, hac2, hac4,
hac5 y hac12 fue similar, sin mostrar diferencias significativas entre todos los grupos
de plantas.

En segundo lugar, se analizé la longitud de la raiz primaria de todas las plantas
deficientes en las histonas acetiltransferasas de la familia CBP/p300, tanto en
condiciones control en ausencia de UV-B como luego del tratamiento con UV-B. Las
plantas hac1 en condiciones control presentaron un retraso en el crecimiento de la raiz
primaria, al igual de lo previamente reportado por Deng y col., (2007). Las plantas

hac2 y hac4-1 también presentaron un retraso en el crecimiento de la raiz en
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condiciones control; sin embargo, a pesar de las diferencias observadas en estas
condiciones, ninguna de las plantas mutantes simples y transgénicas presentd
diferencias en la inhibicion de la raiz primaria por UV-B con respecto a las plantas
salvajes. Varios trabajos indican que HAC1, HAC5 y HAC12 actuan sinérgicamente,
sin embargo HAC1 posee un rol predominante, seguido de HAC5. Por otra parte,
HAC4 tendria un papel negativo frente a la actividad de las otras HACs, ya que su
presencia contrarrestd varios fenotipos observados en las dobles mutantes hac? hacb
(Deng y col., 2007; Han y col., 2007; Li y col., 2014). Por lo tanto, dada su redundancia
funcional, es posible que en las mutantes simples en cada uno de estos genes, la
deficiencia en alguno de ellos pueda ser suplida por otro gen funcional. De esta
manera, no se puede descartar que multiples mutantes en los genes hac podrian
mostrar diferencias en estas respuestas frente a la radiacién UV-B con las mutantes
simples y las plantas salvajes, como ya se ha reportado para otros fenotipos
descriptos (Han y col., 2007; Liy col., 2014).

Ademas, se midieron los niveles de DPCs en todas las plantas deficientes en
las histonas acetiltransferasas de la familia CBP/p300 luego del tratamiento con UV-B
debido a que, como se expuso anteriormente, la formacion de DPCs es uno de los
dafos mayoritarios causados por la radiacién UV-B (Jansen y col., 1998; Rastogi y
col., 2010; Parihar y col., 2015). Todas las mutantes hac presentaron niveles de dafio
en el ADN por UV-B similares a los de las plantas salvajes en las condiciones
ensayadas, por lo que las histonas acetiliransferasas de la familia CBP/p300 no
participarian en la respuesta al dafio en el ADN por UV-B en Arabidopsis, aunque, de
manera similar a lo expuesto en el parrafo anterior, dada la redundancia funcional de
estas proteinas, es posible que en las mutantes simples la deficiencia en alguna de
ellas pueda ser suplida por el producto de otro gen funcional.

Por ultimo, se analizdé el efecto de la radiacién UV-B sobre el tiempo de
floracién en las plantas de Arabidopsis mutantes hac?, hac5 y hac12, debido a que
previamente habia sido reportado que HAC1, HAC5 y HAC12 controlan el tiempo de
floracién, afectando negativa e indirectamente la expresién del principal represor floral
FLC (Han y col., 2007). De esta manera, estas HACs afectarian la expresion de FLC
por medio de la acetilacion de reguladores transcripcionales de FLC (Han y col., 2007).
En las condiciones ensayadas, las plantas hac1 presentaron un mayor retraso de la
floracién en presencia de UV-B con respecto al medido en las plantas salvajes ColO,
mientras que las plantas hac5 y hac12 presentaron un retraso de la floraciéon por UV-B
similar al de plantas salvajes. Debido a que HAC1 afecta negativamente la expresion
de dicho gen, se midieron los niveles de expresion de FLC, los cuales fueron

significativamente mayores en plantas hac1 que en plantas salvajes en condiciones
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control. Ademas, en plantas expuestas a la radiacién UV-B los niveles de FLC
aumentaron ain mas que en las plantas mutantes. Por otra parte, los niveles de SOC1
medidos en las plantas mutantes hac? resultaron menores a los de las plantas
salvajes en condiciones control y disminuyeron aun mas en las plantas expuestas a la
radiacion UV-B. En conjunto, estos resultados permitirian explicar, al menos en parte,
el mayor retraso de la floracion observado en las plantas hac1.

Como conclusién, las histonas acetiltransferasas HAC2, HAC4, HAC5 y HAC12
no estarian involucradas en las respuestas al UV-B en las condiciones ensayadas en
este trabajo de Tesis; sin embargo, teniendo en cuenta que algunas de estas proteinas
tienen actividad redundante, su efecto podria estar suplido por la presencia de alguna
proteina de la misma familia. Con respecto a HAC1, los resultados demuestran que
esta proteina regula el tiempo de floracion en respuesta a la radiacion UV-B en

Arabidopsis, mediante la regulacién de la expresién de FLC y SOC1.
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2.4.3  Rol de las histonas acetiltransferasas de la familia TAF1250 en las respuestas a la radiacion UV-
B

TAF,250, también llamado TAF1, es uno de los 15 factores asociados a la
proteina de union a TATA (TBP) que forman el complejo TFIID, un factor de
transcripcién general que pertenece al complejo de pre-iniciacion de la ARN
polimerasa Il. La proteina TAF1 se encuentra conservada en los organismos
eucariotas y es esencial para la funcion del complejo TAFIID (Wassarman y Sauer,
2001). A diferencia de otros organismos que tienen un solo miembro de esta familia,
Arabidopsis thaliana posee dos miembros, HAF1 y HAF2. Estas proteinas, de 1919 y
1786 aminoacidos, respectivamente, tienen un 74% de identidad de secuencia a nivel
de aminoacidos y poseen dominios particulares tales como: (1) un dominio HAT de
tipo TAF,250 localizado en la region central de la proteina, (2) un bromodominio en el
extremo C terminal, y (3) un dominio ubiquitina en el extremo amino del dominio HAT
(Pandey y col., 2002). En particular, la proteina HAF1 se encuentra asociada a la
proteina TBP (proteina de unién a TATA) (Figura 32, Lawit y col., 2007).

HAF1 1{ - m DOMINIOTAF, 250 BRD W
HAF2 m DOMINIOTAF,250 BRD
1 1786

Figura 32: Dominios proteicos de HAF1 y HAF2. TBP: Proteina de unién a TATA; UBQ:
Dominio ubiquitina; BRD: bromodominio. Adaptado de la base de datos Pfam.

En Arabidopsis, los genes codificantes para las dos proteinas tienen diferente
patron de expresion; mientras que los dos genes tienen baja expresion en las hojas de
la roseta vegetativa, HAF1 exhibe una mayor expresién en las semillas secas y HAF2

en el polen (Figura 33).

AtHAF1 Roseta AtHAF2  Roseta vegetativa
vegetativa
363.73 44.5
32735 . 40.04
N\ !
2098 AN 35.59 \\
254 61 T\ 3.4 (I
218.23 \\Q) 2669 )
181.86 :
14 40 ' 2224
10911 17.79
72.74 Semillas 13.34
36.37 8.89 \
00 4.44 Polen
00

Figura 33: Patréon de expresion de los genes HAF1 y HAF2 en Arabidopsis thaliana. Adaptado
de Arabidopsis eFP Browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi)

Estudios genéticos realizados en Arabidopsis demostraron que HAF2
interacciona con GCN5 (o HAG1) para integrar las sefiales luminicas y acetilar las

regiones promotoras de los genes inducidos por luz. Ambas proteinas son requeridas
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para la acetilacion de H3K9, H3K27 y H4K12 en los promotores de los genes diana.
Ademas, las plantas de Arabidopsis dobles mutantes en los genes HAF2 y HY5
muestran un efecto sinérgico en lo que respecta a la longitud del hipocétilo y la
expresion de los genes inducidos por luz por diferentes longitudes de onda. Esto
sugiere que HAF2 interacciona también con HY5 para activar la expresion de los
genes de respuesta a la luz (Bertrand y col., 2005; Benhamed y col., 2006).

Por otra parte, estudios realizados utilizando plantas mutantes haf? demostraron
que HAF1 es un gen esencial para la viabilidad y la fertilidad de Arabidopsis y que no
es redundante a la funcion de HAF2 (Waterworth y col., 2015). Ademas, las plantas
mutantes haf1-3, que expresan el transcripto de HAF1 sin el bromodominio, exhiben
una hipersensibilidad a genotoxinas que provocan rupturas de doble hebra y
entrecruzamiento en el ADN, pero no a otras formas de estrés abidtico como el estrés
salino y osmatico. Estos estudios sugieren que esta proteina es importante para la
resistencia de las plantas al estrés genotoxico debido a que el bromodominio de HAF1
interacciona con la proteina MRE11, la cual participa en la reparaciéon de rupturas
doble hebra en el ADN (Waterworth y col., 2015).

2.4.3.1 Requlacién de la expresion de las histonas acetiltransferasas de la familia TAFy250 por la radiacién UV-
B

En primer lugar se analizé si la expresion de los genes que codifican para
histonas acetiltransferasas de la familia TAF;250 son regulados por la radiaciéon UV-B
en plantas salvajes de Arabidopsis. Para ello se midieron por RT-PCR cuantitativa los
niveles de los transcriptos de los genes en estudio en hojas de Arabidopsis Col0, tanto
después de un tratamiento con UV-B durante 4 h como en condiciones control en
ausencia de UV-B. La Figura 34 muestra que no hay cambios significativos en los
niveles de expresion del gen HAF2 en plantas salvajes crecidas en condiciones control
con respecto a los niveles presentes en plantas expuestas al UV-B, mientras que los
niveles del transcripto HAF1 disminuyen significativamente luego del tratamiento con
UV-B.
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Figura 34: Niveles de los transcriptos que codifican para histonas acetiltransferasas de la
familia TAF;;250. Los niveles de transcriptos HAF1 y HAF2 se midieron en plantas crecidas en
condiciones control en ausencia de UV-B y luego de la exposicidn con radiacién UV-B por 4 h
en plantas de Arabidopsis Col0. Las barras de error corresponden a los errores estandar y las
letras muestran diferencias significativas para cada transcripto, al aplicar t de student con un
p<0,05. Para la normalizacién de los datos se utilizd el transcripto del gen CPK3.

2.4.3.2 Identificacién de plantas de A. thaliana deficientes en la expresién de los genes de la familia TAF250

Para realizar el trabajo experimental se utilizaron plantas de Arabidopsis que
presentan una supresion o disminucién en la expresion de las dos histonas
acetiltransferasas HAF1 y HAF2. Para ello se utilizé una linea de plantas transgénicas
con disminucién en los niveles de HAF1 por expresiéon de un ARN de interferencia
para el gen y una linea de plantas mutantes por insercion del ADN-T de Agrobacterium
tumefaciens en el gen HAF1, y dos lineas mutantes por insercion del ADN-T en el gen

HAF2. Las lineas utilizadas se detallan en materiales y métodos.

2.43.2.1  Identificacion de plantas A. thaliana deficientes en los genes de la familia TAF;250

Al igual que las plantas mutantes de las otras familias, las plantas homocigotas
mutantes para los genes HAF1 y HAF2 se identificaron mediante PCR. En la Figura
35b se muestra que la planta nimero 5 (calle 5) de la linea haf1-3 contiene la insercion
del ADN-T en ambos alelos del gen HAF1 ya que presenta amplificacion negativa
utilizando el par de cebadores HAF1-3 L y HAF1-3 R (cebadores que flanquean la
region de insercién del ADN-T) y muestra amplificacion positiva utilizando un cebador
que hibrida en un extremo del ADN-T (LB SALK) y otro en la secuencia del gen HAF1
(HAF1-3 L) (Figura 35b), por lo tanto, esta planta es mutante homocigota en HAF1.
Ademas, en la Figura 35c se puede observar que una planta salvaje Col0 (calle
namero 12, WT) muestra una reaccion de PCR positiva con los oligonucle6tidos HAF1-

3 Ly HAF1-3 R, y una reacciéon de PCR negativa utilizando los cebadores LB SALK-
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HAF1-3 L, debido a que el ADN-T no se encuentra insertado en esa region. Una vez
identificadas las plantas mutantes homocigotas, se evalué por RT-PCR la expresion
del gen en estudio en estas plantas. En la Figura 35d se puede observar que no se

detecta el transcripto HAF1 en la planta nimero 2 (calle 2).

ADN-T
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Figura 35. Ejemplo de la seleccién de las plantas mutantes homocigotas haf1-3 mediante
el andlisis de los productos de PCR en electroforesis en geles de agarosa. a) Esquema del
gen HAF1 de Arabidopsis. El tridngulo indica el sitio de inserciéon del ADN-T. b) Reaccion
de PCR a partir de ADN gendmico de 11 plantas haf1-3 utilizando los cebadores HAF1-3 L-
HAF1-3 R. c) Reaccién de PCR a partir de ADN gendémico de 11 plantas haf1-3 utilizando
los cebadores LB SALK - HAF1-3 L. d) y e) RT-PCR a partir de ADNc de 2 plantas
homocigotas hafi-3 utilizando los cebadores L10A R - L10A L y HAFIRNAm L -
HAF1IRNAmM R, respectivamente. Referencias: MM, marcadores de masa molecular; 1-11,
muestras de plantas mutantes hafl; WT, muestra de una planta salvaje Col0; N, control
negativo de la PCR. Las calles 1 a 11 representan las muestras de plantas.

De manera similar, en la Figura 36 se muestra la identificacion de plantas mutantes

homocigotas para el gen HAF2.
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Figura 36. Ejemplo de la seleccién de las plantas mutantes homocigotas haf2-3 mediante
el andlisis de los productos de PCR en electroforesis en geles de agarosa. a) Esquema del
gen HAF2 de Arabidopsis. El tridngulo indica el sitio de inserciéon del ADN-T. b) Reaccidn
de PCR a partir de ADN gendmico de 4 plantas haf2-3 utilizando los cebadores HAF2-3 L-
HAF2-3 R. c) Reaccion de PCR a partir de ADN gendmico de 4 plantas haf2-3 utilizando
los cebadores LB SALK - HAF2-3 L. d) y e) RT-PCR a partir de ADNc de 2 plantas haf2-3
utilizando los primers L10 R - L10 L y HAF2ZRNAm L - HAF2RNAm R, respectivamente.
Referencias: MM, marcadores de masa molecular; 1-4, muestras de haf2; WT, muestra
de planta salvaje; N, control negativo de la PCR.

Por otro lado, las plantas transgénicas haf1-4 se seleccionaron en base a su
resistencia a BASTA, impregnando las hojas directamente con el herbicida. Como
control se utilizaron plantas salvajes Ws, las cuales detuvieron su crecimiento luego de
la aplicacion del herbicida debido a que no poseen la resistencia. Posteriormente, se
utilizaron las plantas resistentes al herbicida para determinar los niveles de expresion
del gen de interés por RT-PCR en tiempo real con el objetivo de verificar que se
encuentre disminuida su expresion. A modo de ejemplo en la Figura 37 se muestra la
disminucion de los niveles de expresion HAF1 en plantas transgénicas haf1-4 con

respecto a las plantas salvajes Ws.
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Figura 37. Expresion de HAF1 en plantas transgénicas hafl-2 y en plantas salvajes
Ws relativa a CPK3. Las barras de error corresponden al error estandar. Las letras
muestran diferencias significativas, al aplicar t de student con un p<0,05.

2.4.3.3  Rol de las histonas acetiltransferasas de la familia TAFII250 en la reparacién del dafio en el ADN
inducido por el UV-B

De manera similar a lo estudiado para los miembros de la familia GNAT vy
CBP/p300, se analizé la acumulacion DPCs en las plantas salvajes y en las plantas
deficientes en la expresién de cada uno de los genes HAF luego de finalizado el
tratamiento con la radiacion UV-B. Tanto las plantas mutantes haff-3 (Figura 38a),
haf2-3 y haf2-4 (Figura 38c), las plantas transgénicas haf7-4 (Figura 38b) y las plantas
salvajes Col0 y Ws mostraron niveles similares de dafio en el ADN luego del
tratamiento con UV-B.

2.4.3.4  Caracterizacién fenotipica de plantas deficientes en la expresién de histonas acetiltransferasas
expuestas a la radiacién UV-B

2.43.4.1  Efecto de la radiacion UV-B en la elongacién de la raiz primaria

Para la caracterizacion fenotipica de las plantas deficientes en la expresion de
los genes HAF frente al UV-B, analizamos el efecto de esta radiacion en la inhibicion
del crecimiento de la raiz primaria. Tanto las plantas salvajes como las plantas haf1-3,
haf1-4, haf2-3 y haf2-4 presentaron una inhibicion del crecimiento de la raiz primaria
luego del tratamiento con UV-B (Figura 39). Ademas, en condiciones control, las
plantas haf1-3 y haf1-4 presentaron una longitud de la raiz significativamente menor
que la de las plantas salvajes, mientras que luego del tratamiento con UV-B estas
plantulas mostraron una raiz primaria con similar longitud que la de las plantas
salvajes. Por lo tanto, los resultados indican que las plantas haf? muestran una menor
inhibicién del crecimiento de la raiz primaria luego del tratamiento con UV-B que las

plantas salvajes (Figuras 39d y e). A diferencia de lo observado para haf1, las plantas
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haf2 mostraron un fenotipo de inhibicién de la raiz primaria por UV-B similar al de las

plantas salvajes (Figura 39f).
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Figura 38. Analisis del dafio en el ADN en las plantas salvajes, mutantes y transgénicas
de la familia TAFII250. Se muestran los niveles de DPCs luego del tratamiento con UV-B
de las plantas a) hafl1-3 y Col0, b) hafl1-4 y Ws y c¢) haf2-3, haf2-4 y Col0. Las plantas
control no presentaron dafio cuantificable. Cada barra corresponde al promedio de 6
plantas y la barra de error corresponde al error estdandar. Los experimentos fueron
realizados por triplicado, obteniéndose resultados similares.
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Figura 39. Elongacién de la raiz primaria luego del tratamiento con UV-B. Se evalud el
crecimiento de la raiz primaria de plantas salvajes, haf1-3, hafl1-4, haf2-3 y haf2-4 tanto
en condiciones control como luego de la irradiacion con UV-B. a) b) y c¢) Longitud de la
raiz en funciéon de los dias luego del tratamiento y en d) e) y f) la relacion UV-B/C del
grado de elongacién de la raiz en funcién de los dias luego del tratamiento para hafl-3,
hafl-4 y haf2-3 y haf2-4, respectivamente. Las letras muestran diferencias significativas,
al anlicar ANOVA con uin n<0.05.
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2.4.3.4.2  Efecto de la radiacién UV-B sobre el érea de la roseta

A continuacidon se comparoé el crecimiento de las hojas de las plantas salvajes
con el de las plantas mutantes haf1-3, haf1-4, haf2-3 y haf2-4, antes y después del
tratamiento con UV-B, de manera similar a lo analizado para las otras dos familias de
histonas acetiltransferasas.

Los resultados obtenidos demuestran que todas las plantas disminuyen su
tamafo luego del tratamiento con UV-B (Figura 40). Por otro lado, en condiciones
control, el area de las rosetas de las plantas haf1-3 y haf1-4 fue menor que el de las
plantas salvajes (Figura 40 a y b), demostrando que esta proteina podria tener un rol
en el desarrollo de las plantas. Luego del tratamiento con UV-B, tanto las plantas haf1
como las plantas haf2 presentaron un area similar al de las plantas salvajes (Figuras
40 a, b y c); por lo tanto, mientras que las plantas haf2-3 y haf2-4 presentaron una
inhibicién del crecimiento de la roseta por UV-B similar a la de las plantas salvajes
(Figuras 40 f), las plantas haf1-3 y haf1-4 mostraron una menor inhibicion del
crecimiento de la roseta que las plantas salvajes expuestas al UV-B (Figura40d y e).

Por otra parte, y de manera similar a lo analizado para las mutantes hag3 en el
Capitulo 2.4, se investigo si el fenotipo de inhibicion del crecimiento de la roseta por
UV-B de plantas haff se correlacionaba con una disminucién en el area de la hoja #5
de estas plantas, que se encontraba en proliferacién activa al momento del
tratamiento.

Los resultados demostraron que, en condiciones control, el area de la hoja #5
de las plantas haf7-3 fue menor al de las plantas salvajes porque tienen un menor area
celular que el de las hojas de las plantas salvajes (Figura 41 a y c). Luego del
tratamiento con radiacion UV-B, el area de la hoja #5 de ambas plantas fue similar
(Figura 41a), debido a que, a pesar de que luego del tratamiento con UV-B ambas
plantas mostraron una similar inhibicion de la proliferacién celular, las plantas
mutantes haf7-3 mostraron un incremento en el area celular (Figura 41c), sugiriendo
que un efecto de compensacioén estaria ocurriendo en las plantas mutantes luego del

tratamiento con UV-B.
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Figura 40. Efecto de la radiacion UV-B sobre el drea de la roseta. Se muestra el area de la roseta
(cm?) de plantas salvajes y a) haf1-3, b) hafl-4, c) haf2-3 y haf2-4 tratadas (UV-B) y controles (C)
medidas cada 3 dias luego de la germinacién. Cada barra corresponde al promedio del area de la
roseta de al menos 6 plantas y la barra de error corresponde al error estandar. ¢, d y f) Area relativa
(UV-B/C) de plantas hafl1-3, hafl-4, haf2-3, haf2-4 y de plantas salvajes luego del tratamiento con
radiaciéon UV-B. Las letras muestran diferencias significativas para cada dia, al aplicar ANOVA con un

p<0,05. Los experimentos fueron realizados por triplicado, obteniéndose resultados similares.
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Figura 41. a) Area de la hoja #5 (mm?), b) nimero de células promedio y c) area celular
(um?) de plantas haf1-3 y salvajes tratadas con radiacién UV-B durante 4 h o mantenidas
en condiciones control en ausencia de UV-B (C). Cada barra corresponde al promedio de
al menos 10 plantas y la barra de error corresponde al error estandar. Los experimentos
fueron realizados por triplicado obteniéndose resultados similares. Las letras muestran

diferencias significativas entre las lineas y condiciones (C y UV-B) , al aplicar ANOVA con
un p<0,05.

2.4.3.4.2.1 Determinaciéon de los niveles de ploidia de la hoja #5 de plantas de
Arabidopsis salvajes y mutantes haf1-3 expuestas a la radiaciéon UV-B

Para evaluar si el efecto de compensacion observado en las plantas haf1 se
debia a un aumento en el nivel de ploidia, se determinaron, a través de la técnica de
citometria de flujo, los niveles de ploidia en el ADN de la hoja #5 de plantas salvajes y
mutantes haf1, tanto en condiciones control como luego del tratamiento con radiacion
UV-B. Para ello, se usaron plantas de 4 semanas las cuales fueron irradiadas con UV-
B (2 W.m? durante 4 h, durante un unico dia) en el momento en el que la hoja #5
estaba emergiendo, y plantas controles que no fueron expuestas al UV-B. En la Figura
42 se muestran los histogramas obtenidos, donde el area de cada pico representa la
cantidad de nucleos que tienen una ploidia determinada. El pico 2C se refiere a
nucleos con genoma diploide. Por su parte, el pico 4C corresponde a nucleos que se

replicaron pero no se dividieron y como consecuencia, tienen el doble del contenido de
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ADN inicial; es decir que sufrieron una vez el proceso de endorreduplicacion. Lo
mismo sucede con los nucleos correspondientes al pico en 8C, los cuales tienen
cuatro veces la cantidad de ADN inicial y los nucleos en 16C y 32C tienen 4 y 5 ciclos
de endorreduplicacion, respectivamente. A partir de la cuantificacion del area de los
picos obtenidos en los histogramas se calculé el porcentaje de nucleos para cada
numero de ploidia para la hoja #5 de plantas de Arabidopsis salvajes y mutantes haf1-
3, expuestas o no a la radiacién UV-B (Figura 43a). La cantidad de nucleos en cada
clase de ploidia del ADN en las hojas de las plantas salvajes tratadas con UV-B fue

similar al de las plantas control (C). Por otro lado, las hojas de plantas mutantes haf7-3
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Figura 42: Histogramas obtenidos mediante citometria de flujo de la hoja #5 de las
plantas salvajes y mutantes hafl-3, tanto en condiciones control como luego de la
exposicion al UV-B. El drea de cada pico representa la cantidad de ndcleos en cada fase
de ploidia.
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en ausencia de UV-B (C) presentaron una menor cantidad de nucleos 8C, 16C y 32C
que las plantas salvajes en la misma condiciéon. Sin embargo, luego del tratamiento
con UV-B, las hojas de plantas haf71-3 presentaron mayor cantidad de nucleos en las
fases de mayor ploidia, 8C, 16C y 32C que las hojas haf1-3 crecidas en ausencia de
UV-B. Esta observacion se validé calculando el indice de endorreduplicacion (IE), el
mismo fue similar tanto para las hojas de plantas salvajes en condiciones control como
para las expuestas al UV-B (Figura 43b). A diferencia de ello, las hojas de las plantas
mutantes haf1-3 presentaron un IE menor en condiciones control que las hojas de las

plantas salvajes bajo las mismas condiciones; sin embargo, luego del tratamiento con
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Figura 43: Niveles de ploidia de la hoja #5 de plantas de Arabidopsis salvajes y mutantes
hafl-3 expuestas a la radiaciéon UV-B. A) NUumero de nucleos (% del total) para cada fase de
ploidia (2C, 4C, 8C, 16C, 32C) en la hoja #4 de plantas de Arabidopsis Col0 y mutantes haf1-3
en presencia o ausencia del tratamiento con UV-B. B) Indice de endorreduplicacién de la hoja
#5 de las plantas de Arabidopsis salvajes y mutantes hafl-3 tratadas y sin tratar con UV-B y de
hojas control. Los valores se obtuvieron utilizando los datos mostrados en la Figura a. Las
diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05) aplicando el test ANOVA. Los
experimentos fueron realizados por triplicado.
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UV-B, el IE de las hojas de las plantas mutantes aumentd significativamente en
comparacion al IE de hojas de estas plantas en condiciones control (Figura 43b). De
esta manera, el area de las células de las hojas de las mutantes haf? se correlaciona

con los niveles de ploidia del ADN de las mismas.

2.43.43  Andlisis de la regulacién de la expresion de genes que participan en la endorreduplicacién

Los factores de transcripcion E2F/DP son importantes reguladores de los ciclos
celulares mitdtico y de endorreduplicacion, los mismos se encuentran altamente
conservados en las plantas y en los animales (Mariconti y col., 2002). Arabidopsis
posee 6 factores de transcripcion E2F, que estan divididos en dos grupos, los E2Fs
tipicos y los atipicos. Los primeros tres, E2Fa, E2Fb y E2Fc, poseen un dominio de
unién al ADN y otro dominio de dimerizacion que le permite unirse a las proteinas DP
(DPa y DPb), las cuales también poseen un dominio de unién al ADN. Estos factores
forman heterodimeros para asi unirse con gran afinidad a los promotores de los genes
blanco, entre los que se encuentran los genes de reparacion y replicacion del ADN
(Lammens y col.,, 2009). Por otra parte, los E2Fs atipicos, E2Fd, E2Fe y E2Ff o
también conocidos como proteinas DEL, carecen de este tipo de dominio de
dimerizacion, aunque tienen dos dominios de unién al ADN que les permiten unirse a
las mismas secuencias cis que los E2Fs tipicos (Lammens y col., 2009). Los factores
de transcripcion E2F son componentes claves de la via ciclinaD/retinoblastoma
(RB)/E2F, un punto de control critico en el progreso del ciclo celular desde la fase G1
a la fase S (Mariconti y col., 2002).

El factor E2F atipico E2Fe/DEL1 es un regulador negativo de la transicion de la
mitosis al endociclo (Radziejwoski y col., 2011). La expresion de E2Fe/DEL1 esta
regulada por E2Fb y E2Fc, que actian en forma antagonica y conforme a la presencia
o ausencia de luz. De esta forma, E2Fb y E2Fc compiten por el mismo elemento cis en
el promotor de E2Fe/DEL1, y por lo tanto los niveles de este transcripto dependen de
la abundancia relativa entre estos factores de transcripcion. E2Fb activa la expresion
de E2Fe/DEL1 y actia en presencia de luz, mientras que en oscuridad predomina

E2Fc que regula negativamente la expresion de E2Fe/DEL1 (Berckmans y col., 2011)
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Dado que las hojas de las plantas de Arabidopsis mutantes haf7-3 en ausencia
de UV-B presentaron un indice de endorreduplicacién menor que aumento6 luego del
tratamiento, se analizaron los niveles de expresién de los genes E2Fe/DEL1, E2Fb y
E2Fc, que intervienen en forma directa o indirecta regulando este proceso. Para ello,
se midieron los niveles de los transcriptos mediante la técnica de RT-PCR en tiempo
real a partir del ARN obtenido de la hoja #5. En la Figura 44, se puede observar que
las plantas salvajes no presentan diferencias en los niveles del transcripto E2Fb en
condiciones control y luego de la exposicion al UV-B, mientras que los niveles de E2Fe
disminuyen y los niveles de E2Fc aumentan luego del tratamiento con UV-B. Por otro
lado, las plantas haf1-3 presentaron mayores niveles de los transcriptos E2Fb y E2Fe
en condiciones control que las plantas salvajes, los cuales disminuyen luego del
tratamiento con UV-B alcanzando similares niveles a los determinados en las plantas
salvajes. Por el contrario, los niveles de E2Fc fueron mayores en las plantas mutantes
en condiciones control que en las plantas salvajes y aumentaron luego del tratamiento
con UV-B en ambas plantas, siendo aun mayores los niveles alcanzados en las
plantas mutantes. De esta manera, la expresion de E2Fb, E2Fc y E2Fe en las hojas de
las plantas mutantes haf71-3 se correlaciona con los |IE determinados, dado que altos
niveles de E2Fb y en consecuencia altos niveles de E2Fe favorecen la mitosis,
mientras que bajos niveles de los mismos favorecen el endociclo. En las hojas de las

plantas salvajes, si bien se observan cambios significativos por la radiacion UV-B en la
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Figura 44. Expresién de los genes E2Fb, E2Fe y E2Fc en hojas de plantas salvajes y
hafl-3, en condiciones control y luego de la exposicién con UV-B. Las diferencias
significativas para cada planta se denotan con letras, siendo los niveles de expresién de
cada transcripto analizados individualmente. Los mismos se analizaron aplicando ANOVA
con un p<0,05.
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expresién de E2Fe y E2Fc, los mismos son de 1,35 y 1,41 veces con respecto a los
medidos en las plantas control, siendo estos cambios significativamente menores a los

determinados en las plantas mutantes haf7-3 (2,29 y 2,31, respectivamente).

2.4.3.5  Estudio del dafio oxidativo producido por la radiacién UV-B en las plantas de Arabidopsis mutantes
haf1-3

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) comprenden distintas especies
radicales, los radicales superdxido (Oz’), hidroxilo (OH"), perhidroxilo (HO;") y alcoxilo
(RO"); y no radicales, el peroxido de hidrégeno (H.O,) y el oxigeno singulete ('O,). En
los cloroplastos, los fotosistemas | y Il son los principales sitios de produccion de 'O,y
O3’; y en las mitocondrias, los complejos de la cadena de transporte de electrones son
los mayores productores de O,". Las EROs son especies altamente reactivas y toxicas
que causan dafio a las proteinas, los lipidos, los carbohidratos, el ADN, y en ultima
instancia producen muerte celular (Gill y Tuteja, 2010). El equilibrio entre la produccion
y eliminacion de las EROs puede estar alterada por estrés del tipo bidtico y abiético,
entre los que se encuentra la radiacién UV-B (Gill y Tuteja, 2010). Por ello, se
analizaron distintos parametros para evaluar el estado oxidativo de las plantas
mutantes haf1-3 luego de la exposicién al UV-B.

La radiacion UV-B puede provocar un aumento en la permeabilidad de las
membranas debido al dafo oxidativo en los lipidos causado por las EROs formadas
resultando en una mayor liberacidon de iones y electrolitos al medio (Murphy, 1983).
Asi, la medida de la pérdida de electrolitos es un parametro que se utiliza para estimar
la integridad de las membranas. Por ello, se determin6 la liberacion de electrolitos en
las plantulas salvajes y en plantulas mutantes haf7-3 en condiciones control en
ausencia de UV-B y luego de un tratamiento de 4 h a 2W.m™ con esta radiacién. En
las plantulas salvajes, la liberacion de electrolitos aumenté significativamente luego de
la exposiciéon con UV-B; por el contrario, en las mutantes haff1-3 los niveles de
electrolitos liberados en condiciones control fueron significativamente mayores que en
las plantulas salvajes (Figura 45). Luego del tratamiento, los electrolitos liberados en
las mutantes haff1-3 no cambiaron, mostrando valores similares a los determinados en

las plantas salvajes en las mismas condiciones.

107



b
8
w b T
e
s 7 T
©
L6 a
£
(7]
o]
285
0 =
'024
20
T o
€03
S
3 2
o

Colo C ColoUV-B haf1-3¢C haf1-3UV-B

Figura 45: Medida de la liberacidn de electrolitos en las plantas de Arabidopsis Col0 y haf1-3
luego del tratamiento con UV-B. Los niveles de liberacién de electrolitos se midieron en
plantas tratadas con UV-B durante 4 h, o mantenidas en condiciones control; y después de
autoclavar el medio. Las diferentes letras denotan diferencias significativas, al aplicar ANOVA
con un p<0,05.

Por otro lado, los acidos grasos poliinsaturados son los componentes
principales de las membranas biolégicas y son altamente susceptibles a la
peroxidacion por las EROs, tales como el radical hidroxilo y el oxigeno singlete
(Blokhina y col., 2003). En el estadio final del proceso oxidativo se producen aldehidos
altamente téxicos para la célula, como el malonilaldehido, los cuales pueden
reaccionar con el acido tiobarbiturico formando derivados llamados TBARS (o
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico), que son indicativos del dafo en las
membranas provocados por la lipoperoxidacion. Por consiguiente, para evaluar el
dafio ocasionado a los lipidos de las membranas por las EROs se cuantificé el
contenido de TBARS, tanto en las plantas salvajes como en las plantas mutantes haf7-
3 crecidas en ausencia de luz UV-B durante 15 dias y posteriormente expuestas a
radiaciéon UV-B (2 W.m? durante 4 h), o mantenidas en condiciones control en
ausencia de UV-B. Finalizado el tratamiento, se recolectaron muestras de hojas y se
realizaron los extractos correspondientes segun como se indica en la seccién 2.3.17.2
de Materiales y Métodos del presente trabajo.

En la Figura 46 se observa que las plantas salvajes mostraron una mayor
peroxidacion lipidica luego del tratamiento con UV-B; mientras que las plantas
mutantes haf1-3, tanto en condiciones control como luego del tratamiento con UV-B,
presentaron niveles de peroxidacion lipidica altos y similares a los niveles

determinados en las plantas salvajes irradiadas con UV-B.
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Figura 46. Niveles de TBARS en plantas salvajes y mutantes hafil-3 tratadas con UV-B. Para
cada linea las determinaciones se realizaron al menos 3 veces. Las diferentes letras indican
variaciones significativas, al aplicar ANOVA con un p<0,05.

Por otro lado, el anién superdxido O, es una de las especies de EROs mas
importantes debido a que, a través de una serie de reacciones, puede transformarse
en H,O,, OH y otras formas de EROs, que como se menciond anteriormente, son
altamente reactivas y toxicas para la célula (Gill y Tuteja, 2010). A continuacion, se
analizaron los niveles del anion superoxido, como se detalla en la seccion 2.3.17.3 de
Materiales y Métodos, en las plantas de Arabidopsis mutantes haf7-3 y en las plantas
salvajes mantenidas en condiciones control y expuestas a la radiacion UV-B. En
ausencia de UV-B, las plantas salvajes no mostraron tincién con NBT, indicando que
los niveles de O, son bajos en estas condiciones (Figura 47). Luego de la exposicion
con UV-B, las plantas salvajes mostraron coloracion azul, indicando que los niveles de
EROs aumentan luego del tratamiento con UV-B. Por otro lado, las plantas mutantes
haf1-3 presentaron una coloracion azul, tanto en condiciones control como luego del
tratamiento con UV-B, sugiriendo que estas plantas presentan un estrés oxidativo
basal en ausencia de UV-B. Estos resultados son coincidentes con los obtenidos en
los experimentos de liberacion de electrolitos y la medida de los niveles de TBARS,
demostrando que las plantas haf7-3 muestran un nivel basal de estrés oxidativo que

es similar al que alcanzan las plantas salvajes luego del tratamiento con UV-B.
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Figura 47: Fotos de plantas de 15 dias salvajes y hafl-3 tratadas (UV-B) y no tratadas
con UV-B (C) y tefiidas con una solucién de NBT.
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2.4.3.6  Conclusiones y discusién

En esta parte del capitulo analizamos el posible rol de las histonas
acetiltransferasas de la familia TAFII1250 (HAF1 y HAF2) en distintas respuestas a la
radiacion UV-B en Arabidopsis. Los resultados obtenidos indican que, en las
condiciones ensayadas, ninguna de las histonas acetiltransferasas de la familia
TAFI11250 participa en la reparacién del dafio en el ADN producido por la exposicién a
la radiacién UV-B en plantas de Arabidopsis. Previamente, Waterworth y col. (2015)
demostraron que las plantas mutantes haf7-3 son sensibles a los rayos X y a
mitomicina C, pero no a otras formas de estrés abi6tico como estrés salino y osmético,
sugiriendo que HAF1 participa en algunos procesos de reparacion del ADN. Mientras
que la radiacion UV-B induce la formacién de enlaces covalentes entre pirimidinas
adyacentes que son reparados por fotoliasas especificas (Jansen y col., 1998; Rastogi
y col., 2010; Parihar y col., 2015), la mitomicina C provoca entrecruzamientos en el
ADN que son generalmente reparados por recombinacion homodloga (Reiss y col.,
1996). Por otro lado, los rayos X provocan diferentes lesiones en el ADN como por
ejemplo cortes en la doble hebra que son generalmente reparados por los
mecanismos de reparacion por escision (Manova y Gruszka, 2015). Tanto los sistemas
de reparacion por escision como la recombinacion homéloga estan compuestos de
varias proteinas, por lo que es posible que estén mas influenciados por la organizacion
de la cromatina y la acetilacién de las histonas que la fotoreparacion, la cual sélo
necesita de las fotoliasas.

A pesar de que las histonas acetiltransferasas de la familia HAF no estarian
involucradas en la reparacion del dafio en el ADN causado por la radiacién UV-B, en
este trabajo se presentan evidencias de que HAF1 posee un rol en la inhibicion del
crecimiento de la raiz primaria y de las hojas provocada por la radiacion UV-B, dado
que las plantas mutantes mostraron una menor inhibicion del crecimiento por UV-B de
ambos o6rganos vegetales. Por otro lado, se demostrdé que la hoja #5 de las plantas
mutantes haff en condiciones control en ausencia de UV-B es menor que la misma
hoja de plantas salvajes, y esto se debe a que la hoja #5 de las plantas mutantes
posee células de menor tamafio. Consistentemente con estos resultados, las hojas de
las plantas haff presentaron menores indices de endorreduplicacion que las plantas
salvajes, sugiriendo que el menor tamano de las células de las hojas haff podria estar
determinado por el contenido de ADN (Massonnet y col., 2011). Por otro lado, el area
de la hoja #5 de las plantas haff expuestas a la radiacion UV-B fue similar al de hojas
de plantas salvajes, con un area celular y una cantidad de células similares. El
aumento del area celular de las hojas de las plantas hafl expuestas al UV-B se

correlacion6é con un aumento en el indice de endorreduplicacion. Por lo tanto, estos
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resultados indican que la ausencia de HAF1 en condiciones control disminuyen la
endorreduplicacion y consecuentemente el area celular, pero luego de la exposicion al
UV-B, la ploidia y el area celular aumentan, posiblemente como un mecanismo de
compensacion; es decir, la hoja #5 de las plantas haf1, las cuales son mas chicas en
condiciones control y tienen alterada la proliferacion celular bajo condiciones de UV-B,
pueden alcanzar el tamafo final y no disminuyen aun mas su tamafo. En condiciones
ambientales adversas, se ha propuesto que las plantas que endorreduplican su ADN
crecen mas rapido que las plantas sin endopoliploidia porque combinan las ventajas
de especies con genoma pequefio y las ventajas de especies con genoma grande. Un
genoma pequefio permite que las células se dupliquen rapidamente a un costo bajo de
energia, mientras que un genoma grande permite el mantenimiento de células
grandes. Estas caracteristicas pueden ser importantes en condiciones que limitan la
divisién celular (Barow y Meister, 2003). Otra hipotesis es que el aumento en el
numero de copias de los genes podria evitar la pérdida de genes esenciales, como por
ejemplo, la pérdida de genes por dafios en el ADN (Hase y col., 2006). Consistente
con esta hipotesis, en algunos casos se ha demostrado que la endorreduplicacion
aumenta en plantas que estan expuestas constantemente a la radiacion UV-B (Hase y
col., 2006; Gegas y col., 2014).

El factor de transcripcion E2Fe/DEL1 es un importante regulador del endociclo.
Este factor reprime la endorreduplicacion a través de la represion transcripcional de un
activador del complejo promotor de la anafase (APC), una ubiquitina ligasa
(Berckmans y col., 2011). De esta manera, en presencia de E2Fe/DEL1 se acumulan
las ciclinas que conducen a la mitosis; mientras que en su ausencia el endociclo esta
favorecido (Berckmans y col., 2011). También se ha demostrado que E2Fe/DEL1 es
un represor de PHR1/UVR2, |a fotoliasa que repara dimeros de ciclobutano en el ADN;
y que los niveles de este factor de transcripcién disminuyen luego de la exposicién al
UV-B (Radziejwoski y col., 2011). De este modo, una disminuciéon de E2Fe/DEL1 se
corresponde con una mayor tolerancia de las plantas a la radiacion UV-B, no sélo por
el rol de la fotoliasa sino también por un aumento de células que entran en endociclo
(Radziejwoski y col,. 2011). Por otro lado, como fue mencionado anteriormente, la
expresion de E2Fe/DEL1 esta regulada por E2Fb y E2Fc, que actian en forma
antagbnica; E2Fb activa la expresién de E2Fe mientras que E2Fc la reprime
(Berckmans y col., 2011). En la hoja #5 de las plantas haf1, la expresion de E2Fe en
condiciones control en ausencia de UV-B es significativamente mayor que en las hojas
de las plantas salvajes, mientras que luego del tratamiento con UV-B su expresion
disminuye alrededor de 2,3 veces en dichas plantas, mostrando niveles similares a los

de las plantas salvajes. Observamos ademas que los niveles de expresiéon de E2Fe se
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correlacionan directamente con los niveles de E2Fb e inversamente con los niveles de
E2Fc, en concordancia con lo que previamente fue publicado (Berckmans y col.,
2011). Las diferencias en la expresion de los factores de transcripcion E2F podria ser
una de las causas de las diferencias en los niveles de ploidia medidos en las plantas
haf1. Consistente con nuestros resultados, Vlieghe y col. (2005) demostraron que las
hojas de plantas que sobreexpresan el factor de transcripcion E2Fe poseen hojas de
menor tamafo que las plantas salvajes como resultados de un menor area celular y
menores niveles de endorreduplicacion. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que
HAF1, directa o indirectamente, regularia los niveles de expresién de E2Fb, E2Fc y
E2Fe, posiblemente acetilando las histonas asociadas a estos genes o
alternativamente a distintos reguladores de estos genes.

Por ultimo, resulta interesante mencionar que las plantas haff presentaron
elevados niveles de EROs tanto en condiciones control como luego del tratamiento
con UV-B, y podria ser ésta una de las razones por las que las plantas mutantes haf1
son menos sensibles al UV-B, debido a que se ha propuesto en varios estudios
recientes que algunas EROs cumplen un rol como molécula de sefializacién en
procesos de aclimatacién frente a distintos tipos de estrés, como la sequia, altas y

bajas temperaturas, metales pesados, entre otros (Revisados en Hossain y col., 2015).
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En Argentina, la produccion agropecuaria es uno de los ejes de la economia,
siendo el maiz uno de los principales cultivos. La demanda mundial del maiz crece afio
tras afio; por lo tanto, para responder a esta demanda y abastecer las necesidades de
una poblaciéon en aumento, la productividad del maiz debera incrementarse en forma
significativa. Argentina es uno de los paises productores de granos y aceite mas
importantes en el mundo, jugando un papel relevante en el abastecimiento del
mercado mundial. El crecimiento de la superficie sembrada y cosechada, los
rendimientos unitarios y la produccion de granos en Argentina ha aumentado
significativamente en esta década. Con poco mas de 30 millones de hectareas
ocupadas, la produccién conjunta de granos y semillas oleaginosas actualmente
supera el umbral de 90 millones de toneladas (Bolsa de comercio de Rosario,
Estimaciones de Produccion, 2015). Las exportaciones de granos totales de Argentina
en 2016 se previd que sea alrededor de 29,6 millones de toneladas, lo que seria
superior a 26,3 millones exportados en 2014-2015 (Lyddon, 2015; Joseph, 2015). Para
eso deberan adoptarse variedades con mejores caracteristicas que permitan optimizar
la produccion sin la necesidad de aumentar el area sembrada (Consejo Internacional
de Cereales (IGC), 2015).

La produccion de los cultivos depende de la absorcién de la radiacién solar y
de la utilizacion de la misma para su conversién en biomasa. La cantidad de radiacion
incidente esta determinada por el area foliar que posea una planta, por la orientacion
de las hojas y por la duracién e intensidad luminica de la exposicion (Campillo y col.,
2012).

3.1.1  Desarrollo de las hojas

El crecimiento de las plantas se ve afectado por las condiciones ambientales.
La velocidad de crecimiento en condiciones 6ptimas o limitantes puede determinar el
rendimiento de un cultivo (Rymen y col., 2010). Para alcanzar el tamafno y forma final
de las hojas, el desarrollo tiene que estar altamente coordinado a nivel celular, desde
la proliferacién hasta la expansiéon y la maduracién celular (Piazza y col., 2005;
Tsukaya, 2006). En Arabidopsis thaliana, las etapas de proliferacion y expansién
celular estan separadas temporalmente. En estadios tempranos del desarrollo de una
hoja se observan células en proliferacion a lo largo de todo el limbo de la misma
(Donnelly y col., 1999; Gonzalez y col., 2012). A continuacion, el ciclo celular se
detiene en el apice y un frente de arresto mitético se propaga hacia la base del érgano
(Donnelly y col., 1999; Gonzalez y col., 2012). Una vez que las células cesan de

dividirse comienza el proceso de expansion celular, durante el cual las células crecen
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varios miles de veces hasta que las hojas logran su tamafo final (Piazza y col., 2005;
Tsukaya, 2006). A diferencia de Arabidopsis, en las plantas monocotiledoneas como
maiz, la proliferaciébn y la expansion celular estan separadas temporal y
espacialmente. Por ello, el maiz es un buen modelo para la investigacion de los
mecanismos moleculares que controlan el crecimiento, debido a la organizacion de la
division celular y expansion a lo largo de su eje longitudinal (Granier y Tardieu, 2009;
Nelissen y col., 2012). En esta especie, se pueden diferenciar cuatro fases durante el
desarrollo de la hoja (Figura 48) (Granier y Tardieu, 2009). En la primera fase, el largo
de la hoja aumenta exponencialmente con el tiempo, y el largo celular es
aproximadamente constante desde la base hasta la punta de la hoja. La hoja es
considerada como un unico compartimento denominado DEZ (del inglés “Dividing and
Elongating Zone”) con células que se estdn dividiendo y expandiendo
coordinadamente. Durante la segunda fase, se desarrolla una nueva zona denominada
EZ (del inglés “Elongation Zone”), la cual estd compuesta sélo por células en
elongacién. Por lo tanto, la hoja en este estadio se encuentra formada por la zona de
crecimiento (GZ, del inglés “Growing Zone”) que incluye tanto la DEZ como la EZ.
Estas dos etapas ocurren antes de la emergencia de la hoja. Durante la tercera fase
de crecimiento, la zona de crecimiento adquiere un tamafio determinado y las células
que ya dejaron de expandirse dejan esta zona creando la zona madura (MZ, del inglés
“Mature Zone”), que aumenta su tamafio en funcién del tiempo. Finalmente, la longitud
de la GZ se reduce hasta que toda la hoja se compone soélo de células maduras. Este
evento marca el final de la cuarta fase (Granier y Tardieu, 2009). Como puede
observarse en la Figura 48, durante la tercera fase del crecimiento (también llamada

fase de crecimiento en estado estacionario), se encuentran células en divisién, en
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Figura 48: Representacion esquematica de las fases del desarrollo de la hoja de la
planta de maiz. Los numeros indican las diferentes fases del desarrollo de la hoja y las
lineas verticales indican la transicion de una fase a la siguiente. Adaptado de Granier and
Tardieu (2009).
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elongacion y células maduras a medida que aumenta la distancia desde la base de la
hoja. Durante esta fase, la velocidad de crecimiento es constante y la zona de
crecimiento tiene una longitud definida; por lo tanto este estadio puede utilizarse para

realizar un analisis cinematico de crecimiento.

3.1.11 Transicién de la etapa de division a la etapa de expansién celular

La cantidad de células que se generan durante la etapa de proliferacion celular
determinan, en ultima instancia, el tamafo final de las hojas (Andriankaja y col., 2012;
Gonzalez y col.,, 2012; Kalve, De Vos, y col.,, 2014). En Arabidopsis thaliana, los
factores involucrados en la transicion de la etapa de proliferacion celular a la de
expansion celular han sido ampliamente estudiados. Dentro de los factores que
regulan esta transicion, las fitohormonas y los factores de transcripcion GRFs (del
inglés “Growth regulating factors”) podrian jugar un papel importante (Mizukami y
Fischer, 2000; Hu y col., 2003; Kim y col., 2003; Werner y col., 2003; Liu y col., 2009;
Rodriguez y col., 2010; Nelissen y col., 2012; Kalve, De Vos, y col., 2014).

3.1.1.1.1  Fitohormonas

Las hormonas vegetales controlan el crecimiento y el desarrollo de las plantas
a través de la regulacion de la expresidén génica. Las hormonas juegan un papel crucial
en la regulaciéon de actividades celulares como la division y la diferenciacién celular, la
elongacién, la organogénesis, la reproduccion y las respuestas frente a distintos tipos
de estreses bidticos y abioticos (El-yazal y col., 2015). Las cinco hormonas clasicas
que se descubrieron a mitad del siglo XX son las citoquininas, las auxinas, las
giberelinas, el acido abscisico y el etileno; mientras que mas recientemente se han
caracterizado otras fitohormonas como el acido salicilico, los brasinoesteroides y el
acido jasmonico.

Las distintas hormonas son moléculas estructuralmente diversas, que actuan
generalmente en pequefas concentraciones. En las ultimas décadas, las
investigaciones se han centrado en identificar a los receptores de las distintas
hormonas y a las vias de transduccion que ellas activan; sin embargo, cada una de
estas vias de sefializacion estan interconectadas en una red compleja, y la interaccion
entre las diferentes vias es esencial para coordinar el crecimiento de las plantas en
respuesta a los cambios ambientales (El-yazal y col.,, 2015). A continuaciéon se
exponen algunos detalles de las vias hormonales individuales:
3.1.1.1.1.1 Citoquininas

Las citoquininas son moléculas derivadas de la adenina con una cadena lateral
isoprenoide o aromatica. Entre las citoquininas isoprenoides se encuentran la (cis- y

trans-) zeatina, la isopenteniladenina y la dihidrozeatina, con sus respectivos derivados
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glicosilados; y entre las aromaticas se incluyen la benciladenina, la kinetina y la
topolina, las cuales se encuentran en menores concentraciones que las citoquininas
isoprenoides en las plantas (Ha y col., 2012). El paso limitante de la biosintesis de las
citoquininas esta catalizado por las isopenteniltransferasas (IPTs), las cuales utilizan
ADP, ATP y tRNA para llevar a cabo su reaccién. Las formas biolégicamente mas
activas de las citoquininas del tipo trans-zeatina e isopenteniladenina se producen
predominantemente en el cloroplasto, mientras que la cadena isoprenoide de las
citoquininas del tipo cis-zeatina es sintetizada en el citoplasma. Este tipo de
citoquininas son mas abundantes en plantas monocotiledéneas (Ha y col., 2012), por
ejemplo en plantas de maiz se midieron niveles altos de cis-zeatina en 6érganos
vegetativos, mientras que no se detecté trans-zeatina (Smehilova y col., 2009).

Varios estudios sugieren que la degradacion de las citoquininas tiene un rol
importante en el desarrollo y en la adaptacién de las plantas a diferentes condiciones
ambientales (Werner y col., 2003; Carabelli y col., 2007; Nishiyama y col., 2011;
Gonzalez y col., 2012). Este proceso es llevado a cabo por las citoquininas oxidasas,
las cuales degradan irreversiblemente las citoquininas. Se ha predicho que existen 7
citoquininas oxidasas en Arabidopsis thaliana y 13 en maiz (Franc y col., 2012). Las
proteinas predichas de maiz tienen tamafos similares (=60 KDa) y distintos péptidos
de transito en el extremo N-terminal, indicando que poseen diferentes localizaciones
subcelulares (Werner y col., 2003). La sobreexpresién de diferentes citoquinas
oxidasas de Arabidopsis causan una disminucién en los niveles de citoquininas, y
consecuentemente una reduccion en el area de la hoja, causada fundamentalmente
por una disminucién de la division celular (Werner y col., 2003).
3.1.1.1.1.2 Auxinas

La hormona auxina o acido indolacético (IAA) posee un rol importante durante
todo el desarrollo de las plantas, dado que participa en la division, la elongacion y la
diferenciacién celular, y consecuentemente influye sobre la forma final y la funcion de
las células y tejidos en todas las plantas superiores. El metabolismo de esta hormona
no se conoce completamente, pero recientemente se han descubierto algunos
procesos que regulan su sintesis y degradacién (Revisados en Ljung, 2013).

Entre los factores que podrian regular la transicion entre la proliferacion y la
expansion celular, la hormona auxina juega un papel importante, debido a que induce
la expresion de ARGOS (del inglés: “AUXIN- REGULATED GENE INVOLVED IN
ORGAN SIZE”, Hu y col., 2003). Plantas sobreexpresantes o mutantes en ARGOS
mostraron tener mayor o menor tamafio de las hojas, debido a que poseen mayor o
menor cantidad de células, respectivamente (Hu y col.,, 2003). ARGOS regula la
funcién de la proteina de union a ADN, ANT (del inglés “AINTEGUMENTA”) y de la
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ciclina CYCD3;1, las cuales son reguladores claves de la proliferacion celular.
Ademas, plantas de Arabidopsis sobreexpresantes de ANT poseen hojas de mayor
tamafo, mientras que plantas mutantes en este gen producen hojas mas chicas
(Mizukami y Fischer, 2000).

3.1.1.1.1.3 Giberelinas

Las giberelinas son un grupo de acidos carboxilicos tetraciclicos diterpenoides
que actuan a lo largo de toda la vida de la planta estimulando el crecimiento de la
mayoria de los érganos a traves de la divisién y la elongacion celular. También estan
involucradas en la transicion entre distintas etapas del desarrollo, incluyendo la
transicion entre la dormancia de la semilla y la germinacion, la transicion entre las
fases juvenil y adulta, y entre las fases vegetativa y reproductiva (Colebrook y col.,
2014). La via de sefalizacion de las giberelinas involucra la biosintesis de hormonas
activas, su percepcion, la transduccion de la sefal y su inactivacién; y cada una de las
etapas esta regulada por factores ambientales, incluyendo el estrés abidtico
(Colebrook y col., 2014).

Las giberelinas son sintetizadas a partir del geranilgeranil difosfato, y para la
biosintesis de giberelinas activas se requiere de la actividad de tres enzimas en las
plantas: una terpeno sintasa, una citocromo P450 monooxigenasa y una dioxigenasa
dependientes de 2-oxoglutarato. Las dioxigenasas encargadas de sintetizar las
giberelinas bioactivas son las GA-20-oxidasa y la GA-3-oxidasa (Yamaguchi, 2008;
Nelissen y col., 2012). Existen varias formas de giberelinas pero sélo algunas de ellas
son bioactivas, las demas actuarian como precursoras de las formas activas
(Yamaguchi, 2008; Colebrook y col., 2014). La inactivacion de la giberelinas es
importante para la regulacion efectiva de la concentracion de hormonas bioactivas en
las plantas. Las giberelinas son inactivadas metabdlicamente de diferentes formas; sin
embargo la via mejor caracterizada es llevada a cabo por las giberelinas-2-oxidasas,
las cuales catalizan una reaccion de hidroxilacion (Yamaguchi, 2008).

Junto con las auxinas, las giberelinas también podrian estar involucradas en la
transicion de la etapa de division a la de expansién celular. Por ejemplo, en plantas de
maiz, Nelissen y col. (2012) demostraron que los niveles de giberelinas presentan un
maximo en la zona de transicion entre las zonas de expansién y divisidén celular, y que
plantas mutantes y sobreexpresantes de giberelinas presentan alteraciones en el
tamafio de la zona de division celular.
3.1.1.1.1.4 Acido abscisico

El acido abscisico o ABA es una hormona isoprenoide que regula varios

procesos fisioloégicos requeridos para el crecimiento y el desarrollo de las plantas,
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como la germinacion, la senescencia y la apertura de estomas. El ABA también regula
las respuestas adaptativas frente a diferentes condiciones de estrés como la sequia, la
salinidad y el estrés por frio (Ng y col., 2014; Sah y col., 2016). En condiciones de
sequia, temperaturas extremas y alta salinidad, los niveles de ABA aumentan
considerablemente para ayudar a las plantas a adaptarse y sobrevivir ante estas
condiciones (Ng y col., 2014). Generalmente se ha considerado al ABA como un
regulador negativo del crecimiento de las plantas, dado que promueve la dormancia
del meristema durante el crecimiento vegetativo en las yemas axilares y las raices
(Shimizu-Sato y Mori, 2001; Zhang y col., 2010).

La biosintesis del ABA ocurre en dos compartimentos diferentes; comienza en
los plastidos y termina en el citosol. Los primeros pasos involucran la conversion de
zeaxantina y anteraxantina en xantoxina en los plastidios, y luego, la xantoxina es
exportada al citosol y convertida en ABA en dos reacciones enzimaticas (Sah y col.,
2016). La concentracion endogena de ABA se determina por el balance entre la
biosintesis del ABA y su catabolismo, asi como también por la velocidad de transporte
del ABA a sus sitios de accion. El catabolismo es llevado a cabo por dos vias
diferentes denominadas hidroxilacion y conjugacién (Sah y col, 2016). La
translocacion de ABA entre las células, tejidos y 6rganos juega un papel importante en
las respuestas de la planta frente a condiciones de estrés. EI ABA es un acido débil
que puede difundir pasivamente a través de las membranas biolégicas cuando se
encuentra protonado; sin embargo, también puede ser transportado a través de las
membranas por transportadores, los cuales fueron descubiertos por primera vez en
plantas de Arabidopsis (Ng y col., 2014; Sah y col., 2016).
3.1.1.1.1.5 Etileno

La hormona etileno es un mensajero gaseoso que regula varios aspectos del
ciclo de vida de las plantas, como por ejemplo la germinacion, el desarrollo de la raiz y
de los pelos radiculares, la floracion, la maduracion de los frutos, la senescencia y la
respuesta a estrés bidticos (como el ataque de patdgenos) y abidticos (como estrés
por frio) (Lin y col., 2009). A nivel celular, el etileno inhibe la expansion celular
(Vanstraelen y Benkova, 2012), pero también puede regular la division celular (Street y
col., 2015).

Analisis genéticos llevados a cabo durante las ultimas décadas, principalmente
utilizando la planta modelo Arabidopsis thaliana, ha dado como resultado la
identificacion de elementos claves que intervienen en la respuesta primaria al etileno
(Revisados en Chen y col.,, 2005). La caracterizacion de estos elementos de
sefalizaciéon ha permitido postular un modelo para la transduccion de sefales de

etileno, que es esencialmente una via lineal, iniciada por la unién del etileno a los

120



receptores de membrana, y que culmina en la regulacién transcripcional de genes que
responden al etileno en el nucleo. Curiosamente, los receptores de etileno, asi como
los elementos de sefalizacidn iniciales en la via, se localizan predominantemente en el
reticulo endoplasmatico (ER). Todo el proceso de transduccién de sefales se activa
por la unién del etileno a los receptores, y tanto en plantas monocotiledéneas como en
dicotileddneas, los receptores de etileno existen como familias multigénicas (Shakeel y
col., 2013).

En Arabidopsis, los receptores de etileno estan compuestos por una familia de
5 miembros, los cuales actuan como reguladores negativos dado que en ausencia de
etileno, los receptores activan a CTR1 (del inglés “CONSTITUTIVE TRIPLE
RESPONSE 1”), una quinasa que suprime la respuesta al etileno, manteniendo
fosforilada a EIN2 (del inglés “ETHYLENE INSENSITIVE 2”) (Street y col., 2015). En
presencia de etileno, CTR1 es desactivada, y como consecuencia EIN2 se procesa
proteoliticamente de manera que su dominio C -terminal se libera y migra al nucleo. En
el nuacleo, EIN2 inicia una regulacion transcripcional que involucra a EIN3 (del inglés
‘ETHYLENE INSENSITIVE 3” Light y col., 2016). Dentro de los transcriptos regulados
por el etileno se encuentra el transcripto HYPOCOTYL SHORT 2, el cual es un
represor de la sefializacion de la auxina y es un punto de convergencia del etileno y
las citoquininas en la regulacion negativa de la proliferacion celular (Street y col.,
2015).
3.1.1.1.1.6 Acido salicilico

El acido salicilico (SA) es un compuesto fendlico que, a pesar de su amplia
distribucion en las plantas, tiene niveles basales diferentes entre las distintas especies
(Rivas-San Vicente y Plasencia, 2011). El acido salicilico se sintetiza a través de dos
vias diferentes que ocurren en distintos compartimentos; la ruta fenilpropanoide en el
citoplasma se inicia a partir de la fenilalanina, y la via del isocorismato tiene lugar en el
cloroplasto. La mayor parte del SA sintetizado en las plantas es glicosilado y/o
metilado (Rivas-San Vicente y Plasencia, 2011). La glicosilacién es llevada a cabo por
glicosiltransferasas presentes en el citosol, y los niveles de estas enzimas, al igual que
los niveles de SA, aumentan frente al ataque de patégenos en plantas de Arabidopsis
(Song, 2006), demostrando que el SA funciona como una molécula senal ante el
estrés bidtico. Ademas, el SA puede mediar la respuesta de las plantas frente a
diferentes tipos de estreses abiodticos, como la sequia, las temperaturas extremas, la
tolerancia a metales pesados y el estrés osmotico (Revisados en Khan y col., 2015).

Existen evidencias de que el acido salicilico cumple roles en el crecimiento y
desarrollo de las plantas, como por ejemplo en la germinacion, el crecimiento

vegetativo, la fotosintesis, la respiracion, la floracion y la senescencia (Revisados en
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Rivas-San Vicente and Plasencia, 2011). El rol del SA en el crecimiento de las plantas
se ha estudiado poco en comparacién con el de otras hormonas, sin embargo plantas
mutantes de Arabidopsis que muestran niveles elevados de SA presentan un fenotipo
de enanismo que se debe a que poseen una menor cantidad y tamafo de células
(Sasek y col., 2014); mientras que plantas mutantes que presentan deficiencias en los
niveles de SA mostraron mayor velocidad de crecimiento que las plantas salvajes
(Abreu y Munné-Bosch, 2009).

3.1.1.1.1.7 Brasinoesteroides

Los brasinoesteroides (BRs) son hormonas esteroides especificas de las
plantas caracterizadas por su estructura esterol polihidroxilado. Los BRs son
hormonas vegetales esenciales que desempefan diversas funciones en el crecimiento
y el desarrollo de las plantas, por ejemplo durante la germinacién de las semillas, la
elongacién celular, la divisién celular, la senescencia, la diferenciacion vascular, la
reproduccion, el desarrollo de las raices, la fotomorfogénesis, y también responden a
diversos estreses bioticos y abidticos (Nakaya y col., 2002; Bajguz y Hayat, 2009;
Cheon y col., 2010; Wang y col., 2011).

La biosintesis de BRs, el transporte y la degradacion son componentes criticos
en la homeostasis de los brasinoesteroides para mantener los niveles enddgenos
minimos para diversas funciones biologicas de las plantas. Mutantes deficientes en los
niveles de BRs exhiben enanismo, alteracion en la morfologia de las hojas, retraso en
la floracién y la senescencia (Cheon y col., 2010; Clouse, 2011), demostrando que los
niveles de estas hormonas son importantes durante el desarrollo de las plantas.
3.1.1.1.1.8 Acido Jasménico

El acido jasménico y sus sales derivadas o jasmonatos (JAs) son moléculas
sefal derivadas de lipidos que regulan diversos procesos del desarrollo asi como
también distintas respuestas frente a estreses bidticos y abidticos en plantas
(Wasternack y Hause, 2013; Ahmad y col., 2016). La inhibicién del crecimiento de la
raiz y la senescencia fueron las primeras respuestas fisiolégicas descriptas para los
JAs (Ueda y Kato, 1980; Staswick y col., 1992). Sin embargo, mas recientemente se
ha demostrado que los jasmonatos actuan en conjunto con otras hormonas para
regular distintos procesos del desarrollo (Ubeda-Tomas y col., 2012). Por ejemplo, en
Nicotiana attenuata, altos niveles de jasmonatos inhiben la biosintesis de giberelinas y
consecuentemente inhiben el crecimiento del tallo (Heinrich y col., 2013).

Los JAs son producidos a partir de fosfolipidos como el acido linolénico y a-
linolénico, los cuales son liberados de las membranas de los cloroplastos a través de

la accion de fosfolipasas (Lyons y col.,, 2013). Esto proporciona sustratos para los
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pasos posteriores de dioxigenacion catalizadas por lipooxigenasas (LOXs), que
conllevan a la formacion del acido hidroperoxioctadecadienoico (HPODE). Los
HPODEs, luego de varios pasos enzimaticos, son convertidos en acido jasmonico. Las
lipooxigenasas de plantas tradicionalmente han sido clasificadas segun la posicion en
la que se oxida la cadena principal hidrocarbonada de los fosfolipidos, ya sea en la
posicion C-9 o C-13. En monocotiledéneas, se han caracterizado enzimas no
convencionales con la capacidad dual de oxidar en las dos posiciones; ejemplos de
ellas son ZmLOX1, OsLOX1 y la lipooxigenasa de maiz conocida como
TASSELSEED1 (Lyons y col., 2013).

3.1.1.1.2  Factores de transcripcion Growth Regulating Factors (GRFs)

Los factores de transcripcion GRFs son una familia pequefa de factores de
transcripcion especificos de las plantas. A pesar de que en los primeros estudios se
identificaron roles de los GRFs unicamente durante el desarrollo de las hojas y los
tallos (van der Knaap y col.,, 2000; Kim y col.,, 2003), mas recientemente se
encontraron otras funciones durante el crecimiento y el desarrollo de las plantas, como
en la floracién, en el desarrollo de la semilla y la raiz, en el control del crecimiento ante
condiciones de estrés y en la regulacion de la longevidad de las plantas (Rodriguez y
col., 2010; Hewezi y col., 2012; Baucher y col., 2013; Casadevall y col., 2013; Liu y
col., 2014; Vercruyssen y col., 2015). Los factores de transcripcion GRFs forman un
complejo con los coactivadores transcripcionales GIF (del inglés “GRF-interacting
factors”) y en Arabidopsis, siete de los nueve miembros de la familia GRF son blancos
del microARN396 (miR396) (Omidbakhshfard y col., 2015).

Al igual que las hormonas, los factores de transcripcion GRFs son reguladores
esenciales del crecimiento de las hojas (Kalve, De Vos, y col.,, 2014). Plantas de
Arabidopsis que sobreexpresan GRF1 o GRF2 mostraron hojas mas grandes que las
de plantas salvajes, mientras que plantas triple mutantes nulas grf1/2/3 poseen hojas
mas pequefas y angostas (Kim y col., 2003). Por otro lado, plantas de Arabidopsis que
sobreexpresan el miR396 mostraron una disminucion en los niveles de transcriptos
que codifican algunos GRFs, lo que trae como consecuencia una severa inhibicién de
la division celular, dando plantas con hojas mas chicas que las de las plantas salvajes
(Liu y col.,, 2009). Por ultimo, Rodriguez y col. (2010) mostraron que plantas de
Arabidopsis con niveles aumentados de TCP4, el cual reduce la proliferacion celular
en hojas, poseen mayores niveles del miR396 y menores niveles de los factores de
transcripciéon GRFs, demostrando que una interconexién entre la via de los TCP y

GRFs podria regular la proliferacién celular en plantas.
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3.1.2 Efecto de la radiacion UV-B en el desarrollo de las hojas

Como se expuso anteriormente, la inhibicién del crecimiento es una de las
respuestas mas consistentes de la exposicién de las plantas a la radiacion UV-B; y
esta radiacién, ya sea suministrada por la luz solar o a través de lamparas de UV-B,
limita el crecimiento de la hoja en una gran variedad de especies. Muchos estudios se
han realizado para intentar entender este efecto, pero la mayoria de ellos se realizaron
utilizando hojas maduras, en donde la division celular y la expansion celular ya
finalizaron (Casati y Walbot, 2003; Kakani y col., 2003; Reddy y col., 2013; Martinez-
Luscher y col., 2015). Ademas, la informacién disponible acerca de los efectos de la
radiacion UV-B en la proliferaciéon y la expansion celular es contradictoria,
probablemente por diferencias en las condiciones experimentales. Por un lado, altas
dosis de UV-B inhiben la proliferacion celular, mientras que dosis crénicas de baja
intensidad afectan tanto la proliferacion como la expansién celular (Hopkins y col.,
2002; Kakani y col.,, 2003; Rousseaux y col., 2004; Hectors y col.,, 2010).
Recientemente, en nuestro laboratorio demostramos que la exposiciéon de hojas de
Arabidopsis con células en proliferacion activa a dosis de UV-B que causan dafio en el
ADN inhibe la expansion de las hojas como consecuencia de la inhibicion de la
proliferacién celular y no de la expansion celular (Casadevall y col., 2013). Ademas, en
el afo 2003, Casati y Walbot describieron que plantas de maiz crecidas a campo en
presencia de radiacion solar, incluida la radiacion UV-B, sufren una inhibicién del
crecimiento, en comparacion a plantas controles crecidas en condiciones similares

pero a las cuales se les filtré el UV-B con plasticos que absorben esta radiacion.
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3.2.1  Objetivo general:
Estudiar el efecto de la radiacion UV-B en el crecimiento de la hoja de maiz

3.2.2 Objetivos particulares:

1.

Evaluar si el UV-B afecta el tamafio final de la hoja numero 4 de plantas
de maiz B73 y la velocidad de elongacion de la hoja.

Analizar los mecanismos que se ven alterados a nivel celular.

Comparar el transcriptoma de plantas crecidas en presencia y ausencia
de UV-B.

Medir las concentraciones de diferentes hormonas en hojas control y
tratadas con radiacién UV-B.

Estudiar el rol de ZmGRF1 en el crecimiento de las plantas frente al UV-

B utilizando plantas sobreexpresantes de GRF1 insensibles al miR396.
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3.3.1  Material vegetal y condiciones de crecimiento

En primer lugar, se trabajo con la linea de maiz salvaje B73 obtenida del Maize
Genetics Stock Center (http://www.aces.uiuc.edu/maize-coop/). Las semillas se
sembraron en vasos plasticos individuales conteniendo tierra y se colocaron al aire
libre durante la época de verano del afio 2013 en Rosario, Argentina. A las plantas
control se las cubrié con un filtro plastico de poliéster (plastico de poliéster claro de
100 um) que absorbe la radiacién UV-B sin disminuir significativamente las radiaciones
UV-A o visible, mientras que las plantas que recibieron radiacion UV-B se cubrieron
con un filtro de acetato de celulosa, que no absorbe dicha radiacion, para que no haya
variacion de temperatura y humedad entre ambos tratamientos. La radiacion
suministrada en los experimentos fue registrada usando un detector de radiacion UV-A
y UV-B (Ultraviolet Radiometer Modelo UV203, Macam Photometrics Ltd.). El
promedio de radiaciéon UV-A recibida por ambos grupos de plantas un dia soleado fue
de 11 a 13 W.m?, mientras que el promedio de radiacion UV-B recibida por las plantas
control un dia soleado fue de 0,4 a 0,6 W.m?, mientras que la experimentada por el
grupo expuesto a dicha radiacion fue de 2 a 2,2 W.m™2.

En segundo lugar, se trabajé con plantas de maiz que sobreexpresan el factor
de transcripcién GRF1 insensible al miR396 (denominadas GRF1%) (Nelissen y col.,
2015) y con semillas dwarf3, mutantes en la conversidbn de giberelinas activas
(Nelissen y coll.,, 2012). Las semillas se sembraron en vasos plasticos individuales
conteniendo tierra; y en los experimentos utilizando estas plantas, los tratamientos con
UV-B fueron realizados en invernadero en condiciones de temperatura y humedad
controladas, utilizando lamparas (Bio-Rad) que emiten radiacion UV-B a una
intensidad de 0,7 W.m? durante 8 h diarias. Las plantas control fueron expuestas
durante el mismo periodo de tiempo pero las lamparas se cubrieron con un filtro
plastico de poliéster (plastico de poliéster claro de 100 um) que absorbe la radiacion

UV-B sin disminuir significativamente las radiaciones UV-A o visible.

3.3.2 Analisis cinemético

3.3.2.1 Medida de la velocidad de elongacién y de la longitud final de la hoja #4

Las medidas de la velocidad de elongacién y de la longitud final de la hoja se
realizaron utilizando la hoja #4. Una vez emergida las mismas, se registré su longitud
una vez al dia utilizando el nivel de tierra como punto de referencia. Las medidas
fueron registradas para 20 plantas control y 20 plantas crecidas en presencia de UV-B.

La velocidad de elongacién se calcul6 para cada hoja individual como la pendiente de
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la recta de regresién ajustada a través de los datos obtenidos a las 24, 48 y 72 h
(periodo de crecimiento lineal). Los datos fueron promediados entre las hojas y la
velocidad de elongacion de las hojas se utilizé para los calculos posteriores. Una vez

que la hoja #4 finalizé su elongacion, se registré este valor como longitud final.

3.3.2.2 Medida de la longitud de las células epidérmicas y estimacién de la longitud del meristema

El tercer dia de crecimiento constante de la hoja #4, 12 plantas de cada
condicion (control y UV-B) fueron cosechadas del mismo lote de plantas que se utilizd
para la determinacién de la velocidad de elongacion.

Se colectaron los primeros 10 cm de la base hacia la punta de la hoja #4 de
cada una de las plantas y se fraccionaron en 10 segmentos de 1 cm cada uno. Estos
segmentos se dividieron en dos partes iguales, las cuales se utilizaron para obtener la
longitud promedio de las células epidérmicas y para la estimacién promedio de la
longitud del meristema.

Para la medida de la longitud de las células epidérmicas, los segmentos se
guardaron en etanol absoluto durante 48 h para la remocién de las clorofilas y la
fijacion del tejido. Posteriormente, se tomaron imagenes sucesivas de cada segmento
en el microscopio optico (DIC, del inglés, Differential Interference Contrast) Olympus
BH-2 (Olympus Corporation, Shinjuku, Tokyo, Japon) con una camara digital Nikon
digital Sight DS-Fi1 (Nikon Corporation, Tokyo, Japén), utilizandose el objetivo 40x
para la observacion de las células meristematicas y en elongacion, y el objetivo 20x
para la observacion de las células maduras. Por ultimo, se determind la longitud de las
células utilizando el programa Image J, y estos valores fueron utilizados
posteriormente para realizar el analisis cinematico.

La estimacion del tamafio de la zona meristematica se realizé midiendo la
distancia desde la base de la hoja hasta la dltima figura mitética. Para ello, los
segmentos fueron incubados durante una semana en una solucién 3:1 (v/v) de etanol
absoluto: acido acético para la fijacion de las paredes celulares y remocion de la
clorofila. Luego, las muestras se enjuagaron con un buffer que contenia 50mM NacCl,
5mM EDTA y 10mM TRIS-HCI a pH 7.0. Para la visualizacién de los nucleos, los
segmentos fueron tefidos en oscuridad durante 10 minutos con el mismo buffer
conteniendo 1ug.mL™" de 4 ',6-diamino-2-fenilindol (DAPI). Los nucleos fluorescentes
fueron observados en un microscopio con un condensador fluorescente, y estas
imagenes permitieron estimar el tamano de meristema, definido como la distancia

entre la base de la hoja y la célula mitética mas distal.

127



3.3.2.3 Estimacion de los parametros de crecimiento

Se calcularon los parametros de crecimiento a través de un analisis cinematico,
como se describio en Fiorani y col. (2000) y en Rymen y col. (2010).

La distribucion de la longitud de la célula a lo largo del eje de la hoja se obtuvo
trazando la longitud de cada célula en funcion de la posicion con respecto a la base de
la hoja. Los datos de todos los puntos se combinaron para cada hoja y luego se
interpolaron utilizando el método de Kernel (Beemster y Baskin, 1998). De esta
manera, se obtuvieron los perfiles de longitud de la célula para cada hoja. El algoritmo
de interpolacién se realiz6 utilizando el programa R.

Observando el perfil de la longitud de las células interpoladas para cada hoja,
las longitudes de células maduras (Im) se calcularon haciendo un promedio de las
longitudes de las células de los puntos mas distales cuando el aumento de la longitud
entre los puntos sucesivos fue 0 um. La longitud de la zona de crecimiento (Ldez) se
estimé como la distancia desde la base de la hoja hasta la posicion en la que las
células alcanzaron el 95% de su longitud madura.

En base a las medidas de la velocidad de elongacién de la hoja y en el perfil
celular, se realizo el analisis cinematico de la elongacién de la hoja. La posicién de
cada dato de longitud de célula interpolada como una funcién de la distancia desde la
base de hoja se definié como: X = n x Ax, donde n = 1,2,3, etc.; y Ax representa 25 um.
La cantidad de células en la zona de crecimiento (Ndez) y en la zona de division (Ndiv)
se calculd a partir de la densidad celular local, p(x), la cual es reciproca a la longitud

celular local, aplicando la siguiente formula:
Ndez,div = Ax X Z[p(nAx +pn—1)Ax] /2

Donde la sumatoria se detuvo en el margen distal de la zona de crecimiento y
de la zona de divisién, respectivamente.
El tamafio (Lez) y la cantidad de células en la zona de elongacién (Nez) se
determinaron como:
Lez = Ldez — Ldiv
Nez = Ndez — Ndiv
Por otro lado, determinamos la produccion de células como:
LER

" Im
donde LER es la velocidad de elongacion de la hoja y Im es el tamafio de las
células maduras.
Teniendo en cuenta la naturaleza exponencial del proceso de division celular,

la duracion media del ciclo celular (Tc) se calculé como:
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Ndiv
Tc =1n(2)x

El tiempo de residencia en la zona de elongacion es proporcional a la cantidad
de células en esta region (Nez) y al intervalo de tiempo tomado para que una nueva
célula se agregue a la zona. Dado que P es reciproco a este tiempo, el tiempo de

residencia en la zona de elongacién (Tez) se estimé como:

Nez
Tez = —
P

3.3.3  Andlisis de dafio en el ADN utilizando la técnica de dot blot

Se utilizé el mismo protocolo para detectar dimeros de pirimidinas por
formacion de anillo de ciclobutano (CPDs) descripto para plantas de Arabidopsis en la
seccion 2.3.10.1. Para ello, muestras de hoja que correspondian a la zona madura
(Granier y Tardieu, 2009) se colectaron 3 dias luego de la emergencia de la hoja,
durante el crecimiento en estado estacionario, y las mismas fueron inmersas
inmediatamente en N, y conservadas a -80 °C. EI ADN se extrajo utilizando el método

de CTAB descripto en la seccion 2.3.4.1.

3.3.4  Extraccion de ARN

Como se describe en la seccion 3.3.2.2, se colectaron los primeros 10 cm de la
base hacia la punta de la hoja #4 de las plantas a analizar, y se diseccionaron en 10
segmentos de 1 cm cada uno. Se extrajo el ARN total de los 3 primeros segmentos de
3 hojas utilizando el protocolo descripto en la seccién2.3.4.2. Luego, 1 mg de ARN
total se incub6 con ADNasa | libre de ARNasa siguiendo las instrucciones del
fabricante (Promega) para eliminar el posible ADN gendmico. EI ARN obtenido se

utilizé para los experimentos de transcriptomica.

3.3.5  Experimentos de transcriptomica

El ARN obtenido se analizé por experimentos de ARNseq utilizando la
tecnologia lllumina™, en el laboratorio del Dr. Beemster en la Universidad de
Amberes, Bélgica. El experimento se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante
(Hlumina Inc., 2013, 2014).

Una vez obtenido el ARN en las condiciones necesarias se procedid a construir
las bibliotecas utilizando el kit TruSeqTM RNA Sample Preparation Guide (lllumina).
Para ello, se usaron 2,5 pg de ARN total, a partir del cual se purifico y fragmenté el
ARN poliadenilado. EI ADNc fue sintetizado utilizando una enzima transcriptasa
reversa incluida en el kit y hexameros al azar. A continuacion, el ARN fue degradado y

se sintetizd el ADN doble cadena. La reparacion de los extremos y la adicion de un
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nucledtido de adenina al extremo 3’ posibilitaron la ligacion de secuencias adaptadoras
que luego permitieron identificar a qué muestra correspondia cada secuencia
generada. Finalmente, las muestras fueron amplificadas con 12 ciclos de reaccién de
PCR utilizando cebadores complementarios a las secuencias adaptadoras. Luego, la
concentracion de las bibliotecas fue cuantificada utilizando la tincion PicoGreen® (Life
Technologies™). Con el fin de cuantificar con precision la concentraciéon en nM de los
oligonucledtidos, se utilizo el kit Kapa SYBR® FAST universal qPCR (Kapa
Biosystems™), y para determinar el tamafo de los fragmentos se utilizé el Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies™). Para el andlisis de las secuencias se
utilizé el secuenciador lllumina HiSeq 1500. Las muestras fueron secuenciadas por el
método de paired-end con el TruSeq® SBS Kit, compatible con la plataforma lllumina
HiSeq 1500. Se obtuvieron alrededor de 5 millones de lecturas para cada muestra. Se
secuenciaron tres réplicas por condicion.

Una vez obtenidas las secuencias, diferentes paquetes informaticos fueron
utilizados para determinar los genes que presentaron expresion diferencial. Entre ellos,
el paquete CLC Genomics workbench, version 6 y la base de datos de Zea Mays
(RefGen V3; http://www.maizegdb.org) se usaron para el proceso de alineamiento y
estimacion de valores RPKM (del inglés “Reads Per Kilobase of transcript per Million
reads mapped”) (Mortazavi y col., 2008). Los valores de RPKM estimados para cada
una de las secuencias fueron utilizados en el programa MeV (Multi Experiment Viewer
4.9.0) para realizar un ANOVA a dos criterios e identificar los genes que presentaron
una expresion diferencial entre los tratamientos (control y UV-B) y entre las zonas de
crecimiento. Los valores de p obtenidos se corrigieron utilizando multiples pruebas
para calcular el FDR (del inglés “False Discovery Rate”), con el objeto de reducir la
probabilidad de detectar falsos positivos, usando sélo genes para los cuales se detectd
expresion en las tres repeticiones en al menos un tratamiento. Un FDR < 0.05 en
combinacion con un LogFC (del inglés “Fold Change”) de 0,75 se utilizé para

seleccionar los genes que se encontraban afectados significativamente.

3.3.6  (Cuantificacion de los niveles de las fitohormonas

Estos experimentos se realizaron en el Laboratorio de la Dra. Els Prinsen, en la

Universidad de Amberes, Bélgica.

3.3.6.1 Extraccién de hormonas écidas

Para la extraccion de acido abscisico (ABA), acido indolacético (IAA), acido
jasmonico (JA), acido salicilico (SA) y giberelinas (GA), las hojas fueron maceradas en

nitrégeno liquido y sumergidas en metanol 80% (v/v) durante toda la noche. Luego se
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afnadieron patrones de fitohormonas adecuadamente deuterizados en las cantidades
definidas: Cg'*-fenil-IAA (100 pmol, Cambridge Isotope Laboratories Inc., Andover,
Massachusetts, USA), Dg-ABA (150 pmol, [Hg](+)-cis, trans ABA (OIChemIm, Olomouc,
Czech Republic), 100 pmol [?H4]-SA (OIChemIm), 100 pmol dihidro-acido jasmonico
(OIChemIm) y 20 pmol [*H.] giberelina A19 (OIChemIm).

Previo a la separacién y el analisis de las distintas hormonas se realizé un paso
de purificacion utilizando una cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) para
remover los pigmentos. Para ello se utilizd una columna cromatografica C18 (Bond
Elut C18 500 mg, 6 cc, Agilent, CA, USA), previamente acondicionada con metanol
80% (v/v). El extracto se acidifico con acido férmico 6% (v/v) de manera que las
hormonas queden retenidas con la fase estacionaria de la columna C18. Las
hormonas fueron luego eluidas de la columna con éter dietilico. El agua residual fue
removida y la fase etérea del eluido fue evaporada con una corriente de N, (Turbovac
LV Evaporator, Hopkinton, MA, USA). Luego, las hormonas se metilaron con
diazometano y las muestras se secaron utilizando una corriente de N,. Por ultimo, las
muestras fueron disueltas en hexano 100% (v/v) para el analisis de SA y JA a través
de cromatografia gaseosa acoplada a un espectrometro de masa en tandem (GC-
MS/MS). Luego del andlisis de JA y SA, el remanente de las muestras se seco
nuevamente y fue re-disuelto en 50 pl de metanol 10% (v/v) para el analisis de IAA,
ABA y GA por cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de masa en tandem
(LC-MS/MS).

3.3.6.1.1  Andlisis de JAy SA

Para la analisis de JA y SA se empledé un cromatdgrafo de gases Agilent
Technologies 6890 Network GC System, acoplado a un detector selectivo de masas
Waters Micromass Quattro micro GC (Waters; MA, USA). El proceso de separacion se
llevd a cabo utilizando una columna capilar DB-WAX (J & W Scientific, Folsom, CA,
EE.UU.) de 15 m x 0,25 mm, el volumen de inyeccién fue de 10 pl, el gas portador
utilizado fue helio y la velocidad de flujo fue 1ml.min”. La temperatura del horno se
programé desde 50°C (2 min) hasta 300 °C (3 min) a 25 °C min™.

Los analisis se realizaron por impacto electronico (70 eV) mediante «Multiple
Reaction Monitoring» (MRM). La cuantificacién se realiz6é utilizando la relacion
masa/carga (m/z) de los iones diagnoésticos detallados a continuacion: m/z 152>120
para MeSA, m/z 156>124 para D,-MeSA, m/z 224>151 para MeJA y m/z 226>153

para DHMeJA. Los datos fueron expresados en pmol por gramo de peso fresco.
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3.3.6.1.2  Andlisis de IAA, ABA y GA

Las giberelinas, el IAA y el ABA fueron analizados por UPLC-MS/MS, utilizando
para la cromatografia una columna ACQUITY BEHC18 de 1.7 ym (WATERS). La
elucion de las hormonas se realizé de acuerdo con el siguiente procedimiento: caudal
0,4 ml.min™', 2 minutos del solvente 95/5 de MeOH 10% (v/v) en NH;OAc 1mM/MeOH,
a continuacién un gradiente lineal 10/90 de MeOH 10% (v/v) en NH;OAc 1mM/MeOH y
por ultimo dos minutos del solvente 10/90 de MeOH 10% (v/v) en NH,OAc 1TmM/MeOH
de manera isocratica. Las condiciones del espectrémetro de masas (Acquity TQD,
Waters, Manchester, UK) fueron: modo ion positivo con una energia de colision de 20
eV, temperatura de la fuente: 120°C, temperatura de desolvatacion: 450°C, flujo del
gas de desolvataciéon: 7501.h™, flujo del gas de colisién: 0,19 ml.min™. Los iones
diagnésticos utilizados para la cuantificacion fueron: m/z 190>130 para Me-1AA, m/z
196>136 para Me-C'-IAA, m/z 279>173 para Me-ABA y m/z 285>179 para Ds-Me-
ABA, m/z 393>300 para GA19-Me y m/z 391>298 para D,-GA19-Me. Los datos fueron

expresados en pmol por gramo de peso fresco.

3.3.6.2  Extraccién y andlisis de las citoquininas

Para la extraccion de las citoquininas, las hojas fueron maceradas en nitrégeno
liquido y sumergidas en metanol 80% (v/v) durante toda la noche. Luego se agregaron
estandares internos de fitohormonas adecuadamente deuterizados en las cantidades
definidas: [?Hs] dihidrozeatina (D-DHZ) y [He]N°-Isopenteniladenosina (D-iPA) (10
pmol, OIChemIm).

En primer lugar, se centrifugaron las muestras (15 min a 20000g y 4°C, 5810R,
rotor FA-45-30-11 Eppendorf, Hamburg, Germany) y al sobrenadante se le realizé una
etapa de purificacion utilizando una cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) para
remover los pigmentos como se describe en el punto 3.3.6.1. A continuacion, las
muestras se secaron utilizando un concentrador (Christ RNC2-25, Germany) y por
ultimo, se disolvieron en 50ul de MeOH 10% (v/v) para el analisis.

Las citoquininas isoprenoides fueron analizados por UPLC-MS/MS, utilizando para la
cromatografia una columna ACQUITY BEHC18 de 1.7 ym (WATERS), utilizando una
temperatura de 30°C y un flujo de 400.La elucién de las citoquininas isoprenoides se
realizé de acuerdo con el siguiente procedimiento: caudal 0,4 mil/min, 0,5 min del
solvente 95/5 de MeOH 10% (v/v) en NH,OAc 1mM/MeOH, a continuaciéon un
gradiente lineal 75/25 de MeOH 10% (v/v) en NH,OAc 1mM/MeOH durante 2,5 min,
luego 1 min del solvente 75/25 de MeOH 10% (v/v) en NH,;OAc 1mM/MeOH de
manera isocratica, y por ultimo otro gradiente lineal 5/95 de MeOH 10% (v/v) en

NH;,OAc 1mM/MeOH durante 0,5 min. Las condiciones del espectrometro de masas
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(Acquity TQD, Waters, Manchester, UK) fueron: modo ion positivo con una energia de
colision de 20 eV, temperatura de la fuente: 120°C, temperatura de desolvatacion:
400°C, flujo del gas de desolvatacion: 800lh™, flujo del gas de colisién: 0,22 mimin™. La
cuantificacion se realizé utilizando la relacion masa/carga (m/z) de los iones
diagnodsticos detallados a continuacion: m/z 225 > 136 para dihidrozeatina deuterada
(d-DHZ), m/z 220 > 136 para cis-Zeatina (cis-Z), m/z 342 > 210 para
isopenteniladenosina deuterada (D-IPA), m/z 336 > 204 para isopenteniladenosina
(IPA).

Las citoquininas aromaticas fueron analizadas por UPLC-MS/MS, utilizando
para la cromatografia una columna ACQUITY BEHC18 de 1.7 ym (WATERS),
utilizando una temperatura de 40°C y un flujo de 550. La elucién de las citoquininas
aromaticas se realizé de acuerdo con el siguiente procedimiento: caudal 0,55 ml.min™,
1 min del solvente 100/0 de MeOH 10% (v/v) en NH,OAc 1mM/MeOH, a continuacién
un gradiente lineal 72/28 de MeOH 10% (v/v) en NH;OAc 1TmM/MeOH durante 4 min,
luego 0,5 min de un gradiente lineal del solvente 0/100 de MeOH 10% (v/v) en
NH,OAc 1mM/MeOH, y por ultimo 0,5 min de un solvente isocratica MeOH 100% (v/v).
Las condiciones del espectrometro de masas (Acquity TQD, Waters, Manchester, UK)
fueron: modo ion positivo con una energia de colision de 12 eV, temperatura de la
fuente: 120°C, temperatura de desolvatacion: 400°C, flujo del gas de desolvatacion:
800Ih™, flujo del gas de colision: 0,22 ml.min™. La cuantificacion se realizé utilizando la
relacion masa/carga (m/z) del ion diagnéstico detallado a continuacion: m/z 404>242

para para-topolin-9-glucosido (pT9G).
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3.4.1 Efectos de la radiacién UV-B en el crecimiento de la hoja de maiz

Como fue descripto en la Introduccion general, la radiacion UV-B afecta varios
procesos del desarrollo y modifica la arquitectura de las plantas. En general, luego de
la exposicién con UV-B, se observa una reduccion de la biomasa y reduccion del largo
y area de las hojas (Farooq y col., 2005; Zinser y col., 2007; Casadevall y col., 2013;
Reddy y col., 2013; Takshak y Agrawal, 2014); sin embargo, las respuestas inducidas
por la radiacion UV-B varian ampliamente dependiendo del tipo de tratamiento
realizado. Previamente en nuestro laboratorio demostramos que la exposicion de
plantas de Arabidopsis, una especie dicotiledénea, con radiacion UV-B a una
intensidad de 2 W.m™ durante 4 h, produce la inhibicién del crecimiento de las hojas
en proliferacion activa, como consecuencia de una inhibicion temprana de la
proliferacion celular (Casadevall y col.,, 2013). En este capitulo de la Tesis, nos
interesé estudiar el efecto de la radiaciéon UV-B en el desarrollo de las hojas de maiz,
una especie monocotiledénea. Los experimentos fueron realizados utilizando la
radiacién solar como fuente de UV-B, para que las condiciones experimentales sean
similares a las de los cultivos de la zona.

Para ello, plantas de maiz fueron crecidas recibiendo radiacién solar como fuente
de luz durante el verano, y el crecimiento de las mismas se comparo con el de plantas
control a las cuales se les filtré el UV-B con plasticos de poliéster que absorben dicha
radiacion. Se eligid al azar la hoja #4 como modelo de estudio para el analisis de
crecimiento. Las plantas expuestas al UV-B fueron cubiertas con un filtro de acetato de
celulosa que deja pasar la radiacion UV-B para mantener condiciones de humedad y
temperatura similares a las de plantas control. La intensidad de radiacion UV-A y UV-B
fue registrada todos los dias, y los resultados se muestran en la Figura 49. En primer
lugar, se midi6é el largo de la hoja #4, tanto de plantas control como de las plantas
expuestas a radiacion UV-B. Este tratamiento resulté en una reduccion del 13% (P
<0.05) en el tamafio final de las hojas de plantas expuestas al UV-B en comparacion al
de las hojas de plantas crecidas en ausencia de UV-B (Figura 50). En segundo lugar,
se determiné la velocidad de elongacién de la hoja #4 durante los tres dias luego de su
emergencia, tiempo durante el cual el crecimiento se encuentra en la fase de estado
estacionario. Este ensayo mostré que la velocidad de crecimiento de la hoja #4 fue
30% menor en las plantas expuestas a la radiacion UV-B (P<0.001) que en las plantas
control (Figura 51).

Por otra parte, se midioé el dafio en el ADN en hojas maduras de plantas crecidas
en ausencia y presencia de UV-B. Resulté interesante observar que las plantas

expuestas al UV-B no mostraron acumulacién de dafio en el ADN, sugiriendo que los
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sistemas de reparacion del ADN se encuentran activos bajo las condiciones
ensayadas, y la acumulacion del dafio en el ADN no seria la causa de la inhibicion del

crecimiento de las hojas observada (Figura 52).

B coowm) | wswm)

Dia soleado Dia nublado Dia soleado Dia nublado
UV-A 11a13 3a5 11a13 3a5
UVv-B 0,4a0,6 0,1a0,3 2a22 0,609

Figura 49: Experimento realizado utilizando a la radiacién solar como fuente de UV-B. a)
Foto del dispositivo utilizado para los tratamientos. Del lado izquierdo de la imagen se
encuentran las plantas crecidas en presencia de UV-B cubiertas con un filtro de acetato de
celulosa y del lado derecho se encuentran las plantas crecidas en ausencia de UV-B (plantas
control). b) Tabla con las intensidades promedios de UV-A y UV-B medidas en dias nublados
y soleados.
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Figura 50: Efecto de la radiaciéon UV-B en el crecimiento de las plantas de maiz. a) Foto
de la hoja #4 de plantas de maiz crecidas en condiciones control en ausencia de U\
(Control) y en presencia de UV-B (UV-B). b) Longitud de la hoja #4 de plantas creci

en condiciones control en ausencia de UV-B y en presencia de UV-B. Las letras muestran
diferencias sianificativas. al ablicar t de student con un p<0.05.
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Figura 51: Velocidad de elongacién de la hoja #4. Se determind el largo de la hoja #4 tres
dias luego de su emergencia de plantas crecidas en ausencia de UV-B (plantas control) y en
presencia de radiacion UV-B (UV-B). Las letras muestran diferencias significativas, al aplicar t
de student con un p<0,05.

uUv-B Control

| Control positivo

Figura 52: Ensayo de dot blot para determinar los niveles de acumulacién de dimeros de
pirimidina por UV-B. A) Dot blot utilizando anticuerpos anti-DPCs para la determinacion del
dafio en el ADN en plantas expuestas (UV-B) y no expuestas (control) a la radiacién UV-B. B)
Gel de agarosa 1% en donde se sembrd 1 ug de ADN. Se utilizaron dos plantas de Arabidopsis
tratadas bajo ldmparas de UV-B durante 4 h a 2 W.m™ como control positivo del ensayo de
dot blot.
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3.4.2 Andlisis cinematico

A fin de dilucidar cémo los procesos que ocurren a nivel celular contribuyen a las
diferencias en los parametros macroscopicos observadas, se realiz6 un analisis
cinematico del crecimiento. Este ensayo permiti6 estimar diversos parametros de
crecimiento como el numero de células en la DEZ, en la EZ y en el total de células
maduras, la velocidad de divisién y de expansion celular, y el tamafio promedio de las
células en cada estadio (células en division, células en elongacion, células maduras).
Para realizar este estudio fue necesario establecer primero un perfil de tamafios
celulares a lo largo de la hoja, para luego calcular los parametros de crecimiento.

Para establecer el perfil celular a lo largo de la hoja, se midié la longitud de las
células epidérmicas en funcion de la posicion de la hoja. Para ambos tratamientos
(control y UV-B) el perfil de longitud celular mostré una forma tipica con dominios
distintivos (Figura 53): en la base de la hoja se observa una zona en la cual las células
tienen un tamafo constante y donde se produce simultaneamente la division vy
expansion celular (“DEZ”), y en las posiciones mas distales se observa que las células
aumentan considerablemente su tamano debido a la expansion celular en ausencia de
actividad mitética (“EZ”). Por ultimo, se observa una regién donde se alcanza un

tamanio celular constante, y las células no se dividen ni se expanden (“MZ”).
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Figura 53: Efecto de la radiaciéon UV-B en la longitud de las células epidérmicas. a) Longitud
celular de las plantas control (negro) y las plantas expuestas a la radiacion UV-B (gris) en
funcion de la distancia desde la base de la hoja. b) Relacién UV-B/C de la longitud celular en
funcion de la distancia desde la base de la hoja . ¢) Imagen representativa de los diferentes

tamafios celulares desde la base hacia la punta de la hoja.
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En la Figura 53 se observa que, tanto las hojas de plantas expuestas al UV-B
como las hojas de plantas control, hacia la base poseen un largo celular similar de
aproximadamente 13 ym. Sin embargo, a medida que se avanza hacia la punta de la
hoja, las hojas de plantas expuestas a la radiacion UV-B tienen células de mayor
tamafno en la misma posicién que las hojas de plantas no expuestas a dicha radiacion
(Figura 53b). Hacia la punta de la hoja, se observa que las células maduras de las
hojas de plantas expuestas al UV-B y de plantas control poseen un tamafo similar de
aproximadamente 120 um.

A continuacion se estimaron los parametros de crecimiento. La Tabla IV muestra
que el tamafo de la EZ y la longitud de las células maduras no varian
significativamente entre las hojas de plantas expuestas y no expuestas a la radiacion
UV-B, indicando que el menor tamafio de las hojas expuestas al UV-B se debe
especificamente a una reducciéon de la produccion celular. Ademas, cuando se
comparé la velocidad de produccién celular en la zona de crecimiento, se observé que
la hoja #4 de las plantas expuestas a la radiacion UV-B posee una reduccion del 37%
de este parametro en comparacion a la de hojas de plantas control (15,43 células/hora
vs 24,31 células/hora, Tabla IV). La reduccién en la produccion celular podria deberse
a que las hojas de las plantas expuestas a la radiacion UV-B poseen una menor
cantidad de células en division, o, alternativamente, a que las células en division tienen
un ciclo celular mas largo. Para analizar este fenotipo en mayor detalle, se evalué el
tamano de la DEZ, en donde las células se encuentran en divisidn activa, a través de
la tincién de los ndcleos con DAPI para encontrar la ultima figura mitética. Este ensayo
mostré que las hojas de las plantas expuestas a la radiacion UV-B tienen una zona de
division 35% menor en comparacion a la de hojas de plantas control (P<0,001) (Figura
54). A pesar de las diferencias encontradas en el tamafno de esta zona, el tamafio de
las células dejando la DEZ no se encontré afectado por la radiacién UV-B, mientras
que la cantidad de células fue significativamente menor en hojas expuestas a la
radiacion UV-B (Tabla IV). Por el contrario, la duracién del ciclo celular no se modifico
por el tratamiento (Tabla V).

Por lo tanto, la menor produccion celular de la hoja #4 de plantas expuestas a la
radiacién UV-B se debe especificamente al menor nimero de células en division en la
zona de crecimiento; de manera analoga a lo que se describié en Rymen y col. (2007),
para estrés por frio. Finalmente, estos resultados mostraron que el tiempo de
residencia en la EZ es significativamente mayor en las hojas de plantas expuestas al
UV-B; lo que explicaria por qué ambas hojas poseen el mismo tamafio de células
maduras (Tabla V).
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Figura 14: Efecto de la radiacion UV-B en el tamafo de la DEZ. A) Tamafio de la DEZ de
hojas de plantas en ausencia de UV-B (control) y de hojas de plantas expuestas a la radiacién
UV-B (UV-B). Las letras muestran diferencias significativas, al aplicar ANOVA con un p<0,05.
B) Imagen representativa de células epidérmicas tefiidas con DAPI que fueron utilizadas para
localizar la Ultima figura mitética para determinar el tamafio de la DEZ.

Parametros de crecimiento | uvBC | P
Longitud final de la hoja (cm) 46.1+45 400+ 5.7 0,87 0,02
Velocidad de elongacion de la hoja (mm/h) 221+0.3 1.5+£0.6 0,7 0,009
Tamafio de las células maduras (um) 120.6 +18.0 121.9+7.8 1,01 NS
Produccion de células (cel/h) 243+4.4 154+53 0,63 0,01
Tamafio de la DEZ (mm) 37.8+3.9 245+24 0,65 <0.001
Longitud de la células que dejan la DEZ (um) 76.0+15.2 66.8+19.5 0,88 NS
Cantidad de células en la DEZ 1614 + 338 965 + 196 0,6 0,002
Duracién del ciclo celular (h) 46.0+4.9 46.0+ 11.6 1 NS
Tiempo de residencia en la EZ (h) 16.9+ 3.6 30.3+8.6 1,79 0,006
Cantidad de células en la EZ 415+ 137 448 + 144 1,07 NS
Longitud de la EZ (mm) 43.5+9.3 442+9.4 1,01 NS

Tabla IV: Parametros de crecimiento para la hoja #4 de plantas crecidas en presencia de UV-B
(UV-B) y de plantas crecidas en ausencia de UV-B (Control).

En conclusion, la radiacion UV-B produce una inhibicién del crecimiento de la hoja
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#4 que se debe a que la misma posee una DEZ mas pequefa, con menor niumero de

células que la hoja #4 de plantas crecidas en ausencia de UV-B.

3.4.3 Efecto de la radiacion UV-B en el transcriptoma de la zona de crecimiento (GZ) de maiz

Para analizar molecularmente la inhibicion del crecimiento de la hoja #4 de
maiz por UV-B, se analiz6 el transcriptoma de los segmentos [, Il y Ill, que forman
parte de la zona de crecimiento de la hoja #4 de maiz cuando la misma se encuentra
en la fase de crecimiento estacionario, de plantas crecidas en presencia y en ausencia
de UV-B. El transcriptoma de las mismas se analiz6é por experimentos de ARNseq, en
colaboracion con el laboratorio del Dr. Beemster en la Universidad de Amberes,
Bélgica, para poder identificar transcriptos candidatos a codificar proteinas que
participen en esta respuesta (Figura 55). Para cada muestra, se analizaron ftres
muestras bioldgicas diferentes.

Para el andlisis de los datos, en primer lugar realizamos un agrupamiento
jerarquico de cada una de las réplicas bioldgicas. EI mismo mostré que los resultados
obtenidos fueron reproducibles entre todas las réplicas biolodgicas (Figura 55a), a
excepcidn de una de las muestras de hojas expuestas al UV-B correspondiente al
segmento lll, por lo cual se eliminé para continuar con el analisis. De los 62.892 genes

que se encuentran en el genoma de maiz (B73 RefGen_v3; MaizeSequence.orq),

46.436 se expresaron en todas las muestras, y el 6% de estos (2801 transcriptos),
mostraron expresion diferencial por exposicion con UV-B. Para evaluar el efecto global
del tratamiento sobre el transcriptoma se realiz6 un dendograma (Figura 55b), el cual
mostrd que las réplicas biolégicas se agruparon. Ademas, el arbol mostré que el
transcriptoma del segmento | de la hoja de plantas control se asemeja mas al
transcriptoma del segmento | de la hoja de plantas expuestas al UV-B que al de los
segmentos Il y Il de las plantas control, mostrando que en el segmento | el efecto de
desarrollo es mayor que el efecto del tratamiento. Por otro lado, se observo que el
transcriptoma del segmento Il de la hoja de las plantas control es mas parecido al del
segmento Il de las mismas hojas y no al transcriptoma del segmento Il de las hojas de
plantas expuestas al UV-B, mostrando que para el segmento Il el efecto del
tratamiento es mayor que el efecto de desarrollo (Figura 55b). El segmento Il de las
plantas tratadas con UV-B mostré el transcriptoma mas diferente debido a que incluye
células que dejaron de dividirse y que solo se expanden (Figura 55b). Es importante
destacar que ninguno de los segmentos utilizados para hacer el experimento de
ARNSseq recibio6 radiacion solar directamente, ya que se encuentran cubiertos por otras

hojas maduras en el momento en el que se colectaron las muestras; por lo tanto, la
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expresion diferencial debida a la radiacion UV-B debe ser transmitida a través de

sefales por parte de los tejidos expuestos.

Cl  UV-BI cn cCli uv-BIlUV-BIII

Figura 55: Analisis de las diferencias globales en la expresién génica entre los diferentes
segmentos de las hojas de plantas control y expuestas al UV-B correspondientes a la zona de
crecimiento. A) Agrupamiento jerarquico de todos los transcriptos expresados en los segmentos
I, II y III de distintas muestras bioldgicas de plantas control y expuestas al UV-B. Los valores
fueron expresados como el log, de la mediana de los valores de expresion. La escala de color se
encuentra debajo de la figura. B) Dendograma correspondiente a los tres segmentos de cada
una de las plantas (control y expuestas al UV-B).

3.431 Cambios globales en la expresién génica por UV-B

En primer lugar se analizaron los cambios transcripcionales globales causados
por la radiacién UV-B utilizando el programa Pageman (Figuras 56 y 57). La Figura 56
muestra que algunos transcriptos que codifican proteinas de las reacciones luminosas
fotosintéticas y de la via de la fotorespiracion estan regulados positivamente por la
radiacion UV-B, mientras que las enzimas implicadas en el metabolismo de la
sacarosa y el almidén se encuentran reguladas negativamente por dicha radiacion.
Como se menciond anteriormente, los tejidos analizados no estan directamente
expuestos a la luz en el momento de la recoleccion, por lo que la actividad fotosintética

en estos segmentos es probablemente muy baja. Por otra parte, los transcriptos de
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diferentes enzimas del metabolismo secundario estdn mayormente expresados en
hojas expuestas a la radiacién UV-B, en particular, enzimas del metabolismo de
fenilpropanoides, flavonoides y terpenoides. Estos transcriptos serian inducidos para
proporcionar a las plantas compuestos de proteccion al UV-B.

Ademas, la radiacion UV-B induce la expresion de enzimas que participan en la
degradacién y la modificacién de la pared celular, mientras que también regula la
expresion de enzimas de otras vias metabdlicas, tales como enzimas del ciclo de los
acidos ftricarboxilicos, del metabolismo de los lipidos, de los aminoacidos y de los

nucledtidos (Figura 56).
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Figura 56: Cambios transcripcionales globales encontrados en la zona de crecimiento de la
hoja #4 de maiz causados por la radiacion UV-B analizados utilizando Pageman. En esta
figura se encuentran representados los transcriptos que codifican para proteinas del
metabolismo primario y secundario. Los transcriptos que se encuentran regulados
negativamente por UV-B estadn representados en color azul y los que se encuentran
regulados positivamente por UV-B se ven en color rojo. Referencias: ATC, &acidos
tricarboxilicos.

Por otra parte, la Figura 57 muestra que los transcriptos de enzimas que
participan en las vias de biosintesis y sefalizacién de las hormonas se encuentran

regulados por la radiacion UV-B. Por ejemplo, transcriptos de enzimas involucradas en
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la sintesis, sefializacion y degradacion de acido abscisico (ABA), de citoquininas, del

etileno, y de los acidos salicilico y jasmonico se encuentran regulados positivamente

por la radiacién UV-B, mientras que los de proteinas de la via de las giberelinas y de

las auxinas se encuentran reguladas negativamente. Estas proteinas podrian tener un

rol en la determinacion del menor tamano de la DEZ de las plantas expuestas a la

radiacion UV-B. Ademas, algunos transcriptos que codifican factores de transcripcion

de diferentes familias, como por ejemplo bHLH y bromodominios, enzimas que

participan en la degradacion proteica y proteinas de sefalizacion como receptores

quinasas, fosfoinositidos y proteinas G estan diferencialmente regulados por UV-B,
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Figura 57: Cambios transcripcionales globales en la zona de crecimiento de la hoja #4 de
maiz causados por la radiacién UV-B analizados utilizando Pageman. En esta figura se
encuentran representados los transcriptos que codifican para proteinas que participan en vias
regulatorias. Los transcriptos que se encuentran regulados negativamente por UV-B estdn
representados en color azul y los que se encuentran regulados positivamente por UV-B se ven
en color rojo. Referencias: ABA, acido abscisico; BA, 6-bencilaminopurina; SA, acido salicilico;
GA, giberelinas; JA, acido jasménico.

algunas de estas proteinas podrian cumplir un papel en la inhibiciéon de la proliferacion

celular por esta radiacion.
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3.43.2  Cambios en los patrones de expresion de los diferentes segmentos de la hoja #4 luego de la
exposicion al UV-B

Luego, los transcriptos se agruparon en funciébn de los cambios

estadisticamente significativos provocados por la radiacion UV-B en cada uno de los
segmentos analizados, o por la interaccion entre el tratamiento y la zona de la hoja de
acuerdo a la similitud de los patrones de expresién. Como resultado se obtuvieron 24
grupos (Figura 58, Tabla V).

El grupo con mayor cantidad de transcriptos (grupo 1) incluye a aquellos
transcriptos cuyos niveles de expresion aumentan con la distancia desde la base de la
hoja. En este grupo, a excepcion del tercer segmento, en los dos primeros segmentos
de plantas expuestas al UV-B los transcriptos muestran menor nivel de expresion que
en los respectivos controles. En este grupo se encuentran transcriptos de varias
proteinas que participan en las transiciones del ciclo celular y que se requieren durante
la division celular (Tabla V). Por ejemplo, en este grupo se encuentran varias
ciclofilinas, proteinas del citoesqueleto que participan en la organizacién de los
microtubulos como la actina y la tubulina, proteinas involucradas en los puntos de
control de la mitosis, factores de transcripciéon involucrados en el desarrollo, tales
como proteinas que contienen dominios NAC y TEOSINTE BRANCHED1. Por otro
lado, a pesar de que el patrén de expresion de los transcriptos en los grupo Il y IV es
diferente al patron observado en el grupo |, estos dos grupos también contienen
transcriptos cuya expresion en el segmento Il es mayor en hojas de plantas control
que en el mismo segmento de las de hojas tratadas con UV-B. En el grupo Il se
incluyen factores de transcripcién que regulan las transiciones del ciclo celular como
factores de la familia E2F (Gutierrez y col., 2002), ciclofilinas, un inhibidor de quinasa
dependiente de ciclina y algunos factores de transcripcién de la familia de los Growth
Regulating factors o GRFs, tales como GRF1, GRF2, GRF14 y GRF15; mientras que
en el grupo IV se encontraron transcriptos para otras ciclofiinas y factores de
transcripcién similares a AINTEGUMENTA y ASYMMETRIC LEAVES 2 de
Arabidopsis, los cuales cumplen roles durante el desarrollo y la proliferacion celular
(Mizukami y Fischer, 2000; Luo y col., 2012). De esta manera, algunos transcriptos
que se requieren para la division y proliferacién celular son reprimidos por UV-B en la
GZ, y la disminucion en la expresién de los mismos podria estar relacionada con la
disminucion del tamafio de la DEZ de las hojas expuestas al UV-B.

Los transcriptos que se encuentran en los grupos V y Xlll son interesantes
también debido a que poseen un patrén de expresion similar en todos los segmentos
tanto en UV-B como control, a excepcion del segmento | en el grupo V y el segmento |l

en el grupo Xlll, los cuales muestran una marcada regulacion negativa por parte de la
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radiacion UV-B. Varios factores de transcripcién que poseen roles en el desarrollo y la
proliferacion celular se incluyen en el grupo V, asi como un transcripto que codifica
para una enzima que actua en la biosintesis de auxinas. En el grupo Xlll se
encontraron transcriptos similares a AUXIN RESPONSE FACTOR 2y ANGUSTIFOLIA
de Arabidopsis (también relacionados con la proliferacién celular) (Schruff y col., 2006;
Kwak y col., 2015). Nuevamente, la represién de la expresién de estas proteinas por
UV-B podria contribuir al fenotipo observado en el analisis cinematico.

Por otro lado, varios transcriptos se encuentran aumentados en los segmentos
estudiados de hojas de plantas expuestas a la radiacién UV-B en comparacién a los
de hojas de plantas control. En la Figura 58 se muestra que estos transcriptos se
encuentran en los grupos lll, VI, X, Xll, XVII y XX. En el grupo lll, se encontro el
transcripto de la giberelina 2-dioxigenasa, mientras que en el grupo VI y XVII se
encontraron transcriptos que codifican proteinas con similitud de secuencia con
citoquininas oxidasas de Arabidopsis. Tanto la giberelina 2-dioxigenasa (Yamaguchi,
2008) como las citoquininas oxidasas (Schmiilling y col., 2003) estan involucradas en
el catabolismo de las hormonas giberelinas y citoquininas, respectivamente. Por otro
lado, varios factores de transcripcion se incluyen en el grupo X, tales como algunos
factores de transcripcion del tipo WRKY y dedos de zinc (Tabla V). Curiosamente, una
enzima putativa de reparacion al ADN similar a ERCC1 de Arabidopsis (Hefner y col.,
2003) se encuentra en este grupo, a pesar de que los segmentos de hojas analizados
no estan directamente expuestos a la radiaciéon UV-B. Por otra parte, en el grupo Xl
se encuentra el transcripto TASSEL SEED1, que codifica para una lipooxigenasa
involucrada en la sintesis de jasmonatos en plantas de maiz (Nemchenko y col., 2006)
y en el grupo XX un factor de transcripcion TCP que podria estar involucrado en la
regulacion del desarrollo de la hoja (Koyama y col., 2010). Estos u otros factores de
transcripcién encontrados en estos tres grupos podrian estar involucrados en la
represidon de los transcriptos de los grupos I, II, IV, V y Xlll necesarios para la division
celular.

Por ultimo, el grupo Xl incluye transcriptos cuya expresion es muy baja en el
segmento | de plantas control y alta en el mismo segmento de plantas irradiadas,
mientras que el grupo XXIII incluye transcriptos cuya expresion es baja en los
segmentos Il y Il de plantas control y alta en dichos segmentos de plantas expuestas
a la radiacion UV-B (Figura 58). En el grupo XXIIl se encontré otro factor de
transcripcién del tipo TCP con un rol putativo en el desarrollo de las plantas (Tabla V).
Este factor de transcripcion podria tener un rol en la regulacién de la expresion de
proteinas necesarias para la salida del ciclo celular, induciendo una diferenciacion mas

temprana bajo condiciones de UV-B.
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A modo de conclusion, los datos de expresion obtenidos sugieren que el menor

numero de células en la zona de crecimiento de las plantas expuestas a la radiacién

UV-B podria estar asociado con cambios transcripcionales de reguladores positivos y

negativos del ciclo celular y el desarrollo.
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Figura 58: Andlisis de los perfiles de expresién de los genes regulados por UV-B a lo largo
de los segmentos correspondientes a la zona de crecimiento de hojas de maiz expuestas al
UV-B (UV) y de hojas control (C). Los transcriptos con perfil de expresién similar se
agruparon y en cada grafico se muestra la expresién promedio de las tres réplicas biolégicas
en lineas negras y el desvio estdndar en lineas grises. Los valores graficados corresponden al
log, de los niveles de expresién génica. El nimero de transcriptos de cada grupo se
encuentra en la parte superior de cada grafico.
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Tabla V: Transcriptos diferencialmente expresados en condiciones Control y UV-B. En la tabla se muestra el grupo en el que se encuentra el transcritpto,
el ID del transcripto, el nombre del gen y la categoria funcional a la cual pertenece. Ademas se detalla si la expresidn diferencial se debe al tratamiento o
a la interaccidén entre el tratamiento y la zona de la hoja, utilizando un cero para cuando no hay expresion diferencial y un uno cuando hay diferencias en
la expresidon. Por ultimo, se detalla el valor de expresién obtenido para cada caso, en donde C-I, C-II y C-III, son los segmentos 1, 2 y 3 en condiciones
control y UV-B-I, UV-B-II y UV-B-III son los segmentos 1, 2 y 3 en condiciones de UV-B, respectivamente.

Expresion diferencial

Expresion diferencial

Grupo ID del transcripto Gen Categoria funcional debida al tratamiento debida a Ia interaccion C-l C-ll C-lll UV-B-I UV-B-II UV-B-lII
| GRMZM2G070807_T05 cyclophilin-type family protein ciclo celular 0 1 -0,42 0,87 0,57 -0,65 -1,13 1,15
I GRMZM2G049525_T02 CYCLOPHILIN71 organizacion celular 0 1 0,68 0,54 073 0,6 0,92 1,38
| GRMZM2G126190_T03 actin 7 organizacion celular 0 1 0,05 0,58 0,45 -0,99 -0,95 1,3
| GRMZM2G071790_T05 BETA-6 TUBULIN organizacion celular 0 1 -0,45 0,58 0,47 -0,87 -0,83 1,64
I GRMZM2G068755_T02 M'CROTUBULEﬁSGAN'ZAﬂON ™| organizacion celutar 1 1 0,21 0,58 0,62 -0,86 1,23 1,04
I GRMZM2G062084 T02 | Phragmoplast-associated kinesin- organizacion celular 0 1 -0,53 0,34 0.1 -0,66 0,68 2,16

related protein 2
I GRMZM2G034362_T02 MYOSIN-like organizacion celular 0 1 0,35 -0,03 1,19 -0,25 1,35 1,19
| GRMZM2G048826_To1 | transcription f?;;’ijy"f the NAC desarrollo 1 0 0,15 1,02 0,59 142 0,24 0,29
| GRMZM2G090217_To1 | MS! type nucleosome/chromatin desarrollo 1 1 0,58 0,56 0,56 1,05 128 0,94
assembly factor C
| GRMZM2G406204_To1 | transcription f?:my‘” the NAC desarrollo 1 0 0,24 022 0,71 073 A1 1,01
sintesis de
I GRMZM2G332838_T04 histone H4 ADN/estructura de la 1 0 0,62 04 0,94 1,44 0,36 0,55
cromatina
I GRMZM2G009913_T04 spindle Cherc;‘;f;zt protein- no asignado 1 0 0,65 0,2 0,65 1,5 0,42 0,65
| GRMZM2G166687_T01 teosinte branched1 protein regulacin de la 1 0 0,33 0,77 0,41 1,39 0,63 0,77

transcripcion
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Grupo ID del transcripto Gen Categoria funcional Expresion diferencial | Expresion diferencial c-l c-l c-lil UV-B-| UV-B-Il UV-B-II
debida al tratamiento debida a la interaccion
peptidyl-prolyl cis-trans
1] GRMZM2G006107_T02 isomerase cyclophilin-type family ciclo celular 0 1 1,05 0,33 -1,72 0,75 -0,35 -0,09
protein
1] GRMZM2G157510_T01 cyclin dependent kinase inhibitor ciclo celular 0 1 0,97 -0,31 -0,62 1,36 -0,39 -1,53
regulator of chromosome
1] GRMZM2G135770_T02 condensation (RCC1) family divisioén celular 1 0 1,15 0,5 -0,83 0,81 -0,87 -1,15
protein
1] GRMZM2G149994_TO03 CDC48B-like division celular 0 1 0,39 0,45 -0,89 14 -0,55 -1,2
HYPERSENSITIVE TO MMS,
1] GRMZM2G025340_T02 IRRADIATION AND MMC like division celular 1 0 0,87 0,94 -0,75 0,37 -0,7 -1,08
protein
1] GRMZM2G149994_T04 CDC48B- like protein division celular 0 1 0,64 0,64 -0,19 0,85 -0,8 -1,72
It GRMZM2G106028_T01 m'°’°t”b”'e'asﬁ?k°;ated protein- organizacion celular 0 1 0,99 0,31 1,56 0,91 0,12 1,15
I GRMZM2G057000 T05 brassinosteroid bi0§ynthesis—like metabolismo de las 0 1 115 0,37 0,83 0,54 115 01
- protein hormonas
I GRMZzM2G378580_Tos | AUXINRESPONSE FACTOR 2like| - ARN.regulacion de la 0 1 06 0.53 0,78 113 -0,36 1,67
protein transcripcion
I GRMZM2G087161_T01 basic helix-loop-nelix (bHLH) ARN.regulacion de la 0 1 119 0,03 1,56 0,95 0,22 06
family protein transcripcion
. ARN.regulacién de la
] GRMZM2G050590_T01 E2F-related protein o, 0 1 1,07 0,11 -1,47 1,06 -0,34 -0,64
transcripcion
1 GRMZM2G060000_T01 | E2F-like 1 transcription factor ARN.regulacién de la 0 1 0,85 0,46 -0,98 0.74 0,27 1,99
transcripcion
I GRMZM2G040131_To1 | Methyl-binding domain protein regulacion de la 0 1 0,89 0.19 0,33 0,87 0,25 -2,04
MBD101 transcripcion
I GRMZM2G176910_To1 |  9rowth inhibition and ciclo de los acidos 0 1 0,89 0,02 032 0,82 -0,01 21
- differentiation-related protein 88 tricarboxilicos
I GRMZM2G034876_T01 | growth-regulating factor 1 (GRF1) | ARN-regulacion dela 1 1 2,52 2,23 035 2,69 1,69 -0,01
transcripcion
I GRMZM2G178261 TO1 growth-regulating factor 15 ARNAreguIa.cicS_rT dela 1 1 2,60 1,90 -0,46 2,83 134 40,39
- (GRF15) transcripcion
I GRMZM2G099862_T01 | growth-regulating factor 2 (GRF2) ARN.regulacién de la 1 1 2,87 1,56 -0,21 2,89 1,24 0,59
transcripcion
I GRMZM5G853392_T02 growth-regulating factor 14 ARN.regulacién de la 1 1 2,14 2,33 0,77 2,31 2,07 0,59
- (GRF14) transcripcion
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Expresién diferencial

Expresion

Grupo ID del transcripto Gen Categoria funcional . . diferencial debida a C-l C-ll C-lll UV-B-I UV-B-II UV-B-IlI
debida al tratamiento . L
la interaccion
ibberellin 2-beta- I
i LRMZM2G051619_T01 gibberefiin ~beta metabolismo de las 1 0 1,75 0,14 0,45 -0,26 0,80 0,95
dioxygenase hormonas
. . . Expresion diferencial Expresion diferencial
Grupo ID del transcripto Gen Categoria funcional . . - . L C-l C-ll C-lll UV-B-I UV-B-II UV-B-Iil
debida al tratamiento debida a la interaccion
peptidyl-prolyl cis-trans
\% GRMZM2G367206_T06 isomerase cyclophilin-type family ciclo celular 0 1 0,53 0,68 -0,55 0,23 -1,38 0,74
protein
v GRMZM2G057000_T03 brassinosteroid b|0§ynthe5|s—llke metabolismo de las 0 1 017 011 0,05 -0,66 0,81 2,04
protein hormonas
v GRMZM2G132774_T01 cyclin like protein proteinas.modificaciones 0 1 -0,42 0,11 0,64 0,43 -1,08 1,76
postraduccionales
v GRMZM2G021573_T02 similar to AINTEGUMENTA TF ARN.regulacion de la 0 1 -0,35 -0,09 1,19 -0,14 1.4 1,19
transcripcion
v GRMZM2G133806_To2 | S™ilarto ASYMMETRIC LEAVES 21 ARN.regulacion de la 0 1 -0,57 1,01 0,21 -0,69 -0,54 1,49
TF transcripcion
Grupo ID del transcripto Gen Categoria funcional SIRSSNEOTIEE] | (S pEe el c c-ll c-lil UV-B-I UV-B-II UV-B-III
debida al tratamiento debida a la interaccion
\ GRMZM2G387227_T01 CYCA1;1-like ciclo celular 0 1 0,58 -0,01 0,21 -1,76 0,58 0,58
v GRMZM2G447151_1 SAUR14 - au>'<|n-respon5|ve SAUR metabolismo de las 0 1 058 058 -0,08 148 058 0,58
family member hormonas
Grupo ID del transcripto Gen Categoria funcional 2R ENClEreE] || B lre el e c C-ll c-il UV-B-I UV-B-II UV-B-III
debida al tratamiento debida a la interaccion
vi GRMZM2G050997_T01 similar to cytokinin oxidase 2 metabolismo de las 0 1 0,54 053 A,15 0,62 0,50 1,54

hormonas
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Expresion diferencial

Expresion diferencial

Grupo ID del transcripto Gen Categoria funcional debida al tratamiento debida a Ia interaccion C-l C-ll C-lll UV-B-I UV-B-II UV-B-Il
X GRMZM2G123896_To4 | dormancy/ a“’“’;:j:;da‘ed family desarrollo 1 0 1,23 0,31 07 0,6 0,86 117
X GRMzM2G073510_To3 | ERCCT (UV REPAIR DEFICIENT 7) - ARN regulacién de la 1 0 -0,62 -0,44 0,76 0,52 0,53 115
- like protein transcripcion
X GRMZM2G034260_T03 similar to RNA polymerase Il RNA transcription 1 0 -0,57 0,15 0,92 0,37 0,71 0,85
mediator complex protein-related
. . . Expresion diferencial Expresion diferencial
Grupo ID del transcripto Gen Categoria funcional . . - . .. C-l C-ll C-lll UV-B-I UV-B-II UV-B-Il
debida al tratamiento debida a la interaccion
X GRMZM2G009892_To4 | transcription f?::;:y"f the NAC desarrollo 0 1 -1,46 0,62 0,62 0,62 0,83 0,62
Grupo ID del transcripto Gen Categoria funcional | EXPresion diferencial debiq - Expresién diferencial cl c-l c-il UV-B-l UV-BII UV-B-III
al tratamiento debida a la interaccion
Xl GRMZM2G104843_T01 tassel seed1 metabolismo de las 1 0 0,36 1,1 0,11 0,04 0,46 1,27
hormonas
Xl GRMZM2G118250_To5 | SiMiarto ASYMMETRICLEAVES 2 - ARN.regulacin de la 1 0 0,15 1,31 0,12 -0,06 0,68 145
- TF transcripcion
. . . Expresion diferencial Expresion diferencial
Grupo ID del transcripto Gen Categoria funcional g . - . ! C-l C-ll C-lll UV-B-I UV-B-II UV-B-IIl
debida al tratamiento debida a la interaccion
Xill GRMZM2G378580_T07 similar to AUXIN RESPONSE ARN.regulacion de la 0 1 0,63 0,27 0,04 0,86 1,82 0,04
FACTOR 2 transcripcion
Xill GRMZM2G476107_T02 similar to ANGUSTIFOLIA ARN.regulacién de la 0 1 0,31 0,73 0,16 0,82 1,56 -0,69
transcripcion
Polycomb group protein FIE1 ”
Xill GRMZM2G118205_T01 (Protein FERTILIZATION- ARNt'regu'a,C'O,’T de la 0 1 0,53 0,53 0,25 0,53 1,68 0,53
INDEPENDENT ENDOSPERM 1) ranscripcion
Xill GRMZM2G419409_TO1 | SUVHS (SU(VAR)3-9 HOMOLOG 5) | ARN.regulacion de la 1 0 0,71 .05 0,88 0,55 1,69 0,09

transcripcion
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Expresién diferencial

Expresion

Grupo ID del transcripto Gen Categoria funcional . . diferencial debida a C-l C-ll C-lll UV-B-I UV-B-II UV-B-IlI
debida al tratamiento . P
la interaccion
xvii | GRMZMSGE17173_ T similar to cytokinin oxidase 5 metabolismo de las 1 0 2,29 0,82 1,23 1,66 032 1,51
03 hormonas
Grupo ID del transcripto Gen Categoria funcional Expresion diferencial | Expresion diferencial cl c-l c-il UV-B-l UV-B-II UV-B-III
debida al tratamiento debida a la interaccion
similar to TCP5 (TEOSINTE ARN.requlacion de la
XX GRMZM2G166946_T03 | BRANCHED1, CYCLOIDEA AND e 1 0 1,25 0,16 0,21 -0,11 0,81 0,92
PCF TRANSCRIPTION FACTOR 5) s
Grupo ID del transcripto Gen Categoria funcional Expresion diferencial | Expresion diferencial cl c-l c-il UV-B-l UV-B-II UV-B-III
debida al tratamiento debida a la interaccion
Xxill GRMZM2G120247_To3 | DZIP transcription factor family ARN.regulacion de la 0 1 0,87 0,66 1,09 0,02 1,28 0,62
protein transcripcion
XXIll GRMZM2G092214_T02 similar to TCP20 TF ARN.regulacién de la 1 0 -0,01 11 0,36 0,65 04 0,65

transcripcion

151




3.4.4  Cuantificacion de los niveles de fitohormonas en la la hoja #4 de maiz de plantas control y
expuestas al UV-B

Los resultados de los experimentos de transcriptdmica demostraron que
transcriptos de enzimas que participan en las vias de biosintesis, sefalizacion y
degradacién de algunas hormonas se encuentran regulados por la radiacion UV-B
(Figura 57, Tabla V). Diferentes estudios sugieren que las fitohormonas juegan un
papel importante en la regulacion de distintos procesos de desarrollo y de las vias
de sefializacion que participan en el crecimiento de las plantas (Wilkinson y Davies,
2010; Jaillais y Chory, 2011; Nelissen y col., 2012; Colebrook y col., 2014; Oracz y
Karpinski, 2016). En particular, Nelissen y col. (2012) demostraron que la
concentracion de auxinas y citoquininas son altas en tejidos en activa division,
mientras que las giberelinas muestran un pico en la transicion entre la zona de
expansion y division celular en hojas de maiz. Por ello, a continuacién se
determinaron los niveles de distintas hormonas vegetales a lo largo de la hoja de
plantas de maiz expuestas al UV-B y se compararon con los de hojas de plantas
control. En particular, la concentracién de auxinas, citoquininas, giberelinas, y de los
acidos abscisico, jasmonico y salicilico se midié utilizando cromatografia liquida o
alternativamente gaseosa acoplada a espectrometria de masas como se describe en
Materiales y Métodos, en los primeros 10 segmentos de la hoja #4 de plantas
expuestas y no expuestas a la radiacién UV-B.

Las Figuras 59 y 60 muestran que las concentraciones de auxinas,
giberelinas y citoquininas aromaticas e isoprenoides, variaron significativamente a lo
largo de la hoja; sin embargo solo algunas de ellas mostraron diferencias
significativas por UV-B en ciertos segmentos foliares. Por ejemplo, los niveles de
IAA fueron menores en los segmentos de hojas [I-VI de las plantas expuestas a la
radiacién UV-B, mientras que la concentracion de la citoquinina aromatica pT9G fue
significativamente mayor en todos los segmentos foliares en plantas irradiadas y los
niveles de la citoquinina isoprenoide ZN-7-G aumentaron por UV-B en los
segmentos VIII y IX. Por otra parte, desafortunadamente no se pudo detectar
ninguna de las giberelinas bioactivas (GA1 y GA4), las cuales presentan un pico en
la transicién entre la DEZ y EZ (Nelissen y col., 2012); sin embargo, si se pudo medir
la giberelina 19 (GA19), la cual es un intermediario de la sintesis de GA1. GA19
muestra, en condiciones control, un patrén de concentracion similar a lo largo de las
hojas de maiz a GA1, alcanzando su punto maximo en la transicién entre la DEZ y la
EZ (Nelissen y col., 2012). Por el contrario, las hojas irradiadas con UV-B mostraron
concentraciones significativamente menores de GA19 en los segmentos I, lll y 1V,

que corresponden a la GZ. De esta manera, las variaciones en los niveles de GA19
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por UV-B se correlacionan con los cambios observados en el tamano de la GZ
causados por esta radiacion. Estos resultados se correlacionan también con los
datos obtenidos por los analisis de transcriptdmica, donde se observé que
transcriptos que codifican para enzimas involucradas en el catabolismo de
giberelinas se encuentran aumentados por esta radiacion (Tabla V).

Por otro lado, se midieron los niveles de los &cidos abscisico (ABA),
jasmonico y salicilico (Figura 61). Los niveles de ABA y de acido salicilico no
difirieron significativamente entre las muestras de hojas control y expuestas al UV-B.
Estos resultados no se correlacionan con los resultados obtenidos con los perfiles
transcripcionales, donde los transcriptos para enzimas de la via de estas hormonas
aumentaron por UV-B. Por el contrario, la concentracién de acido jasmonico
aumento por UV-B en la mayoria de los segmentos analizados, en concordancia con
los resultados del analisis de transcriptomica, donde se observdé que algunos
transcriptos para enzimas de la via regulada por esta hormona se indujeron por esta
radiacion (Tabla V).

Los resultados obtenidos demuestran que, de acuerdo con algunos cambios
en el perfil transcripcional, los niveles de algunas hormonas se encuentran
modificados en las hojas de plantas expuestas al UV-B, y estos cambios podrian
tener un rol en la inhibicién de la elongacién de las hojas en respuesta a esta
radiacion. En particular, la giberelina GA19 mostr6 concentraciones
significativamente menores en los segmentos correspondientes a la GZ de hojas
expuestas al UV-B. Por ello, es posible que la disminucién del tamafo de la DEZ de
las hojas de plantas de maiz expuestas al UV-B sea el resultado de modificaciones

en los niveles de las giberelinas por esta radiacion.
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Figura 59: Concentracién endégena de 1) auxinas (acido indolacético, [IAA]) y 2)
giberelinas [GA19]. Se grafican los promedios de 6 réplicas biolégicas con los errores
estdndares y los asteriscos muestran diferencias significativas entre plantas expuestas a la
radiaciéon UV-B respecto a plantas control, al aplicar ANOVA con un p<0,05.
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Figura 60: Concentracion endégena de citoquininas: 1) 9-glucosido de benciladenina [BA9G], 2)
7-glucésido de trans-Zeatina [ZN-7-G] y 3) para-topolin-9-glucésido, [pT9G]. Se grafican los
promedios de 3 réplicas biolégicas con los errores estandares y los asteriscos muestran diferencias
significativas entre plantas expuestas a la radiacion UV-B y plantas control, al aplicar ANOVA con
un p<0,05.
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Figura 61: Concentracion endégena de 1) acido abscisico [ABA], 2) acido jasmoénico [JA] y
3) acido salicilico [SA]. Se grafican los promedios de 6 réplicas bioldgicas con los errores
estdndares y los asteriscos muestran diferencias significativas entre plantas expuestas a la

radiaciéon UV-B y plantas control, al aplicar ANOVA con un p<0,05.

En particular, se ha reportado que algunas hormonas se encuentran
reguladas por algunos factores de transcripcion de la familia GRF (Vercruyssen y
col., 2011; Hewezi y Baum, 2012; Liu y col., 2014). Por otro lado, el microARN396
(miR396), el cual es un regulador negativo de los factores de transcripcion GRFs,
también se encuentra involucrado en la regulacion de genes involucrados en las vias
de sintesis y sefializacién de algunas fitohormonas (Curaba y col., 2014). Por lo
tanto, debido a que los experimentos de ARNseq mostraron expresién diferencial de
algunos GRFs (Tabla V, grupo Il), entre ellos el ZMGRF1, nos propusimos analizar
si el factor de transcripcion GRF1 podria estar involucrado directamente en la

respuesta de inhibicion de crecimiento de la hoja a la radiacion UV-B.

3.4.5 Rol del factor de transcripcion ZmGRF1 en la inhibicién del crecimiento por la radiacion UV-B

Como se describe en el parrafo anterior, en otras especies los GRFs regulan
los niveles de algunas hormonas involucradas en el crecimiento vegetal. Ademas,
previamente en nuestro laboratorio se demostré que la radiacién UV-B produce una

inhibicién del crecimiento de las hojas de plantas de Arabidopsis, y dependiendo del
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estadio en el que las hojas son irradiadas, el UV-B produce inhibiciéon de la
proliferacion y/o de la expansion celular, generando finalmente plantas con hojas
mas pequefias. También se demostré que la inhibicion de la proliferacion celular
inducida por la radiacion UV-B esta regulada por el miR396 (cuya expresion se
encuentra aumentada bajo condiciones de UV-B) y los GRF1, 2 y 3, los cuales son
importantes reguladores del crecimiento de las hojas (Casadevall y col., 2013). Por
otro lado, Nelissen y col. (2015) demostraron que plantas de maiz que
sobreexpresan el factor de transcripcion GRF1 insensible al miR396 (denominadas
GRF1®) poseen hojas mas largas que las de plantas salvajes, y a través de un
analisis cinematico determinaron que las plantas GRF1R poseen un mayor tamafio
de la DEZ debido a que el mismo posee una mayor cantidad de células.

Por ello, el siguiente objetivo fue analizar si el factor de transcripcién GRF1
podria estar involucrado directamente en la respuesta de inhibicion del crecimiento
de las hojas de maiz por UV-B. En primer lugar se analizé el patrén de expresion del
miR396 a lo largo de la hoja #4 de plantas expuestas a la radiacién UV-B y de
plantas control, y luego se realizé un analisis cinematico comparativo del crecimiento
de la hoja #4 utilizando plantas GRF1R y plantas salvajes del mismo genotipo

crecidas en condiciones control y expuestas al UV-B.

3.45.1 Expresién del miR396 luego de la exposicién al UV-B

Para llevar a cabo este objetivo, se sembraron plantas de maiz expuestas y
no expuestas a la radiacion UV-B y se extrajo ARN de los 3 primeros segmentos de
la hoja #4 para medir por RT-PCR en tiempo real la expresiéon del miR396. Los
niveles del miR396 se determinaron relativos a la expresién de un transcripto
TIORREDOXINA-LIKE, el cual no varia por UV-B ni a lo largo de la hoja. La Figura
62 muestra que el miR396 se induce en hojas de plantas expuestas a la radiacion
UV-B en los segmentos Il y Ill. A su vez puede observarse que la expresion del
miR396 es muy baja en el primer segmento, y la misma aumenta progresivamente
en los segmento Il y Ill, tanto de hojas expuestas al UV-B como de hojas de plantas

control.
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Figura 62: Expresidn del miR396 relativa a la expresiéon de tiorredoxina en distintos
segmentos de la hojas #4 de maiz. Cada punto representa el promedio de 3 réplicas
bioldgicas y los asteriscos muestran diferencias significativas entre hojas de plantas control
y de plantas expuestas al UV-B, al aplicar ANOVA con un p<0,05.

3452 Anélisis cinemético de plantas GRF1?

Posteriormente, se realizé un analisis cinematico comparativo de la hoja #4
de plantas GRF1" y salvajes expuestas al UV-B y crecidas en condiciones control.
En estos experimentos, los tratamientos con UV-B fueron realizados en invernadero
en condiciones de temperatura y humedad controladas, utilizando lamparas que
emiten radiacién UV-B a una intensidad de 0,7 W.m™ durante 8 h diarias. La Tabla
VI y la Figura 63 muestran que estas condiciones experimentales generaron
resultados similares a los obtenidos utilizando la luz solar como fuente de UV-B en
cuanto al efecto de inhibicién del crecimiento de las hojas salvajes de maiz por
radiacion UV-B. En primer lugar, se midié el largo final de la hoja #4 de plantas
salvajes y de plantas GRF1" control y tratadas con radiacién UV-B. La Figura 63
muestra que el tamano final de la hoja #4 tanto de las plantas salvajes como de las
plantas GRF1" fue menor en plantas expuestas a la radiacién UV-B; sin embargo,
las plantas GRF1" presentaron una menor inhibicién del crecimiento por UV-B que

las plantas salvajes.
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Figura 63: Efecto de la radiacién UV-B en el crecimiento de la hoja #4 de plantas salvajes y
GRF1R. A) Longitud de la hoja #4 de plantas crecidas en condiciones control en ausencia de
UV-B y en presencia de UV-B de plantas salvajes y de plantas GRF1R. B) Relacién UV-
B/control del largo final de la hoja #4 de plantas GRF1® y salvajes. Las letras muestran
diferencias significativas, al aplicar ANOVA con un p<0,05.

Luego se determind la velocidad de elongacion de la hoja #4 de plantas
salvajes y GRF1® crecidas en ambas condiciones. Las hojas #4 de plantas GRF17
mostraron una menor inhibicion de la velocidad de elongaciéon por UV-B que las de
las plantas salvajes (Figura 64).

Finalmente se establecid el perfil celular a lo largo de la hoja de plantas
salvajes y GRF1? en condiciones control y luego del tratamiento con UV-B y se
calcularon los parametros cinematicos del crecimiento, lo cual se realizé utilizando el
mismo procedimiento anteriormente descripto para las plantas B73. Los resultados
se encuentran en la Tabla VI, donde se presenta la relacion UV-B/C de cada uno de
los parametros de crecimiento tanto para la hoja #4 de las plantas salvajes como de
las plantas GRF1". El tamafio de las células maduras provenientes de hojas
expuestas al UV-B relativo al de hojas de plantas control fue similar en plantas

salvajes y GRF17 (Tabla VI). Por otra parte, luego del tratamiento con radiacién UV-
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B, las hojas de plantas GRF1" mostraron una menor disminucién del tamafio de la
DEZ que las hojas de plantas salvajes, y esto se debe a que presentaron una menor
inhibicion de la velocidad de produccion de células en la zona de crecimiento (Tabla
VI1). Como se expuso previamente, la inhibicién de la velocidad de produccion celular
puede deberse a que en la GZ exista una menor cantidad de células en division
activa, o a que el ciclo celular sea mas lento. Los resultados obtenidos mostraron
que la menor inhibicion de la velocidad de produccion celular de las plantas GRF17
luego del tratamiento con UV-B se debe a que existe una menor disminucién en la
cantidad de células en division activa, dado que no existen diferencias significativas
en la duracion del ciclo celular en hojas expuesta al UV-B de plantas salvajes y
GRF1R. Por ultimo, se observé una diferencia significativa en la longitud de la EZ
que puede deberse al tiempo de residencia de las células, dado que las células de
las hojas GRF1? en condiciones de UV-B permanecen mayor tiempo en dicha zona

que las células de hojas de plantas salvajes (Tabla VI).
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Figura 64: Efecto de la radiacién UV-B en la velocidad de elongacién de la hoja #4 de plantas
salvajes y GRF1R. A) Velocidad de elongacién de la hoja #4 de plantas crecidas en condiciones
control en ausencia de UV-B y en presencia de UV-B de plantas salvajes y plantas GRF1®. B)
Relacién UV-B/control de la velocidad de elongaciéon de la hoja #4 de plantas GRF1R y salvajes.
Las letras muestran diferencias significativas, al aplicar ANOVA con un p<0,05.
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Parametros de crecimiento (UV-B/C) GRF1¥/Salvaje P
Longitud final de la hoja 0.68 0.88 1.29 0.017
Velocidad de elongacion de la hoja 0.72 0.76 1.04 0.03
Tamario de las células maduras 1.09 0.97 0.81 NS
Produccién de células 0.63 0.85 1.48 0.03
Tamafrio de la DEZ 0.69 0.89 1.28 0.02
Longitud de la células que dejan la DEZ 0.91 0.86 0.95 NS
Cantidad de células en la DEZ 0.70 0.89 1.27 0.05
Duracion del ciclo celular 1.01 1.13 1.12 NS
Tiempo de residencia en la EZ 1.72 2.08 1.21 0.01
Cantidad de células en la EZ 0.99 1.32 1.33 NS
Longitud de la EZ 0.91 1.75 1.92 <0.001

Tabla VI: Relacién UV-B/C de los pardmetros de crecimiento para plantas salvajes y GRF1R.

Estos resultados sugieren que la inhibicién del crecimiento de las hojas de
plantas de maiz en respuesta a la radiacién UV-B requiere de la participaciéon del
factor de transcripcion GRF1, de manera similar a lo descripto para Arabidopsis
(Casadevall y col.,, 2013). Sin embargo, otras vias regulatorias también estarian
participando en esta respuesta, dado que las plantas GRF1® no son totalmente
insensibles a la inhibicidn del crecimiento por UV-B.

Debido a que, como se expuso anteriormente, las giberelinas presentan un
pico maximo en la transicion entre la DEZ y la EZ (Nelissen y col., 2012), y que los
factores de transcripcion GRFs y el miR396 regulan la expresion de genes
involucrados en el metabolismo de las giberelinas (Vercruyssen y col., 2011; Hewezi
y col., 2012), se midieron los niveles de giberelinas en la GZ de hojas de plantas
salvajes y GRF17, tanto en condiciones control como expuestas al UV-B, para
investigar si la menor disminucion en el tamafo de la DEZ por UV-B medida en la
hoja #4 de las plantas de GRF1R puede estar relacionada con cambios en los
niveles de giberelinas en esta zona. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 65, donde puede observarse que, mientras que los niveles de GA19
disminuyen significativamente por UV-B a partir del segmento Il en las hojas de
plantas salvajes, la concentracion de esta hormona es similar en ambas condiciones
en el segmento Il de hojas de plantas GRF17, con concentraciones similares a las
determinadas en el segmento Il de hojas salvajes en condiciones control. Sin
embargo, en los segmentos Ill y IV, los niveles de GA19 bajo condiciones control
difieren significativamente con los niveles de las hojas expuestas a UV-B en ambos

grupos de plantas.
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Figura 65: Concentracion endégena de giberelina 19 en la GZ de hojas de plantas salvajes y
GRF1® expuestas a la radiacién UV-B o alternativamente mantenidas en condiciones control en
ausencia de UV-B. Se grafican los promedios de 3 réplicas bioldgicas con los errores estédndares
y las letras muestran diferencias significativas (a: diferencia significativa entre las plantas
salvajes control y expuestas al UV-B; b: diferencias significativa entre las plantas GRF1? control
y expuestas al UV-B)

Por ultimo, se determind la longitud final y la velocidad de elongacion de la
hoja #4 de plantas salvajes y dwarf3 crecidas tanto en condiciones control como
expuestas a la radiacion UV-B (Figura 66). Las plantas dwarf3 son plantas que
presentan una mutacion en la via de sintesis de las giberelinas bioactivas y por lo
tanto tienen bajos niveles de GA1 (Nelissen y col., 2012). La hoja #4 de plantas
dwarf3 presentd una menor inhibicién del crecimiento por UV-B que la misma hoja
de plantas salvajes, y ademas mostré una menor inhibicion de la velocidad de
elongacién por UV-B que la hoja #4 de plantas salvajes, un patron de inhibicion
similar al medido en las hojas de las plantas GRF1". Estos resultados nos
permitirian concluir que los niveles de giberelinas en la DEZ controlada por la
actividad de GRF1 (y posiblemente por otros factores de transcripciéon de esta
familia) es una de las vias que regulan el crecimiento de las hojas en plantas de

maiz expuestas a la radiacion UV-B.
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3.4.6  Discusién y Conclusiones

Una de las caracteristicas principales del crecimiento de las plantas es su
naturaleza extremadamente dinamica. En particular, la radiacién UV-B afecta
diversos procesos del desarrollo y modifica la arquitectura de las plantas. Luego de
la exposicidén a la radiacién UV-B, se observa una reduccion de la biomasa, y una
reduccion del largo y del area de las hojas (Farooq y col., 2005; Zinser y col., 2007;
Casadevall y col., 2013; Reddy y col., 2013; Takshak y Agrawal, 2014). La inhibicion
del crecimiento por UV-B ha sido estudiada en distintas especies vegetales (Casati y
Walbot, 2003; Kakani y col., 2003; Casadevall y col.,, 2013; Reddy y col., 2013;
Martinez-Lischer y col., 2015), sin embargo hasta el momento es escasa la
informacion de los mecanismos moleculares involucrados en este proceso en
plantas de maiz. En el presente capitulo se presentaron evidencias que sefalan que
los niveles de radiacién UV-B presentes en la radiacién solar inhiben el crecimiento
de las hojas de maiz sin causar otros sintomas visibles de estrés, incluyendo
acumulacion de dafio en el ADN. Los resultados obtenidos demostraron que la
inhibicion del crecimiento es una consecuencia de la disminucién en la produccion
celular, y que esta respuesta estaria mediada, al menos en parte, por el factor de
transcripcion ZmGRF1 y los niveles de giberelinas.

En los experimentos realizados en este capitulo, se observd que la reduccion
del tamano final y de la velocidad de elongacion de la hoja de plantas expuestas a la
radiacion UV-B no se debe a una reduccion del tamario final de las células maduras.
El patrén celular de hojas de plantas control y expuestas a la radiaciéon UV-B fue
similar, observandose la presencia de células pequefias cerca de la base de la hoja,
aumentando su tamafio como consecuencia de una mayor elongacion hacia la punta
de la hoja. Sin embargo, las hojas de plantas expuestas a la radiacion UV-B
comienzan la etapa de elongacion celular antes que las hojas de plantas control
(Figura 53). Por otro lado, el tamafio final de las hojas de plantas expuestas al UV-B
fue menor que el de plantas control debido a una disminucién en la produccion
celular, que se debe a un menor numero de células en divisién activa en la DEZ
(Tabla 1IV). De manera similar, se ha reportado que el estrés por frio reduce la
longitud final de las hojas de maiz debido a una disminucién de la produccién celular
y no a una diferencia en el tamafo de las células maduras (Rymen y col., 2007). Sin
embargo, las células de hojas de maiz expuestas al frio presentan un ciclo celular
mas lento que el de hojas de plantas control, a diferencia de lo que se observé en
nuestro trabajo para las células de plantas expuestas a la radiacion UV-B, las cuales
no presentaron diferencias en la duracion del ciclo celular (Tabla 1V). La duracién del

ciclo celular generalmente es constante a través de una gran cantidad de
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condiciones experimentales (Baskin, 2000), y nuestros resultados concuerdan con
los trabajos reportados en respuesta a la compactacion del suelo (Beemster y col.,
1996) y a la sequia (Sharp y col., 2004).

Para identificar las vias involucradas en la respuesta de inhibicién del
crecimiento por UV-B, en particular genes que codifiquen proteinas candidatas que
participen en los cambios moleculares que den como resultado un menor niumero de
células en proliferacion, se realizé un experimento de transcriptémica utilizando los
primeros segmentos de la base de la hoja, que corresponden a la GZ. En este
experimento se observo que la expresion de 2801 transcriptos varia entre los tres
segmentos analizados debido al tratamiento con radiacion UV-B o debido a la
interaccion entre la zona de la hoja y el tratamiento. Cuando se analizaron los
cambios globales de transcriptos en la zona de crecimiento, se encontré que varios
transcriptos que codifican para enzimas del metabolismo primario y secundario son
regulados por la radiacion UV-B. Resulta interesante mencionar que, aunque los
segmentos de la hoja analizados no se encontraban expuestos directamente a la
radiacion solar, los niveles de algunos transcriptos involucrados en la fotosintesis
variaron en respuesta a la radiacion UV-B, por lo tanto es probable que en este
tejido haya una pequefia actividad fotosintética, y que dicha actividad no se
encontraria regulada unicamente por la radiacion fotosintéticamente activa, sino que
también por la radiacion UV-B. Ademas, como fue reportado previamente (Casati y
Walbot, 2003), algunos transcriptos de enzimas del metabolismo secundario
aumentan por la radiacion UV-B, en particular, del metabolismo de los
fenilpropanoides en general, y en particular de los flavonoides. Nuevamente esto
resulta interesante debido a que los segmentos analizados no se encontraban
directamente expuestos a la radiacioén, y en general estos compuestos se inducen
en las hojas porque tienen la capacidad de absorber la radiacién UV-B (Liu y col.,
2015). A pesar de ello, los flavonoides tienen también actividad antioxidante, por lo
tanto estos compuestos se podrian inducir para reducir el estrés oxidativo que se
generaria por la exposicién a la radiacion UV-B.

Ademas, los resultados de transcriptomica mostraron que transcriptos de
enzimas involucradas en las vias de sintesis y sefalizacién de algunas hormonas
como el ABA, las citoquininas, el acido salicilico y el jasmodnico, las giberelinas y las
auxinas se encontraron diferencialmente expresados en hojas de plantas expuestas
a la radiacién UV-B. Debido a que las hormonas cumplen roles importantes en la
regulacién del desarrollo y del crecimiento de las plantas, se midieron los niveles de
hormonas en los primeros diez segmentos de hojas expuestas al UV-B y de hojas

control para evaluar si cambios hormonales por UV-B podian explicar la inhibicion
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del crecimiento de las hojas. Los niveles de las hormonas ABA y &acido salicilico
fueron similares en las hojas expuestas a la radiacién UV-B y las hojas control. Por
el contrario, existen evidencias de que los niveles de acido abscisico aumentan ante
distintas condiciones de estrés abidtico como sequia, salinidad y estrés por frio en
una gran cantidad de especies vegetales (Revisados en Sah y col., 2016). Por otro
lado, el acido salicilico también se encuentra involucrado en la respuesta al estrés
abiético (Yuan y Lin, 2008). Sin embargo, los efectos del acido salicilico en la
resistencia de las plantas a diferentes estreses abiéticos son variados, y por lo tanto
el rol del acido salicilico en estas respuestas es poco claro (Yuan y Lin, 2008). A
diferencia del ABA y del acido salicilico, los niveles de &cido jasmoénico fueron
mayores en la mayoria de los segmentos estudiados de las hojas de plantas
expuestas a la radiaciéon UV-B; resultados similares fueron obtenidos en hojas de
arroz en respuesta a estrés por sequia y por frio (Du y col., 2013). Resulta
interesante mencionar que en el experimento de ARN-seq se encontré que el
transcripto TASSEL SEED1, que codifica para una lipooxigenasa involucrada en la
sintesis de jasmonatos en plantas de maiz, se encuentra inducido en las hojas de
plantas expuestas a la radiacion UV-B, lo que podria explicar en parte el incremento
en los niveles de acido jasmoénico en las hojas expuestas al UV-B.

Por otro lado, los resultados mostraron que los niveles de la auxina acido
indolacético se encuentran disminuidos en hojas de plantas expuestas a la radiacién
UV-B. En concordancia con estos resultados, Du y col. (2013) mostraron que hojas
de arroz sometidas a estrés por sequia poseen niveles reducidos de auxinas. La
expresion de algunos genes que codifican para proteinas que regulan el crecimiento
es activada por fitohormonas. Por ejemplo, en Arabidopsis, la expresion de la
proteina ARGOS esta fuertemente inducida por auxinas (Lenhard, 2015). Esta
proteina promueve la proliferacion celular mediante la estimulacion de la expresion
de la proteina de union a ADN AINTEGUMENTA (ANT). Ademas, plantas mutantes
de Arabidopsis argos y ant poseen hojas mas pequefias con un numero reducido de
células (Lenhard, 2015). De acuerdo a esto, nuestros resultados mostraron que las
hojas de plantas expuestas a la radiacion UV-B poseen una menor cantidad de
células, niveles reducidos de auxinas y una expresion disminuida de un factor de
transcripcién con similitud de secuencia a AINTEGUMENTA de Arabidopsis en el
segmento Il de hojas expuestas a la radiacién UV-B en comparacién a los niveles en
el mismo segmento de hojas control.

Ademas, en nuestros experimentos se determind que la hormona giberelina
19 posee niveles disminuidos en hojas expuestas a la radiacion UV-B; de manera

similar a lo observado para otros tipos de estrés como sequia, salinidad y estrés por
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frio (Colebrook y col., 2014). La GA19 es la hormona precursora de la giberelina
bioactiva GA1 (Nelissen y col.,, 2012); sin embargo, a pesar de los esfuerzos
realizados para medir otras giberelinas, no obtuvimos resultados satisfactorios. En
Arabidopsis, las giberelinas promueven la expansion y la proliferacion celular a
través de la degradacion de las proteinas DELLA (Achard y col., 2009), y plantas
mutantes de maiz dwarf3, que poseen inactiva la biosintesis de GA1, mostraron
tener hojas mas pequenas que las plantas salvajes, debido a que las mismas
poseen una menor cantidad de células en division (Nelissen y col., 2012). Ademas,
en nuestros experimentos demostramos que las mutantes dwarf3 son menos
sensibles a la radiacién UV-B y por lo tanto menores niveles de giberelinas podrian
explicar, en parte, el fenotipo observado de las plantas salvajes frente a dicha
radiacion.

Una segunda via importante que regula la proliferacién y la expansion celular
es la mediada por los factores de transcripcion de la familia TCP (del inglés
“TEOSINTE BRANCHED1, CYCLOIDEA AND PCF5”) y algunos miARNs. Existen
dos clases de factores de transcripcion TCP. Los TCP de clase Il regulan la
expresiéon del miARN396 en Arabidopsis, el cual a su vez regula la expresion de
algunos de los factores de transcripcion de la familia GRF (Lenhard, 2015). Los
GRFs han sido ampliamente estudiados (Revisado en Omidbakhshfard y col., 2015),
y existen evidencias de que hay una interconexion entre la via de regulacion del
crecimiento de las plantas mediada por GRFs y las vias mediadas por algunas
fitohormonas (Liu y col., 2009; Vercruyssen y col., 2011; Hewezi y Baum, 2012). Por
un lado, en plantas de Arabidopsis mutantes grf1grf2grf3, dos genes involucrados en
la via de sintesis de giberelinas, AtGA3ox1 y AtGA200x, se encuentran reprimidos
(Hewezi y col., 2012); y consistentemente con estos resultados, Liu y col. (2009)
observaron que plantas de Arabidopsis sobreexpresantes del miR396 presentan un
fenotipo de enanismo. Resulta interesante mencionar que la hormona auxina
estimula la transcripcion de los genes GA20ox1 y GA20o0x2, generando una
regulacion positiva entre la via de las auxinas y las giberelinas (Vanstraelen vy
Benkova, 2012). En concordancia con estos resultados, en nuestros experimentos
observamos que, a diferencia de las plantas salvajes, los niveles de giberelinas no
disminuyen en el segmento Il de la GZ de plantas GRF 1R expuestas a la radiacién
UV-B. Por otro lado, nuestros resultados mostraron que la radiacion UV-B induce la
expresion del miR396 en la GZ. Es interesante mencionar en este punto que el
patron de expresiéon del miR396 es opuesto al patron de expresion de los
transcriptos del grupo 2 del experimento de ARNseq (Figuras 58 y 62), donde se
incluyen GRF1, GRF2, GRF14 y GRF15, sugiriendo que la mayor expresion del
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miR396 por UV-B y a lo largo de la hoja podria ser una causa de la disminucién de
la expresion de estos GRFs, consistente con lo previamente reportado para
Arabidopsis (Casadevall y col., 2013). Por otro lado, nuestros resultados
demostraron que plantas de maiz que sobreexpresan el factor de transcripcion
GRF1 insensible al miR396 muestran una menor inhibicidon del crecimiento de las
hojas por UV-B que las plantas salvajes, dado que las mismas presentaron una
menor inhibicidon de la velocidad de elongacién de la hoja #4. Se demostré que la
menor inhibicion de la elongacion de la hoja se debe a una menor disminucion del
tamafio de la DEZ, debido a una menor disminucion de la cantidad de células en
division activa. Por lo tanto, debido a que la radiacién UV-B causa una disminucion
del tamafo de la hoja de maiz debido a que las mismas poseen una menor cantidad
de células en la DEZ, los resultados obtenidos con las plantas GRF1R sugieren que
dicha respuesta a la radiacion UV-B requiere de la participacion del factor de
transcripcion GRF1. Sin embargo, debido a que las plantas GRF1® no mostraron ser
totalmente insensibles a la radiacion UV-B, es posible que otros factores estén
participando de esta respuesta. Por ejemplo, una posible hipotesis seria que la
represion de la expresiéon de algunos GRFs mediada por el miR396 causada por la
radiacion UV-B resultaria en menores niveles de genes de la via de sintesis de las
giberelinas y mayores niveles de genes del catabolismo de giberelinas, de acuerdo a
los resultados de los experimentos de transcriptomica y a los obtenidos por Hewezi y
col. (2012). Estos cambios transcripcionales producirian menores niveles de
giberelinas en las hojas de plantas expuestas al UV-B, y traeria como consecuencia

la inhibicion del crecimiento de las mismas (Figura 67).
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crecimiento de la hoja.
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4 C(Conclusiones

Las conclusiones finales de este trabajo de tesis son las siguientes:

Las histonas acetiltransferasas tienen diferentes roles durante la

exposicion a la radiacion UV-B en Arabidopsis

Los resultados presentados en este trabajo, junto con datos anteriores,
demuestran que las histonas acetiltransferasas tienen diferentes roles durante la
exposicion a la radiacion UV-B en Arabidopsis. Mientras que las histonas
acetiltransferasas de la familia HAM son necesarias para la reparacion eficiente del
dafo en el ADN causado por el UV-B; HAG3, HAF1 y HAC1 regulan la expresion de
genes de respuesta al UV-B en Arabidopsis que son necesarios para el desarrollo
de las plantas en respuesta a esta radiacién. Particularmente, en esta Tesis
demostramos que HAG3 regula la expresién de genes que participan en la via de
senalizaciéon de UV-B, HAF1 participa en la regulacion de la expresion de los
factores de transcripcion E2F/DP que son importantes reguladores de los ciclos
celulares mitoético y de endorreduplicacion, y HAC1 participa en la regulacién de
transcriptos que participan en la via de floracion.

Por otro lado, las otras histonas acetiliransferasas no participarian en las
respuestas frente a la radiacion UV-B analizadas en este trabajo, en las condiciones
evaluadas. Sin embargo, no podemos descartar la participacion de otras HATs en
diferentes aspectos de las respuestas UV-B en Arabidopsis, o que las mismas

posean funciones redundantes.

Los niveles de radiacion UV-B presentes en la radiacion solar inhiben el
crecimiento de las hojas de maiz, y esta respuesta esta mediada, en parte, por

el factor de transcripcion ZmGRF1.

Los resultados obtenidos demuestran que los niveles de radiacion UV-B
presentes en la radiacion solar inhiben el crecimiento de las hojas de maiz sin
causar otros sintomas visibles de estrés, incluyendo acumulacién de dafio en el
ADN. Ademas, demuestran que la inhibicidon del crecimiento es una consecuencia de
la disminucion en la produccion celular, y que esta respuesta estaria mediada por el
factor de transcripcion ZmGRF1 y por transcriptos de enzimas que participan en

distintas vias metabdlicas de las fitohormonas. La disminucion del tamafo de la GZ
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causada por la radiacion UV-B se correlaciona con una disminucion en la
concentracion de giberelinas, la cual esta regulada, al menos en parte, por la

expresion de GRF1 y posiblemente por otros factores de la familia GRF.
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