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Efectos de la competencia entre plantas vecinas sobre la via de sefializacion de los
jasmonatos en plantas de Arabidopsis thaliana

RESUMEN

La competencia y la herbivoria son dos fuerzas selectivas en la evolucion de las
plantas terrestres. Estas deben crecer lo suficientemente rapido como para ser
competitivas con sus vecinos y, al mismo tiempo, asignar recursos a las defensas para
poder sobrevivir a los organismos consumidores. Estudios recientes mostraron que las
sefiales luminicas asociadas a la competencia, p. ej. una baja relacion rojo:rojo lejano
(R:RL) produce la represion del sistema de defensas, tornando a las plantas mas
susceptibles al ataque de insectos herbivoros y microorganismos patdgenos.

En este trabajo de tesis doctoral se pretende avanzar en el entendimiento de los
mecanismos que median los efectos de cambios en el ambiente luminico asociados a la
competencia sobre la via de sefializacion de los jasmonatos (JAs). Se postulan y
descartan posibles mecanismos mediante los cuales la inactivacion del fitocromo B
(phyB) por bajas relaciones R:RL produce la represion de la via de los JAs. Los
estudios se realizaron en plantas de Arabidopsis thaliana en los cuales se evalud la
expresion génica y la produccion de diversos componentes de la respuesta de defensa de
los JAs, asi como la resistencia al patdgeno necrétrofo Botrytis cinerea.

Los resultados presentados en esta tesis estan entre los primeros en demostrar que
la simulacion de competencia por bajas relaciones R:RL produce un aumento en la
susceptibilidad a la infeccion del hongo B. cinerea, y que este efecto del RL esta
relacionado con una represion de la via de sefializacion del JA. El efecto del RL ocurre
a nivel del médulo SCFE®"-JAZ de percepcién de JA-lle. Los resultados también
sugieren que la variante de splicing JAZ10.4 es necesaria y suficiente para que la
radiacion RL aumente la susceptibilidad a la infeccion de B. cinerea, y que la represion
de la via del JA se encuentra regulada a un nivel post-transcripcional que involucra a la
deacetilasa de histona RPD3 tipo 6 (HDAG6). También se demuestra que en ésta
represion no participan elementos de la via de sefializaciéon del acido salicilico (SA),
antagoénica a la via de los JAs, y que, para varios de los marcadores analizados, las
proteinas DELLA (represoras de la via de sefializacion de las giberelinas (GA)) no
jugarian un papel importante en la regulacién del efecto del RL.

Palabras clave: relacion rojo: rojo lejano, defensas inducibles, jasmonatos, JAZ, acido

salicilico, cromatina, HDAG, Botrytis cinerea.






Effects of competition among neighboring plants on jasmonate signaling
in Arabidopsis thaliana
ABSTRACT

Competition and herbivory are two selective forces in the evolution of plants.
Plants have to grow fast enough to be competitive with their neighbors and, at the same
time, allocate resources to defenses to survive in environments where consumer
organisms are present. Recent studies showed that the light signals associated with
competition, (low red:far-red ratios (R: FR)) act as negative regulators of plant
immunity, rendering the plants more susceptible to herbivorous insects and pathogen
attack.

This doctoral thesis aims to advance our understanding of the mechanisms that
mediate the effects of changes in the light environment associated with competition on
jasmonate (JA) signaling pathway. We postulate and discard possible mechanisms by
which the inactivation of the phytochrome B (phyB) by low R:FR ratios produces a
repression in the JA pathway. Studies were performed using Arabidopsis thaliana
plants. We characterized several markers of the JA response (gene expression and
production of various secondary compounds) as well as plant resistance to the
necrotroph pathogen Botrytis cinerea.

The results presented in this thesis are among the first to demonstrate that the
simulation of competition by low R:FR ratios results in increased susceptibility to
infection by B. cinerea, and that this effect of FR is associated with repression of the JA
signaling pathway. The effect of FR occurs at the level of the SCF°"-JAZ module of
JA-lle perception. The results also suggest that the JAZ10.4 variant of alternative
splicing of JAZ10 is necessary and sufficient for the FR-induced increase in the
susceptibility to infection by B. cinerea, and that the FR-induced repression of JA
signaling may be regulated at the post-transcriptional level by the histone deacetylase
RPD3 type 6 (HDAG6). We also demonstrate that the salicylic acid (SA) pathway,
antagonistic to the JAs pathway, is not involved in this repression and that, for several
markers of the JA response, DELLA proteins (which are repressors of gibberellin

signaling) are not involved in the FR effect repressing JA signaling.

keywords: red: far red ratios, inducible defenses, jasmonates, JAZ, salicylic acid,

chromatin, HDAG, Botrytis cinerea.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION GENERAL

Los ecosistemas son altamente heterogéneos tanto en tiempo como en espacio,
razén por la cual los organismos deben adaptarse o escapar cuando se presentan
condiciones que les son desfavorables. Las plantas se encuentran continuamente
expuestas a cambios ambientales a lo largo de su ciclo de vida y, al ser organismos
inmoviles deben estar preparadas para afrontar las variaciones del medio ambiente.
Estos organismos sésiles estan capacitados para expresar distintos fenotipos, lo que les
permite adaptarse a los cambios dentro de los ecosistemas (Sultan, 2000).

Para poder adaptarse a estos cambios ambientales las plantas han adquirido
evolutivamente la capacidad de detectar variaciones en su entorno fisico, quimico y
biologico. Ademas, perciben sefiales que contienen informacion, las cuales son
utilizadas para ajustar su crecimiento y morfologia. A lo largo de su ciclo se enfrentan a
una amplia gama de sefiales externas (estimulos) como por ejemplo: la luz, los
nutrientes minerales, los metabolitos organicos, la gravedad, el contenido de agua, la
presion de turgencia, la calidad del suelo, el viento, cambios de temperatura, heladas,
los reguladores de crecimiento y hormonas, el pH del suelo, la interaccién con las
paredes celulares de células anexas, sefiales eléctricas, gases (CO,, O, CoH,), dafios y
enfermedades (Gilroy y Trewavas, 2001) (Figura 1.1). El presente anélisis se centrara

en la incidencia de la luz y en las enfermedades.

1-1 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana es una planta pequefia que se utiliza ampliamente como un
organismo modelo en biologia vegetal. Arabidopsis es una angiosperma, dicotiledénea
perteneciente a la familia de las Brassicaceae. A pesar de no poseer importancia
agronémica ofrece importantes ventajas para la investigacion basica en genética y
biologia molecular. Entre algunas de sus ventajas se encuentra 1) la de poseer uno de los
genomas mas pequefios del reino vegetal completamente secuenciado, 2) su ciclo de
vida es relativamente corto (6 semanas aproximadamente), 3) se cultiva facilmente en
ambientes reducidos como camaras de cultivo con luz artificial y 4) existe un gran
namero de lineas mutantes y recursos gendémicos y moleculares disponibles.

Estas ventajas han hecho que Arabidopsis se utilice como modelo en la gran

mayoria de los estudios de biologia molecular vegetal.



1-2 La radiacion solar

Se conoce por radiacion solar al conjunto de radiaciones electromagnéticas emitidas
por el sol. Las mismas son ondas producidas por la oscilacion o aceleracion de una
carga eléctrica. Estas pueden tener diferentes longitudes de onda y en su conjunto todas
las longitudes de onda se denominan espectro electromagnético. Las longitudes de onda
entre 100 y 399 nm son conocidas como ultravioleta (UV), entre 400 y 700 nm como
visible y entre 700 y 800 como RL (Figura 1.2). Las radiaciones mas potentes presentan
las mayores frecuencias y las menores longitudes de onda, mientras que las méas debiles
se caracterizan por sus bajas frecuencias y amplias longitudes de onda.

Tanto las radiaciones UV como las RL no son visibles para el ojo humano mientras

que las plantas son capaces de percibir estas longitudes de onda.
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Figura 1.1: Sefiales externas que afectan el crecimiento y desarrollo de las plantas.
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Del total de la radiacion solar que incide en una planta, solo la porcién que se
encuentra entre los 400 a 700 nm es utilizada para la fotosintesis (Figura 1.3). Esta
radiacion es la denominada radiacién fotosintéticamente activa (PAR,
Photosynthetically Active Radiation) y constituye aproximadamente el 50% del total de
la radiacion solar incidente.

Los organismos fotosintéticos son capaces de transformar la energia luminica en
energia quimica estable, la cual puede llegar a durar hasta cientos de millones de afios
como por ejemplo en los combustibles fosiles. Durante el proceso de fotosintesis la
energia es absorbida por las clorofilas y los carotenoides para luego de numerosos pasos
transformarla en energia quimica. Estos pigmentos absorben fuertemente en las regiones
del azul y del rojo (R); el resto de la radiacion se refleja y/o transmite a través de la
hoja. Entre las longitudes de onda reflejadas o transmitidas se encuentran las
correspondientes al RL, esto hace que se establezca una baja relacion R:RL (Figura 1.3)
en comparacion con la de la luz solar, cuya relacion es de aproximadamente 1,2 (Smith,
1995) (Figura 1.2).

Conforme a lo expresado precedentemente la radiacion es utilizada por las plantas
como una fuente de energia, pero ademas es utilizada como una fuente de informacién

del ambiente que las rodea.
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Figura 1.3: Luz absorbida, reflejada y transmitida por las tejidos fotosintéticos. En
amarillo se puede observar la luz absorbida por las hojas, en verde la luz reflejada y en
celeste la luz transmitida. La mayor parte de las radiaciones del espectro visible son
absorbidas mientras que la radiacion RL (700-800nm) es reflejada y transmitida.
Tomado de Taiz y Zeiger (2002).

1-3 Percepcién del ambiente luminico

Las plantas crecen en ambientes donde es muy frecuente que exista competencia
por recursos limitantes (radiacién, agua y nutrientes entre otros). Es por esto que las
plantas expresan respuestas adaptativas para maximizar la captura de esos recursos
(Ballaré, 2009; Keuskamp et al., 2010; Ballaré, 2011). A lo largo de la evolucion se han
seleccionado mecanismos que les permitieron evitar o minimizar el sombreado
producido por plantas vecinas, logrando asi evadir las zonas donde la calidad luminica
es inferior (Figura 1.1). Entre estos mecanismos se encuentran los de respuesta a la
competencia sobre los cuales existe abundante informacion que demuestra que la luz es
una de las fuentes principales utilizadas por las plantas para percibir la proximidad de
otras plantas (Ballaré, 1999; Smith, 2000; Ballaré, 2009). Esta percepcion de cambios
luminicos se lleva a cabo por un conjunto de fotorreceptores que operan en diferentes

longitudes de onda. Entre ellos se encuentran los fitocromos (phys) que tienen maxima



sensibilidad en las regiones del R (660 nm) y el RL (730 nm) (Franklin, 2008), las
fototropinas y criptocromos que tienen un papel preponderante en la percepcion de la
luz azul (400-500 nm) y la radiacion ultravioleta A (UV-A, 315-400 nm) (Briggs y
Christie, 2002). La percepcion de la radiacion ultravioleta-B (UV-B, 280-315 nm) es
llevada a cabo por la proteina UVR8 (UV RESISTANCE LOCUS 8) (Rizzini et al.,
2011). Es importante resaltar que no solo la intensidad de la luz, sino que también la
calidad, direccion y la duracion del dia condicionan notablemente el crecimiento y el
desarrollo de las plantas. Es por esto que las plantas han desarrollado respuestas
adaptativas a la luz entre las que se destacan el fototropismo, el escape al sombreado, la
sincronizacion de los ritmos circadianos y la floracion.

Los phys se encuentran codificados por una pequefia familia multigénica, en A.
thaliana se compone de cinco genes (PHYA, PHYB, PHYC, PHYD y PHYE) (Clack et
al., 1994; Mathews and Sharrock, 1997). Estos fotorreceptores estan formados por dos
componentes una proteina (PHY), sintetizada en el citosol, y un cromoforo de estructura
tetrapirrol de cadena abierta (fitocromobilina) sintetizado en cloroplastos. Su biosintesis
involucra la convergencia de dos vias que culminan en el ensamble de la holoproteina
(phy) activable por la luz (Tu and Lagarias, 2005). Todos los phys se encuentran como
dimeros, compuestos por dos polipéptidos de 125-kDa, que se presentan en dos
conformaciones interconvertibles. La conformacion Pr absorbe principalmente luz R y
la conformacion Pfr absorbe luz RL. Durante la fotoconversion del cromoforo se
produce un cambio en la estructura de la proteina (Rockwell and Lagarias, 2006) y en la
localizacion intracelular, cuando la cromoproteina absorbe luz R es fotoconvertida de la
forma Pr (inactiva) a la forma Pfr (activa). La forma Pfr se puede convertir a la forma Pr
por la absorcién de RL o de una manera independiente de la luz (reversién en
oscuridad) (Figura 1.4). Los espectros de absorcion de la forma Pfr y Pr se solapan
parcialmente, estableciéndose asi un equilibrio. La cantidad de Pfr en relacion a la
cantidad total de fitocromo (Pfr:Ptotal) dependera de la composicion espectral de la luz.
En condiciones de altas relaciones R:RL el phy reside en el nlcleo predominantemente
en su forma activa (Pfr), cuando esta relacion R:RL es baja el phy es parcialmente

inactivado y en su forma inactiva Pr migra al citoplasma (Smith, 1995).
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Figura 1.4: Equilibrio del fitocromo. En presencia de luz roja (660nm) el fitocromo se
encuentra en su forma activa Pfr en el ndcleo. Cuando perciben luz roja lejana (730nm),
se inactiva (Pr) y sale del nicleo. En ausencia de luz, Pfr se inactiva.

El principal fotorreceptor utilizado por las plantas para detectar la proximidad de
sus vecinas es el fitocromo B (phyB) (Ballaré, 2009; Keuskamp et al., 2010). Como ya
se menciono, la relacion R:RL de la radiacion solar directa es de 1,2, mientras que esta
disminuye dentro del canopeo a medida que aumenta la densidad de plantas; es asi que
bajo radiacion solar directa puede establecerse un fotoequilibrio de 60 % Pfr:Ptotal
mientras que bajo un canopeo denso el fotoequilibrio puede llegar a niveles del 0,1 %
Pfr:Ptotal (Smith, 2000). De este modo la percepcion de la calidad luminica les provee
informacion acerca de sus plantas vecinas que como posibles competidoras podrian
poner en peligro su supervivencia. Con esta informacion elaboran un conjunto de
respuestas conocidas como sindrome de escape al sombreado (SAS), generando un
crecimiento hacia las zonas donde las relaciones R:RL sean mayores y asi evitar ser
sombreadas (Schmitt et al., 2003; Ballaré, 2009; Franklin and Quail, 2010; Kami et al.,
2010; Keuskamp et al., 2010). EI SAS se caracteriza por el alargamiento rapido de tallos
y peciolos, adelanto de la floracion, hojas hiponasticas, reduccién de la ramificacion y
crecimiento de los tallos hacia los claros del canopeo (Ballaré et al., 1990; Ballaré,
2009; Kami et al., 2010; Casal, 2013). Queda claro entonces que las bajas relaciones
R:RL sirven como una sefial para detectar la presencia de plantas vecinas preparando a

las plantas para una posible competencia futura.



1-4 Respuesta inmune de las plantas

En su ambiente natural las plantas enfrentan riesgos de ser atacadas por una gran
variedad de parasitos, incluyendo virus, bacterias, hongos, oomicetos, nematodos, asi
como por insectos e incluso por otras plantas. En la gran mayoria de los ecosistemas
terrestres los insectos fitofagos representan una de las principales amenazas y
constituyen el nexo central entre los productores primarios y los siguientes niveles
troficos (Schoonhoven et al., 2005). Sin embargo, de la gran cantidad de especies de
herbivoros presentes en un ecosistema sélo una pequefia fraccion es capaz de
alimentarse de una especie vegetal dada. Para hacer frente a sus enemigos, las plantas
poseen sistemas de defensa de elevada sofisticacion, que reflejan a la respuesta inmune
de los animales. Estos mecanismos de defensa reconocen sefiales del dafio a sus propias
células como asimismo moléculas no propias. Este reconocimiento genera una
activacion de una respuesta inmune eficaz contra el organismo invasor (Jones and
Dangl, 2006; Pieterse et al., 2009; Pieterse et al., 2012; Spoel and Dong, 2012; Ballaré,
2014). Esta capacidad les permite a las plantas sobrevivir a pesar de los numerosos
organismos herbivoros y patdgenos presentes en los ecosistemas.

Los sistemas de defensas generados por las plantas contra los organismos
patégenos y consumidores se manifiestan mediante una combinacion de defensas
directas e indirectas. Las directas son dirigidas hacia el atacante y su accion se basa en
el despliegue de compuestos quimicos secundarios 0 enzimas que actlan como toxinas
que impiden o interfieren con el metabolismo del organismo invasor (Howe and Jander,
2008; Dicke and Baldwin, 2010; Wu and Baldwin, 2010). Por su parte, las defensas
indirectas, altamente eficaces contra los herbivoros, se basan en la produccion de
metabolitos o estructuras que atraen a los enemigos naturales de sus atacantes, tales
como: mezclas especificas de compuestos volatiles o néctar extrafloral (Karban and
Baldwin, 1997; Keindnen et al., 2001; Schoonhoven et al., 2005). Ambas defensas
pueden ser inducibles, es decir que se activan en respuesta al ataque de un patdégeno o
de un herbivoro, asimismo son de gran importancia en la aclimatacién de las plantas
frente a los cambios producidos en el ambiente en que se encuentran (Karban, 2008;
Metlen et al., 2009).

Los patogenos de plantas se dividen generalmente en necrétrofos y bidtrofos
(Glazebrook 2005). Los patogenos necrétrofos actian primero destruyendo las células
del huésped a menudo a través de la produccidon de fitotoxinas y enzimas que degradan

la pared celular para luego alimentarse de los contenidos celulares. Por su parte, los
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bidtrofos se alimentan de los tejidos del huésped vivo causando un dafio minimo a las
células huésped, cominmente a través de estructuras de alimentacion especializadas.
Existen otros patdgenos que muestran ambos estilos de vida, dependiendo de la etapa

del ciclo de vida en la que se encuentran y se los conoce como patdgenos hemibiotrofos.

1-5 Reconocimiento del atacante

Las plantas han desarrollado evolutivamente sofisticados mecanismos para detectar
y resistir el ataque de organismos invasores, ademas han adquirido la capacidad de
percibir moléculas que indican que estan siendo atacadas por un patégeno. El primer
nivel del sistema inmune depende de la presencia de receptores transmembrana
denominados PRRs (Pattern-Recognition Receptors) que son capaces de reconocer
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs, Pathogen-Associated Molecular
Patterns) o patrones moleculares asociado a microbios (MAMPs, Microbe-Associated
Molecular Patterns) los cuales tradicionalmente se denominan elicitores por ser capaces
de activar los sistemas de defensa. Gran parte de los PAMPs son moléculas esenciales
para el patdgeno que no pueden ser suprimidas o atenuadas sin afectar el desarrollo del
patdgeno; ello proporcioné a las plantas una ventaja evolutiva para poder detectarlos.
Entre los MAMPs se encuentran moléculas de funciones basicas de los
microorganismos, tales como lipopolisacaridos, peptidoglucanos, oligdmeros de quitina
y glucanos que son componentes de las paredes celulares y membranas de bacterias y
hongos, como asi también la flagelina, componente del flagelo bacteriano (Newman et
al., 2007; Schwessinger and Ronald, 2012; Spoel and Dong, 2012). Las plantas también
pueden percibir sefiales enddgenas derivadas de si mismas, que surgen del dafio causado
por la infeccién de patdgenos. Estas sefiales son moléculas liberadas de forma
enzimatica 0 mecanica por la propia planta cuando es atacada y son llamadas patrones
moleculares asociados al dafio (DAMPs, Damage-Associated Molecular Patterns).

Los PAMPs y PRRs se encuentran altamente conservados entre las distintas
especies vegetales (Zipfel, 2009), sin embargo, el repertorio de efectores de los
patdgenos es extremadamente variable (Schulze-Lefert and Panstruga, 2011). Asi es que
cuando los PRRs reconocen alguna molecula PAMP se activa la respuesta inmune por
PAMPs (PTI, PAMP-Triggered Immunity) que protege a las plantas del atacante. Tales
respuestas incluyen, entre otras, el fortalecimiento de la pared celular, la sintesis de
calosa y la acumulacion de diversas moléculas con actividad antimicrobiana. Los

patdgenos a menudo pueden superar este primer nivel de defensa de las plantas, por
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ejemplo, mediante el uso de moléculas efectoras que inactivan la inmunidad disparada
por los PAMPs o por la supresion de la sefializacion de PTI. En la “carrera
armamentistica” las plantas adquirieron una segunda linea de defensa que se activa
cuando las proteinas intracelulares de resistencia reconocen estos efectores especificos
del atacante y a continuacion, hacen que el patdgeno sea no virulento lo que se conoce
como inmunidad disparada por efectores (ETI, Effector-Triggered Immunity) (Jones and
Dangl, 2006; Panstruga et al., 2009; Pieterse et al., 2012; Fu and Dong, 2013; Ballaré,
2014).

Los insectos herbivoros son detectados por las plantas al percibir los DAMPs asi
como otros patrones moleculares asociados a herbivoros (HAMPs, Hervivore-
Associated molecular pattern) (Keinanen et al., 2001; Howe and Jander, 2008;
Bonaventure, 2012; Erb et al., 2012; Heil et al., 2012). Se han identificado maltiples
HAMPs entre los que se encuentran los &cidos grasos conjugados con aminoacidos
(FACs, Fatty acid-Amino acid Conjugates) (Alborn et al., 1997), caeliferinas,
inceptinas, oligouronidos, glucosa oxidasa, B-glucosidasa, y lipasas (Bonaventure, 2012;
Erb et al., 2012). Los FACs son las sefiales de insectos mejor caracterizadas y estan
presentes en las secreciones orales de la mayoria de las larvas de lepiddpteros
(Yoshinaga et al., 2010). Se sintetizan a partir de acidos grasos producidos por las
plantas (tales como los acidos linolénico y linoléico) que se conjugan con glutamina o
acido glutamico. Los FACs no son sintetizados por las plantas por lo que proporcionan
una buena sefial de que estan siendo atacadas por un herbivoro. Los receptores de los
FACs (asi como los de todos los demas HAMPs) aun no han sido identificados,
tampoco queda claro si estos receptores reconocen directamente los HAMPSs o algunos
de sus derivados metabdlicos (Bonaventure, 2012). Los insectos herbivoros también
pueden producir moléculas para suprimir las defensas inducidas por las plantas que
presentan analogias a las activadas por efectores de microorganismos patdgenos
(Hogenhout and Bos, 2011; Bonaventure, 2012; Erb et al., 2012).

1-6 Resistencia sistémica adquirida e inducida

Las plantas luego de sufrir un ataque y activar sus defensas presentan mayor
resistencia si sufren un nuevo ataque. Este fendmeno se conoce como resistencia
sistémica adquirida (SAR), la cual se activa en forma local y también de manera
sistémica en zonas alejadas del sitio donde se produjo el ataque, protegiendo asi los

tejidos sanos contra un ataque posterior. Estas respuestas generalmente de larga
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duracién se activan bajo un amplio rango de patdgenos, tales como hongos, virus y
bacterias (Durrant and Dong, 2004; Vlot et al., 2009). La respuesta SAR se produce
luego de la activacion de las respuestas PTI o ETI y se caracteriza por una activacion
coordinada y especifica de los genes PR (PATOGENESIS RELATED) los cuales en su
mayoria codifican para proteinas con actividad antimicrobiana (van Loon et al., 2006).
La activacion del SAR esté asociada con un aumento de la fitohormona SA, tanto en el
lugar de la infeccion como en toda la planta (Mishina and Zeier, 2007; Tsuda et al.,
2009). Determinados microorganismos beneficiosos para las plantas como los hongos
micorricicos y las rizobacterias, entre otros, son capaces de inducir un fenotipo similar a
la inmunidad sistémica llamada resistencia sistémica inducida (ISR) (van Loon et al.,
1998; Pozo and Azcdn-Aguilar, 2007). La respuesta ISR, al igual a la SAR, es duradera
y de amplio rango pero es independiente de la via del SA. Esta respuesta es dependiente
de las vias de sefializacion reguladas por las fitohormonas JA vy etileno (ET). La
activacion de la respuesta ISR por microorganismos beneficiosos no conlleva a la
induccidn directa de los mecanismos de defensas de la planta, lo que tendria un costo
energético importante, sino que estd asociada con un aumento en su capacidad para
activar las defensas tras el ataque de un patdégeno, fenomeno conocido como “priming”
(Pozo et al., 2008; Van der Ent et al., 2009). La induccién de resistencia mediante
priming tiene un costo minimo sobre el crecimiento de la planta ya que la respuesta de

defensa solo se activa en el caso del reconocimiento de un atacante.

1-7 Fitohormonas

Las fitohormonas, u hormonas vegetales, son las principales moléculas de
sefializacion interna de las plantas; son esenciales para la integracién de las diferentes
sefiales internas y juegan un papel importante en el desarrollo, el crecimiento, las
defensas y la muerte celular.

Existe abundante informacion acerca de como los sistemas de defensas estan
coordinados por una serie de hormonas cuya sintesis se activa en respuesta al ataque de
diferentes organismos consumidores. Las principales hormonas que controlan los
mecanismos de defensa son el SA, el JA y el ET (Ballaré, 2009; Pieterse et al., 2012;
Ballaré, 2014).

El mecanismo de defensa especifico activado dependera del estilo de vida del
patdgeno atacante a combatir; en casos de bidtrofos las plantas activan las respuestas

inducidas por SA, a la cual son altamente sensibles, mientras que si son patdgenos
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necrétrofos o insectos herbivoros se activan las defensas mediadas por el JA y el ET
(Thomma et al., 2001; Kessler and Baldwin, 2002; Glazebrook, 2005).

1-7-1 El &cido jasmonico

El JA es una oxilipina implicada en las respuestas a sefiales ambientales y de
desarrollo durante el ciclo de vida de las plantas. Se encuentra involucrado en
numerosos procesos incluyendo el desarrollo de tricomas y de estambres, el crecimiento
de la raiz, la determinacion del sexo, la fertilidad, las respuestas a la radiacion UV, la
senescencia y la activacion de respuestas de defensa (Chung et al., 2009; Fonseca et al.,
2009; Pauwels and Goossens, 2011; Wager and Browse, 2012).
1-7-1-1 Biosintesis del JA

Los jasmonatos (JAs), el JA y sus derivados son componentes lipidicos, se
biosintetizan por la via de las oxilipinas (Tretner et al., 2008; Gfeller et al., 2010). Se
descubrieron en 1962 cuando se identifico al MeJA (metil-JA) como un componente
principal de la esencia del jazmin (Demole et al., 1962). Tanto la via de biosintesis
como las enzimas que intervienen en la misma se encuentran ampliamente estudiadas
(Figura 1.5) (Wasternack, 2007; Schaller and Stintzi, 2009; Wasternack and Kombrink,
2009; Kombrink, 2012).

La biosintesis del JA comienza con la liberacion de acido a-linolénico (18:3) de la
membrana de los cloroplastos, que luego de ser oxidado por la enzima LOX (13-
lipoxigenasa) pasa a 13(S)-HPTO [13(S)-hidroperoxy-octadecatrienoic acid], el cual
puede ser metabolizado para formar distintas clases de oxilipinas (Feussner and
Wasternack, 2002; Mosblech et al., 2009). En el paso siguiente, 13(S)-HPTO es
transformado a 12-13(S)-ETO [12-13(S)-epoxy-octadecatrienoic acid] por la enzima
AQOS (allene oxide synthase) (Park et al., 2002; von Malek et al., 2002). Sobre este
ultimo producto actda la enzima AOC (allene oxide ciclase) dando lugar a OPDA [(9S,
13S)-12-oxo-phytodienoic acid] estableciéndose de este modo la configuracion
estereoquimica natural del JA (Ziegler et al., 2000). EI OPDA es el primer producto
biolégicamente activo de esta via (Stenzel et al., 2003; Wasternack, 2007), el que
posteriormente migra de los cloroplastos a los peroxisomas donde la biosintesis
continua hasta formar (+)-7-iso-JA. El JA estd sujeto a diversas modificaciones
enziméticas originando de este modo numerosos metabolitos (Wasternack, 2007; Koo
and Howe, 2012). Entre estos se incluye al JA conjugado con distintos aminoacidos,

tales como la isoleucina. Esta conjugacion forma JA-lle que constituye la forma natural
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mas activa de los JAs (Fonseca et al., 2009). Ademas, el JA se puede conjugar con Leu,
Val, Tyr, Trp y otras moléculas (Staswick and Tiryaki, 2004; Kramell et al., 2005;
Staswick, 2009). ElI JA puede sufrir otras transformaciones como la metilacién o la
glucosilacion dando lugar a MeJA (Gfeller et al., 2010) o JAG (Kourtchenko et al.,
2007) respectivamente. La interconversion entre las distintas formas en las que se puede
presentar el JA parece constituir un mecanismo de activacion - desactivacion y por lo

tanto jugar un rol durante la regulacion de esta via (Miersch et al., 2008).
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1-7-1-2 Represores de la via de los JAs
1-7-1-2-1 Las proteinas JAZ

Las proteinas de la familia JAZ (JASMONATE ZIM DOMAIN) se caracterizan por
actuar como reguladores negativos, siendo represores transcripcionales, de las
respuestas de la via de los JAs. Las proteinas JAZs podrian jugar un papel principal en
la atenuacion de la sensibilidad a los JAs en respuesta a sefiales fisiologicas y
ambientales. En Arabidopsis se conocen 12 miembros de la familia y se denominan JAZ
1-12 (Chung et al., 2009).

Las JAZs son miembros de la familia de las proteinas TIFY, Ilamadas asi por
poseer el motivo TIFY (TIF[F/Y]XG) altamente conservado, ubicado en el dominio
ZIM (Vanholme et al., 2007; Chung et al., 2009). Este Gltimo no contiene el dominio
zinc finger de tipo GATA, por lo que se las clasifica como parte del grupo Il de la
familia TIFY (Vanholme et al., 2007).

Esta familia de represores se caracteriza por poseer una alta variabilidad en su
secuencia pero con sus tres dominios, el N-terminal (NT), el ZIM y Jas, altamente
conservados (Chung and Howe, 2009; Wager and Browse, 2012) (Figura 1.6). El
dominio NT es el menos caracterizado aungue se ha demostrado que es importante para
las interacciones entre la proteina JAZ1 y el represor RGA (Repressor of GAI1-3) de la
via de las GAs, por lo que este dominio estaria involucrado en un crosstalk con la via de
sefializacion de las GAs (Kazan and Manners, 2012; Wager and Browse, 2012).

El dominio ZIM esté formado por 30 amino&cidos en el centro de las proteinas JAZ
que contiene el motivo TIFY (Vanholme et al., 2007). Este Gltimo es necesario y
suficiente para la hetero u homodimerizacion (JAZ-JAZ), que puede tener lugar
independientemente de la presencia de JA-Ile (Chini et al., 2009; Fonseca et al., 2009;
Pauwels and Goossens, 2011). Esta dimerizacién puede ser importante para la
localizacion nuclear de estos represores como cuerpos nucleares (Grunewald et al.,
2009). El dominio ZIM es también responsable de la interaccion con la proteina NINJA
(NOVEL INTERACTOR OF JAZ, véase mas abajo) (Pauwels et al., 2010).
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JAZ12

Figura 1.6: Esquema de las proteinas JAZ en A. thaliana. Se muestran los tamarfios
relativos, asi como la posicién de los dominios altamente conservados ZIM y Jas de las
doce proteinas. Editado de Staswick (2008).

El dominio Jas se encuentra situado cerca de la regién C-terminal, esta secuencia
participa en la interaccion proteina-proteina con distintos factores de transcripcion, por
ejemplo MYC2 (codificado por el gen JIN1; JASMONATE INSENSITIVE 1), y con la
proteina COI1 (CORONATINE INSENSITIVITY 1). Posee una secuencia altamente
conservada, LPIARR, la cual es necesaria y suficiente para la interaccion JAZ-COIll en
presencia de JAs bioactivos (Katsir et al., 2008; Melotto et al., 2008; Chini et al., 2009;
Fonseca et al., 2009; Sheard et al., 2010).
1-7-1-2-2 Co-represores reclutados por las proteinas JAZ

Aunque la evidencia genética, bioquimica y molecular ha demostrado que las
proteinas JAZ son represores transcripcionales de la via de los JAs aun sigue siendo
desconocido cdmo es que funciona esta represion a nivel molecular. La ausencia de un
motivo de represion conocido en la mayoria de las proteinas JAZ sugiere que éstas

reprimen la transcripcion mediante el reclutamiento de co-represores. En tal sentido, se
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ha demostrado que las proteinas JAZ reclutan miembros de la familia de co-represores
Groucho (Gro)/Tupl, como TPL (TOPLESS), TPR2 (TOPLESS-RELATED 2) y TPR3
(TOPLESS-RELATED 3) (Kazan, 2006; Fernandez-Calvo et al., 2011). En eucariotas,
estos represores actGan a través de la formacion de complejos con enzimas
modificadoras de histonas, como las deacetilasas de histonas (HDAs) que generan la
compactacién de la cromatina impidiendo de este modo el acceso del aparato de
transcripcion celular con lo que se inactiva la expresion de genes presentes en estas
regiones (Payankaulam et al., 2010). Estudios recientes indican las HDAs interactian
con elementos de la via de los JAs y en mutantes de HDAs esta via de sefializacion se
encuentra alterada (Devoto et al., 2002; Zhou et al., 2005; Wu et al., 2008).

El mapa interactomico de A. thaliana sugiere un papel global para el co-represor
TPL en la regulacion de génica (Consortium, 2011). Por su parte el reclutamiento de
TPL generado por las proteinas JAZ se logra a través de un motivo EAR (ERF-
ASSOCIATED AMPHIPHILIC REPRESSION) que contiene la proteina NINJA
(Figura 1.7) (Pauwels et al., 2010). EI motivo EAR (LxLxLx o DLNxxP, donde x es
cualquier aminoéacido) es conocido por actuar en la represion génica (Kazan, 2006). Se
ha encontrado que dos miembros de la familia JAZ, JAZ7 y JAZ8 no interactan con la
proteina NINJA (Pauwels et al., 2010) pero ellas contienen en su secuencia
aminoacidica el motivo EAR altamente conservado (LELRL) lo que sugiere que
podrian actuar de forma independiente de la proteina NINJA interactuando directamente
con TPL (Pauwels and Goossens, 2011).
1-7-1-3 Percepcién de los jasmonatos

Recientemente se han hecho avances significativos en el conocimiento de los
mecanismos de percepcion de los JAs en las células vegetales (Chini et al., 2007;
Thines et al., 2007; Yan et al., 2007; Melotto et al., 2008; Yan et al., 2009; Pauwels et
al., 2010; Sheard et al., 2010). Se ha demostrado que la percepcion de JA-lle se logra
mediante su interaccion con un co-receptor formado por la proteina COI1, un
componente F-box (Xie et al., 1998) de un complejo SCF (SKIP-CULLIN-F-box) que
actla como una E3 ubiquitin ligasa (Zheng et al., 2002) y las proteinas JAZ (Chini et
al., 2007; Thines et al., 2007). EI JA-lle estimula la unién especifica de COI1 con las
proteinas JAZ lo que conduce a una ubiquitinacién de las JAZs por el complejo SCF°"
y su posterior degradacion por el proteasoma 26S. Al degradarse las proteinas JAZ se
logra activar la via de los JAs mediante una reprogramacion transcripcional de la célula
(Pauwels and Goossens, 2011; Kazan and Manners, 2012; Shyu et al., 2012) (Figura
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1.7). La transcripcion de los genes de respuesta a los JAs, impulsada por el ataque de
herbivoros, infecciones de patégenos o dafio conduce a la produccion de metabolitos de
defensa tanto en los 6rganos afectados directamente como en los no afectados. Estas
respuestas les proporcionan a las plantas una proteccion sistematica contra futuros
ataques (Howe and Jander, 2008; Koo et al., 2009).

El primer factor de transcripcion (FT) en identificarse en A. thaliana que participa
en la regulacion de la respuesta de los JAs fue MYC2 (Lorenzo et al., 2004).
Posteriormente se descubrieron dos homdlogos a los que se denominaron MYC3 y
MY C4; estos también interactlan con las proteinas JAZ a través su dominio C-terminal
(Fernandez-Calvo et al., 2011; Pauwels and Goossens, 2011). EI FT MYC2 regula la
expresion génica particularmente de aquellos genes que son inducidos en respuesta a
heridas o al ataque de insectos (Lorenzo et al., 2004). Este regula de manera diferencial
dos grupos de genes de respuesta a los JAs (Figura 3.1). Por un lado activa genes de
respuesta a dafos e insectos y, por otro, reprime genes relacionados con defensa a
patdgenos (Boter et al., 2004; Lorenzo et al., 2004; Dombrecht et al., 2007). Por
ejemplo, regula positivamente la expresion de genes como VSP (VEGETATIVE
STORAGE PROTEIN) y LOX (LIPOXYGENASE 2) (Boter et al., 2004; Lorenzo et al.,
2004) y negativamente genes como PDF1.2 (PLANT DEFENSIN 1.2), CHIB (BASIC
CHITINASE) y HEL (HEVEIN-LIKE PROTEIN) (Anderson et al., 2004; Lorenzo et al.,
2004).

Asimismo se ha identificado al FT ERF1 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR 1),
que pertenece a la familia ERF/AP2 (ERF/APETALAZ2) e integra las sefiales de la via
de los JAs y del ET, modula la expresion de algunos genes regulados por el FT MYC2
aungue lo hace de manera opuesta (Berrocal-Lobo et al., 2002; Lorenzo et al., 2003;
McGrath et al., 2005; Pré et al., 2008). De este modo activa la expresion de genes de la
via JA/ET relacionados con defensa frente a patdgenos necrotrofos como PDF1.2 y
CHIB vy reprime la expresion de genes relacionados con respuesta a dafios y herbivoros
como VSP2 (Berrocal-Lobo et al., 2002; Lorenzo et al., 2003). Ademas de ERF1, otros
FTs de la familia ERF/AP2, participan en esta interrelacion de las vias de los JAs y del
ET algunos como activadores ERF2 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR 2) u ORA59
(OCTADECANOID-RESPONSIVE ARABIDOPSIS AP2/ERF-domain protein 59) y
otros como represores ERF4 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR 4) (McGrath et al.,
2005; Pré et al., 2008; Zarei et al., 2011). Sin embargo, MY C2 reprime varios genes que

son inducidos en respuesta a patdgenos por la accion del FT ERF1 (Browse, 2009).
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Entre los genes de defensa marcadores més utilizados de la respuesta a los JAs y al
ET se encuentra PDF1.2, el cual codifica para una proteina con actividad
antimicrobiana (Penninckx et al., 1998). Los JAs también activan la sintesis y
acumulacién de metabolitos secundarios empleados tanto en la aclimatacion como en la
defensa (van der Fits and Memelink, 2000; Keindnen et al., 2001; Goossens et al.,
2003). Los compuestos fendlicos pertenecen a una familia muy amplia de metabolitos
secundarios de plantas cuya sintesis y liberacion se produce frente a dafios, infecciones,
ataque de patdgenos y/o herbivoria. Debido al rol que poseen como componentes de
defensa se utilizan los niveles de los compuestos fenolicos solubles totales y antocianas

como marcadores de la via de los JAs.
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E ISCFCO“

l P

&as g Genes de respuestaa JA

Genes de respuestaa JA

Figura 1.7: Modelo actual de percepcién de JA y activacion de genes de respuesta.
Activacion de la via de JA en respuesta a la degradacion de proteinas represoras JAZ A)
en ausencia de JA bioactivos, los genes de respuesta a JA estan reprimidos debido a la
interaccion de los factores de transcripcion (TF) con proteinas represoras JAZ, las que
controlan la expresion de genes a través de su interaccidn con el adaptador NINJA y las
proteinas co-represoras TPL (Pauwels et al., 2010), y presumiblemente a través de otros
mecanismos de represion (Howe, 2010) B) En presencia de JA bioactivos (que se
producen en respuesta al ataque de herbivoros, circulos naranjas) las proteinas JAZ
interactCian via su dominio Jas con la ubiquitin-ligasa SCF*°", lo que las marca para
degradacion en el proteasoma 26S, y des-reprime asi la transcripcion de los genes de
respuesta. Editado de Ballare (2011).
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1-7-2 El Acido Salicilico

La hormona vegetal SA juega un papel fundamental en la sefializacion de
respuestas de resistencia contra enfermedades (Vlot et al., 2009; Fu and Dong, 2013).
Constituye un compuesto fenolico que puede ser sintetizado a partir del metabolito
primario corismato a través de dos vias enzimaticas distintas, una que involucra a PAL
(FENILALANINA AMONIO LIASA) y la otra a ICS/SID2 (ISOCORISMATO
SINTASA) (Garcion and Métraux, 2006). La biosintesis es activada durante la PTI y
ETI a partir del reconocimiento de PAMPs o efectores provenientes de patdgenos
(Mishina and Zeier, 2007). Posteriormente, las proteinas EDS1 (lipase-like
ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY1) y PAD4 (PHYTOALEXIN DEFICIENT
4) actuan en el inicio de la biosintesis de SA durante el PTI.

La sefializacion rio abajo (downstream) del SA es controlada en gran medida por la
proteina reguladora NPR1 (NONEXPRESSOR DE PR GENESL1), que al ser activada
por el SA actla como un co-activador transcripcional de un gran conjunto de genes
relacionados con la defensa (Dong, 2004; Moore et al., 2011). Los genes PR
(PATHOGENESIS-RELATED) son un grupo diverso. Algunos PR codifican para
proteinas con actividad antimicrobiana (van Loon et al., 2006) cuyo miembro mejor
caracterizado es PR-1, utilizado a menudo como gen marcador de la respuesta al SA.
Ademas, existen muchos factores de transcripcion WRKY capaces de activar o reprimir
las respuestas del SA por lo que son importantes tanto para la resistencia como para el
control de la retro-alimentacion de esta via de sefalizacion (Wang et al., 2006; Rushton
et al., 2010).

En células no inducidas, la gran mayoria de las moléculas de NPR1 se encuentran
en el citoplasma formando oligdmeros, unidas a través de enlaces intermoleculares di-
sulfuro (Tada et al., 2008). Constitutivamente una cantidad relativamente pequefia de
monomeros de NPRL1 se transloca al nucleo pero es degradada via proteosoma y esto
evita la activacion prematura de los genes diana de NPR1 (Spoel et al., 2009). La
induccién de la via del SA conduce a cambios en el estado redox de la célula que
generan la monomerizacion de NPR1 (Tada et al., 2008), produciendo grandes
cantidades de monomero NPR1 que son translocadas al nucleo (Cheng et al., 2009;
Monaghan J et al., 2010). En el ndcleo, los mondémeros NPR1 interactuan con los
miembros de la familia de factores transcripcionales TGA subclase basic leucine zipper
(bZIP) que se unen vy activan a los promotores de los genes regulados por el SA, tales
como la PR-1, (Després et al., 2000; Fan and Dong, 2002). Durante este proceso NPR1
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se fosforila y posteriormente es ubiquitinada para luego ser degradada via proteosoma.
Cabe resaltar que la translocacion de NPR1 constituye un paso regulatorio importante
en esta via de sefalizacion.

Existen varios reguladores negativos que mantienen controlada la via del SA y los
genes regulados por PR1, tales como las proteinas NIMIN1 (NIM1-INTERACTINGL1),
NIMIN2, NIMIN3 vy la proteina SNI1 (SUPPRESSOR OF NPR1 INDUCIBLE1) que
interactian con NPR1 (Li et al., 1999; Weigel et al., 2005; Pape et al., 2010),
posiblemente evitando una activacion innecesaria. Las NIMINSs inhiben la actividad de
los promotores de genes de defensa capturando a los factores de transcripcion TGA
(Weigel et al., 2005), mientras que SNI1 ejerce su efecto negativo a traves de la
asociacion con promotores de genes de defensa posiblemente mediante interacciones
con proteinas de union al ADN aun desconocidas (Song et al., 2011). Posteriormente a
la activacion de la via de sefializacion del SA, SNI1 se elimina del promotor y asi se
regula positivamente la expresion génica de la respuesta inmune de la planta.

Una vez que la via del SA se activa en el sitio de infeccion una respuesta similar es
disparada en partes distales de la planta protegiendo los tejidos sanos contra una posible
invasion posterior de patdgenos. Y, ademds, cuando es activada se produce una
represion de la via de los JAs mediante un crosstalk hormonal. Ambas vias de
sefializacion tiene un efecto antagonico sobre la otra (Kunkel and Brooks, 2002;
Bostock, 2005; Brooks et al., 2005; Uppalapati et al., 2007; Pieterse et al., 2009; Thaler
etal., 2012).

1-7-3 El etileno

El ET es una hormona vegetal gaseosa que participa en la germinacién de semillas,
desarrollo de pelos radiculares, senescencia de la flor, abscision y maduracion del fruto
y en las defensas. Se produce por el metabolismo de la metionina a S-adenosil-
metionina (S-AdoMet), donde casi el 80% de la metionina celular se convierte en S-
AdoMet (Demianski et al., 2012). La S-AdoMet es pasada a 1-aminociclopropano-1-
acido carboxilico (ACC), que luego es oxidado para formar el ET (Wang et al., 2002;
Zhu et al., 2011; Shan et al., 2012).

Se conocen cinco receptores del ET en Arabidopsis: ETR1 (ETHYLENE
RESPONSE 1), ETR2 (ETHYLENE RESPONSE 2), ERS1 (ETHYLENE RESPONSE
SENSOR 1), ERS2 (ETHYLENE RESPONSE SENSOR 2) y EIN4 (ETHYLENE
INSENSITIVE 4) (Wang et al., 2002). Estos receptores regulan negativamente la via de
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sefializacion del ET mediante una interaccion con la proteina CTR1 (CONSTITUTIVE
TRIPLE RESPONSE 1). Esta proteina reprime a EIN2 (ETHYLENE INSENSITIVE
2), un regulador positivo esencial de las respuestas rio abajo del ET, que conduce a la
inactivacion de los factores de transcripcion EIN3 (ETHYLENE INSENSITIVE 3) y
EIL1 (EIN3-LIKE PROTEIN 1) (Wang et al., 2002; Shan et al., 2012). En presencia de
ET la proteina CTR1 es degradada, y por lo tanto, EIN2 es desreprimido (Qiao et al.,
2009). EIN2 regula una cascada transcripcional activada por EIN3 y EIL1, lo que
resulta en la activacion de los FTs ERF1 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR 1) y
EBF1-4 (ETHYLENE RESPONSE DNA BINDING FACTORS 1-4) generando un
aumento en la expresién de los genes de respuesta de ET (Wang et al., 2002; Qiao et al.,
2009; Zhu et al., 2011; Shan et al., 2012).

1-7-4 Las giberelinas

Las GAs son fitohormonas formadas por diterpenoides tetraciclicos que
desempefian un rol fundamental en la regulacién de muchos aspectos del desarrollo de
las plantas. Actdan en varios procesos de su ciclo, tales como: la germinacion, el
crecimiento vegetativo y la floracion (Yamaguchi, 2006) mediante la regulacion de la
transcripcion génica (Ogawa et al., 2003; Cao et al., 2006; Zentella et al., 2007; Hou et
al., 2008). Son sintetizadas por la via de los terpenoides en los plastidos y luego
modificadas en los reticulos endoplasmaticos y en el citosol hasta que se convierten en
la forma biolégicamente activa (Hedden and Phillips, 2000; Olszewski et al., 2002).

Las proteinas DELLA son moléculas claves en la represion de las respuestas de
crecimiento inducidas por las GAs. Pertenecen a la familia de reguladores
transcripcionales putativos GRAS que se encuentran altamente conservados en
Arabidopsis y en otras especies (Pysh et al., 1999; Ikeda et al., 2001; Chandler et al.,
2002; Bolle, 2004). Las GAs interaccionan con su receptor especifico denominado
GID1 (GIBERELINA INSENSITIVE DWARF1) y esto permite que las proteinas
DELLA se unan formando un complejo proteico, en el cual estas Ultimas son
ubiquitinadas para luego ser degradas via proteasoma (Dill et al., 2001; Griffiths et al.,
2006; Murase K et al., 2008; Shimada A et al., 2008). Luego de ser degradadas se activa
el crecimiento y desarrollo de las plantas, en respuesta a las GAs.

En Arabidopsis se han identificado cinco proteinas DELLA: GAIL (GA insensitive
1), RGA, RGL1 (RGA-like 1), RGL2 (RGA-like 2) y RGL3 (RGA-like3). Estas proteinas
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desempefian papeles superpuestos y separados en la regulacion del crecimiento y las
respuestas mediadas por las GAs a cambios ambientales (Dill and Sun, 2001; Lee et al.,
2002; Wen and Chang, 2002; Fu and Harberd, 2003; Cheng et al., 2004; Yu et al., 2004;
Wild et al., 2012). Las proteinas GAl y RGA son reguladores negativos de las
respuestas de GA en el control de la elongacion del tallo, el tiempo a floracién vy el
crecimiento de la raiz (Dill and Sun, 2001; Fu and Harberd, 2003). Las proteinas RGL2
son importantes en la represion de la germinacion de las semillas (Lee et al., 2002). Las
proteinas RGA y RGL2 desempefian papeles dominantes en la supresion del desarrollo
normal de los 6rganos florales (Cheng et al., 2004; Yu et al., 2004; Hou et al., 2008) y
las RGL3 regulan positivamente la resistencia mediada por los JAs (Wild et al., 2012).

Las proteinas DELLA interacttan especificamente con otras proteinas inhibiendo la
expresion de genes de la via de sefializacion de las GAs en varios procesos de
desarrollo. Por ejemplo, las DELLA interactuan con los factores de transcripcion PIF3 'y
PIF4 (PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR 3 Y 4) impidiendo que se unan a
los promotores de los genes que estos controlan (de Lucas et al., 2008; Feng et al.,
2008). Sin embargo, estudios recientes han revelado que muchos genes actlan rio abajo
de las proteinas DELLA en la via de sefializacion GA, pero hasta el momento se tiene
poca informacién de como son regulados. Las proteinas DELLA no poseen un dominio
de union al ADN por lo que se requiere mayor informacion de su interaccion con
distintos factores de transcripcion para comprender la funcion represora de las DELLA
en la sefializacién por GA durante la regulacion diversos procesos de desarrollo (Hou et
al., 2013).

Recientemente se ha determinado que las proteinas DELLA participan en las
respuestas de defensa a estrés bidticos mediante una regulacion positiva de la via de
sefializacion de los JAs, la cual ocurre a través de una interaccion con elementos esta via
(Yang et al., 1996; Hou et al., 2008; Navarro et al., 2008; Cheng et al., 2009; Wild et
al., 2012).

1-8 El dilema de las plantas

La competencia y la necesidad de defender los tejidos frente al ataque de
herbivoros y patdgenos son fuerzas selectivas importantes en la evolucion de las plantas
terrestres. Las plantas pueden ajustar la inversién de energia destinada a defensas en

funcion del riesgo de competencia por la luz con sus vecinas. Las evidencias
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fisiologicas y genéticas indican que la expresion del SAS esté correlacionada con una
reduccion de la expresion de genes marcadores de defensa y con un incremento en la
vulnerabilidad a insectos herbivoros y patogenos necrétrofos (McGuire and Agrawal,
2005; lzaguirre et al., 2006; Moreno et al., 2009; Cerrudo et al.,, 2012). Este
compromiso de asignacion de recursos es a menudo conocido como el "dilema de las
plantas" (Herms and Mattson, 1992; Cipollini, 2004; Ballaré, 2009). Asi las plantas
deben crecer lo suficientemente rapido como para ser competitivas con sus vecinos y, al
mismo tiempo, asignar recursos a la defensa para poder sobrevivir en ambientes donde

existen organismos consumidores.

La regulacion negativa de las defensas de las plantas que se encuentran en
competencia luminica con sus vecinas 0 bajo un riesgo inminente de competencia se
correlaciona con una disminucion en la sensibilidad de los tejidos a los JAs (Moreno et
al., 2009; Cerrudo et al., 2012; de Wit et al., 2013; Leone et al., 2014). Se proponen
maltiples hormonas que podrian mediar la regulaciéon de la via de los JAs por bajas
relaciones R:RL (Figura 1.8). Entre ellas podemos mencionar las GA, citoguininas,
auxinas, ET, brasinosteroides y el SA. Asi como las proteinas JAZ, las cuales se han
reportado que en condiciones de bajas relaciones R:RL se producen cambios en los
niveles de expresion (Moreno et al., 2009) y en la estabilidad de algunas de ellas (Leone
etal., 2014).
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Figura 1.8: Esquema conceptual de las conexiones potenciales entre el phyB y la
sefializacion de los JAs en la modulacion de defensas en respuesta a la proximidad de
plantas vecinas. EI RL reflejado por plantas vecinas (FR) promueve el pasaje de la
forma activa de phyB (Pfr) a la forma inactiva (Pr). Una caida en el nivel de Pfr lleva a
un aumento en los niveles de expresion de ciertos genes JAZ en tejidos expuestos a RL,
lo que podria deprimir las respuestas a los JAs en condiciones de competencia con
plantas vecinas. La inactivacion de phyB también produce aumentos en los niveles de
una serie de hormonas promotoras del crecimiento, incluyendo GA y ET. Se ha
demostrado que las GA son antagonistas de las respuestas de los JAs. Las GAs actlan
promoviendo la degradacion de DELLA, que segln evidencia reciente es capaz de
interactuar directamente con proteinas JAZ, inhibiendo su accion represora sobre la via
de los JAs. El ET tiene efectos diversos sobre las respuestas a los JAs, aunque en
Arabidopsis es frecuentemente un regulador positivo. El &cido salicilico (SA) es el
antagonista més estudiado de las respuestas a los JAs, y en algunos sistemas los niveles
de SA pueden aumentar en respuesta a la inactivacion de phyB. Las flechas indican
promocion/activacion; los conectores truncados indican represion o interaccion
negativa; los conectores con terminacion circular indican efectos que dependen del
sistema de estudio. Las lineas negras representan interacciones documentadas en
Arabidopsis; las lineas celestes denotan interacciones documentadas en otras especies.
ET, etileno; FR, rojo lejano; GA, giberelina; JA-lle, jasmonyl-isoleucina; SA, acido
salicilico. Editado de Ballaré, 2011.
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1-9 OBJETIVOS e HIPOTESIS de TRABAJO

En la presente tesis de Doctorado en Ciencias Agropecuarias se propone como
objetivo general avanzar en el entendimiento de los mecanismos que median los
efectos de cambios en el ambiente luminico asociados a la competencia sobre la via
de sefializacion de los JAs. La misma se centra en la region del R y RL del espectro
solar debido a la importancia que reviste como sefial de competencia durante el
crecimiento y desarrollo de las plantas, tanto en canopeos naturales como de cultivos.

El modelo de trabajo utilizado en esta tesis se basa en la idea general que el efecto
de la proximidad de plantas vecinas reduciendo la expresion del sistemas de defensa,
esta mediado principalmente por una regulacién negativa de la via de los JAs en los
tejidos (Moreno et al., 2009). Este modelo contiene una serie de hipdtesis especificas
acerca del mecanismo subyacente. A continuacion se mencionan las hipdtesis

planteadas en esta tesis doctoral:

- H1: la de-sensibilizacion de los tejidos a los JAs involucra la activacion de elementos
de la via del SA (antagoOnica del JA). Se espera que en mutantes deficientes en la
produccion de SA (sid2-1) como en mutantes de proteinas claves inducidas por el SA
(nprl), la respuesta de los JAs no se encuentre disminuida en plantas expuestas a RL
(Capitulo 3).

- H2: la de-sensibilizacién de los tejidos a los JAs estd mediada por un aumento en la
expresion y/o estabilidad de los reguladores negativos de la respuesta a los JAs.
Represores de la familia de las proteinas JAZ se encuentran aumentados en plantas
tratadas con RL, entre ellos JAZ10. Se estudiara con mayor detalle la regulacion

luminica de JAZ10 y sus variantes de “splicing” (Capitulo 3).

- H3: la de-sensibilizacién de los tejidos a los JAs involucra la accién de proteinas
DELLA, que son inhibidoras de elementos tempranos de la sefializacion del fitocromo
(PIF). Se espera que los genotipos que presenten proteinas DELLA estables (mutantes
gai-1) conserven su respuesta a los JAs aun en presencia de RL, mientras que los
genotipos mutantes con DELLA no funcionales (cuadruples y quintuples mutantes)

presenten fenotipos de susceptibilidad constitutiva (Capitulo 4).
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- H4: la de-sensibilizacion de los tejidos frente a los JAs estd mediada por cambios en la
estructura de la cromatina. Modificaciones post-traduccionales de las histonas,
incluyendo la acetilacion, juegan un papel clave en la actividad génica. En mutantes en
los que la HDAG no es funcional (por ej. axel-5 o axel-4), o plantas a las que se les
aplique trichostatin A (TSA, inhibidor de las HDASs) se espera que conserven su
respuesta a los JAs en presencia RL (Capitulo 5).

De las hipdtesis expuestas se desprenden los siguientes objetivos especificos:
- Evaluar los mecanismos fisiol6gicos activados por el RL implicados en la de-
sensibilizacion de los tejidos frente a los JAs.
- Determinar si elementos de la via del SA acttan en la de-sensibilizacion de los tejidos
a los JAs frente a bajas relaciones R:RL.
- Determinar si las variantes de splicing de JAZ10, con distinta sensibilidad al JA,
juegan un papel en la de-sensibilizacion de los tejidos a los JAs producida por bajas
relaciones R:RL.
- Determinar si las proteinas DELLA participan en la de-sensibilizacion de los tejidos a
los JAs frente a bajas relaciones R:RL.
- Determinar el rol de la hipo-acetilacion de histonas en la de-sensibilizacion de los

tejidos a los JAs causada por bajas relaciones R:RL.
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CAPITULO 2
Materiales y métodos

2-1 MATERIALES

2-1-1 Lineas utilizadas

En esta tesis se utilizaron plantas de A. thaliana de los ecotipos salvajes Columbia (Col-
0) y Landsberg erecta (Ler-0) obtenidas del Arabidopsis Biological Resource Center
(ABRC, www.arabidopsis.org). Ademas se utilizaron ecotipos mutantes y transgénicos
obtenidos del ABRC y donados por distintos laboratorios de investigacion (Cuadro 2.1).

2-1-2 Germinacion de semillas de A. thaliana

Las semillas de A. thaliana utilizadas fueron esterilizadas durante 3-5 h con cloro
gaseoso antes de ser sometidas al protocolo de germinacion. Estas semillas se
emplearon tanto para experimentos in vitro como en macetas. Para el cultivo in vitro se
empled medio Murashige Skoog (MS) al 0,5% suplementado con 1,5 % de sacarosa y
0,7% de agar. El intercambio gaseoso se aseguré mediante filtros en la tapa del frasco
(Figura 2.1). Una vez sembradas, las semillas se incubaron en oscuridad a 4°C durante
48-72 h, luego se les dio un pulso de luz roja durante 1 h para inducir y sincronizar la
germinacion, finalmente fueron transferidas a una camara de cultivo con un fotoperiodo
de 8 h de luz blanca. La temperatura se mantuvo entre 20 y 25°C.

Para los experimentos en macetas, las semillas se sembraron en placas de Petri en
medio de cultivo MS suplementado con sacarosa 1% Yy agar 0.8% Yy se incubaron en
oscuridad a 4°C durante 48-72 h, luego fueron tratadas con un pulso de luz roja durante
1 h. Las plantulas de 7 dias post-germinacion se trasplantaron a macetas que contenian
una mezcla 1:1:1 de perlita: vermiculita: turba y fueron regadas periodicamente con una

solucion de Hakaphos Rojo (18-18-18, Compo).

2-1-3 Cepa de B. cinerea
Los cultivos del hongo necrotrofo B. cinerea cepa B05.10 (Quidde et al., 1999) se
mantuvieron en placas de agar papa glucosado (1,5% m/v agar, 2% m/m de extracto de

papa liofilizado, 2% m/m glucosa) en una camara de cultivo a 25-30°C.
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Genotipo Fondo Descripcion
(background)
Col-0 Col-0 Salvaje
Ler-0 Ler-0 Salvaje
nprl Col-0 Mutante de la proteina NPR1
sid2.1 Col-0 Mutante de la proteina SID2.1
phyB9 Col-0 Mutante del PHYB
35S::ERF1/coil-1 Col-0 Sobreexpresante del FT ERF1
Mutante de la proteina COI1
35S::ERF1/COI1-1 Col-0 Sobreexpresante del FT ERF1
jaz10.1 Col-0 Mutante de la proteina JAZ10
jaz10/PJAZ10::JAZ10.1 Col-0 Mutante de la proteina JAZ10
Suplementada con JAZ10.1
jaz10/PJAZ10::JAZ10.3 Col-0 Mutante de la proteina JAZ10
Suplementada con JAZ10.3
jaz10/PJAZ10::JAZ10.4 Col-0 Mutante de la proteina JAZ10
Suplementada con JAZ10.4
4xdella Ler-0 Mutante de la proteinas GAIL1 , RGA,
RGL1yRGL2
5xdella Ler-0 Mutante de las proteinas GAI1 , RGA,
RGL1, RGL2 y RGL3
gail Ler-0 Mutante de la proteina gail
(ganancia de funcion)
axel.4 Col-0 Mutante de la proteina HDAG6
axel.5 Col-0 Mutante de la proteina HDAG

Cuadro 2.1: Listado de lineas de A. thaliana utilizadas. Se puede apreciar el nombre
del genotipo, el fondo utilizado para generarla, asi como la mutacion o transgénesis que

poseen las mismas.
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Figura 2.1: Fotos de plantas utilizadas. En A se puede observar una planta cultivada en
maceta y en B plantas cultivadas in-vitro.

2-2 METODOS

2-2-1 Simulacién de presencia de plantas vecinas: tratamiento con RL

Las plantas de Arabidopsis fueron cultivadas en camara de cultivo bajo luz blanca
de tubos fluorescentes, recibiendo un PAR de entre 110 y 125 umoles ms™, hasta la
tercer o cuarta semana de vida. Para la aplicacion del tratamiento luminico con RL las
plantas fueron alineadas frente a un banco de lamparas incandescentes cubierto con una
combinacion de tres filtros de acrilico azul (Paolini 2031, Acrilicos Ambin, Buenos
Aires, Argentina, 2,4 mm de espesor) y un filtro rojo (Paolini 2053, Acrilicos Ambin,
Buenos Aires, Argentina, 2,4 mm de espesor) (Figura 2.2). Para las plantas control se
emplearon filtros opacos (tratamiento Ambiente). Entre las lamparas y los filtros se
colocaron recipientes de vidrio con circulacion de agua para absorber el calor generado
por las lamparas. En los distintos experimentos mostrados en esta tesis, no se registraron
diferencias en la temperatura del aire asociadas a los tratamientos luminicos.

Los niveles de relacion R:RL se midieron con un radiémetro Skye SKR100/
SKR110 (Skye Instruments, Ltd., UK). Los valores de relacion R:RL fueron cercanos a
0,5. La eficiencia de los tratamientos luminicos se estimé midiendo el angulo de
insercion foliar respecto del suelo. Esta caida en la relacion R:RL simul el efecto de la
proximidad de plantas vecinas de un canopeo de indice de area foliar de 0,5, donde el
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sombreado mutuo es despreciable (Izaguirre et al., 2006; Moreno et al., 2009; Cerrudo
etal., 2012).
Las plantas comenzaron a irradiarse entre uno y cuatro dias antes de los

tratamientos de herbivoria (real o simulada) o de los desafios con patdgenos.

MeJA /
B. cinerea
+
Control
+
RL

Figura 2.2: Esquema del protocolo utilizado para la simulacién de plantas vecinas,
aplicando RL en forma lateral.

2-2-2 Tratamiento de herbivoria simulada con la aplicacién de MeJA exdgeno

La induccién quimica de las respuestas controladas por el JA se realizé rociando las
plantas de A. thaliana de tres semanas de edad cultivadas en sustrato. Se empled una
solucion acuosa de 0, 100, 200 o 450 uM MeJA (Aldrich Chemical Company,
Milwaukee, Wi, USA). Para facilitar la disolucion del MeJA las soluciones fueron
preparadas con etanol en una concentracion de 4 %o en agua MilliQ. Las plantas control
se rociaron con una solucién acuosa de etanol absoluto 4%.. En los experimentos
realizados in vitro se adicion6 1 mL de una solucién 100 uM de MeJA esterilizado por
filtracion (preparado de igual manera que para los experimentos de plantas en sustrato)
a los frascos que contenian plantas de 10 dias de germinadas, mientras que a los
controles se les agregd 1 ml de agua estéril. Luego, a diferentes tiempos post-induccion,
las plantulas fueron cosechadas e inmediatamente congeladas en nitrogeno liquido para
la realizacion de posteriores estudios de expresion génica (Moreno et al., 2009; Cerrudo
etal., 2012).
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2-2-3 Tratamiento con inhibidores de deacetilasas de histonas, Trichostatin A
(TSA)

Estos ensayos se realizaron in vitro, no se pudieron realizar en plantas adultas
debido a los costos del inhibidor. En estos experimentos se utilizaron plantas de A.
thaliana variedad Col-0 de 10 dias post-germinacién cultivadas en frascos de vidrio con
medio de cultivo. En estos ensayos las plantas se dividieron en 8 grupos, 4 fueron para
control y 4 para tratamiento con TSA. De cada uno de los cuatro grupos se tomaron dos
frascos que fueron expuestos a bajas relaciones R:RL en la ultima hora de luz del dia 9
post-germinacion y los otros dos frascos permanecieron en condiciones normales de luz.
Luego, en el dia 10 pasada la primera hora de luz a uno de los dos frascos de cada
tratamiento se le agregd una solucion 100 uM de MeJA y al otro agua como control. A
las 4 h del agregado de MeJA las plantas se cosecharon y congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido. Posteriormente fueron utilizadas para andlisis de expresion génica.

Se trataron con una solucion 5 uM de TSA (InvivoGen). Se adicioné en forma
liquida 1 mL del inhibidor esterilizado por filtracion por frasco. Antes de la aplicacion
el inhibidor fue disuelto en DMSO (1 mg/ mL) segun las instrucciones del fabricante.
En los frascos control se adicion6 1 mL de agua estéril conteniendo la misma

proporcion de DMSO que en los tratados con TSA.

2-2-4 Bioensayos con B. cinerea

Previo al bioensayo se seleccionaron placas donde se observaban fructificaciones
de conidios. Los esporas se colectaron por lavado con agua destilada y raspado de las
placas con una varilla de vidrio, se filtraron y resuspendieron en una solucion de
sacarosa 100 mM/KH,PO, 70 mM para inducir la germinacion (Elad, 1991). El
recuento de esporas se realizd en camara de Neubauer bajo microscopio optico y la
concentracion de esporas se ajusté a un valor aproximado de 5 x 10° esporas/ml.

Para la realizacion de los bioensayos, se utilizaron plantas cultivadas en sustrato de
cuatro a cinco semanas de edad. Las plantas se colocaron en cdmaras himedas de
poliéster transparente (Figura 2.3) para facilitar la infeccién. Se inocularon 4 hojas
jovenes de cada roseta en la superficie adaxial con 5 pL de la suspension de esporas.

Las hojas inoculadas fueron cosechadas a las 48-72 h después de la inoculacion, y
fotografiadas. Los andlisis se realizaron de dos maneras, por un lado se clasificaron las
lesiones segun una escala cuantitativa, en tipo I, lesion no visible; tipo 11, lesién no

expandida; tipo 11, lesion expandida menor al 30% de la hoja; tipo IV, lesion expandida
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de mas del 30% de la hoja, con sintomas de clorosis y hoja colapsada (Pré et al., 2008)
(Figura 2.4) y por otro lado se cuantificaron las areas de las lesiones producidas por el
hongo por analisis de imagenes usando el programa Photoshop CS5 (Adobe Systems)
(Cerrudo et al., 2012).

Figura 2.3: Fotografias de bioensayo con B. cinerea. En A y B se pueden observar las
camaras de poliéster transparente y los tratamientos de RL y control, respectivamente
C) Dafios producidos luego de 72 h de infeccion.

2-2-5 Medicion de expresion de genes vinculados a la defensa

La expresion de los reguladores de las vias de sefializacion hormonales, como asi
también de marcadores especificos de respuesta a los JAs y de las restantes hormonas se
cuantificaron mediante la técnica de PCR en tiempo real (Moreno et al., 2009; Demkura
etal., 2010; Cerrudo et al., 2012).
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A

I II 11| IV

Figura 2.4: Clasificacion de las lesiones de B. cinerea segun la severidad del dafio: |,
sin sintomas visibles; 11, lesion no expandida; 111, lesién expandida, menor al 30% de la
hojay 1V, lesion expandida, mayor al 30% de la hoja, clorosis u hojas colapsadas.

2-2-6 Deteccion y medicion de metabolitos secundarios (fendlicos solubles vy
antocianas)

Para la determinacion de compuestos fenolicos totales y antocianas, se cosecharon
los peciolos de las seis hojas méas jovenes de cada roseta, luego de 48-72 h de aplicado
el tratamiento de herbivoria simulada (MeJA), y se colocaron en 1,5 mL de una
solucion de metanol-HCI (99:1 v/v). Los extractos fueron incubados por 48 hs a -20°C
(Mazza et al., 2000).

Luego se tomaron 0,7 mL del metanol-HCI que contenia los peciolos y se les
agregd 0,8 mL de cloroformo y 0,5 mL de agua, se centrifugaron durante 5 min. a
10.000 rpm y el sobrenadante se trasfirié a un nuevo tubo eppendorf, de esta manera se
eliminaron las clorofilas. Posteriormente, los fendlicos totales y antocianas fueron
cuantificados de forma relativa por espectrofotometria (UV-1700 series; Shimadzu) en
base a la absorbancia de los extractos a 305 y 320 nm (fendlicos) y a 530 nm
(antocianas) (Rabino and Mancinelli, 1986; Demkura et al., 2010; Cerrudo et al., 2012;
Leone et al., 2014).

2-2-7 Extraccion de ARN

Las extracciones de ARN se realizaron como se detalla a continuacion:

Se pulverizaron 100 mg de tejido en mortero con nitrogeno liquido y se
transfirieron a tubos eppendorff con 1 mL de Grinding buffer (0,18 M Tris; 4,5 mM
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EDTA; 1 % SDS; 0,09 M LiCl; pH 8,2) y 0,34 mL de fenol : cloroformo 5:1 pH 4,7
(MP Biomedicals, Inc). Durante todo el protocolo se mantuvieron las muestras en hielo.
Las muestras se homogenizaron por inversion y se centrifugaron a 11.000 rpm por 20
min a 4°C. El sobrenadante (0,8 mL) se transfiri6 a un nuevo tubo eppendorf y se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 5 min. para permitir la disociacion
completa de los complejos nucleoprotéicos. Luego se agregaron 0,7 mL de cloroformo
y a continuacion se agitaron los tubos a mano por inversion durante 15 seg. y se
incubaron a temperatura ambiente durante 2-3 min. y se centrifugaron a 11.000 rpm a
4°C durante 15 min. La fase acuosa (superior) se transfirio a un nuevo tubo eppendorf y
se agregaron 0,25 mL de isopropanol frio mas 0,25 mL de una solucién de citrato de
sodio 0,8 M, NaCl 1,2 M. Esta mezcla se incub6 a -20°C durante 1 h y después se
precipitd por centrifugacion a 11.000 rpm a 4°C durante 10 min. Se descarto el
sobrenadante y se lavo el precipitado con 0,5 mL de etanol 70% preparado con H,0O
MilliQ y se centrifugé a 9000 rpm a 4°C durante 15 min. EIl precipitado se sec en
estufa a 37°C por 10 minutos. Luego se resuspendio en 20-50 ul con H,O MilliQ.

El ARN se guard6 a -70°C hasta el momento de ser utilizado.

2-2-8 Extraccion de ADN

Las extracciones de ADN se realizaron como se detalla a continuacion:
Se pulverizaron 100 mg de tejido en mortero con nitrogeno liquido y se transfirieron a
tubos eppendorff con 300 puL de buffer CTAB (3% Bromuro de hexadeciltrimetil-
amonio, 1,4 M NaCl, 0,2% p-Mercaptoetanol, 20 mM EDTA, 100 mM Tris HCI pH=
8). Se centrifugaron a 13.000 rpm durante 15 min y posteriormente se agregaron 300 puL.
de cloroformo, se mezclaron las fases y se volvieron a centrifugar a 13000 rpm durante
15 min. El sobrenadante se transfirio a un nuevo tubo eppendorf y se agregaron 250 pL
de isopropanol (igual vol. aprox.) y se lo incub0 a temperatura ambiente durante 15 min.
Luego se centrifugaron los tubos durante 5 min. y se eliminé el sobrenadante. Por
altimo se lavo el precipitado dos veces con etanol 70% y se secO en estufa a 37°C
durante 10 min. y se resuspendio en 30 pL de agua MilliQ.

El ADN se guardd a -20°C hasta el momento de ser utilizado.

2-2-9 Cuantificacion de &cidos nucleicos
La calidad y cantidad del ARN y ADN extraido fueron estimadas en un gel de

agarosa 1%, para lo cual se realizd una corrida electroforética corta (durante 15-20
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minutos) a 100 volts de 1 pug de ARN vy se visualizo en el transiluminador con luz UV.
Paralelamente, se midieron por espectrofotometria (UV-1700 series; Shimadzu) las
absorbancias a 260 y 280 nm. Las concentraciones se calcularon sabiendo que 1
DO260nm de ADN= 50 mg/ml y 1 DOzs0nm de ARN= 40 mg/ml, teniendo en cuenta el
factor de dilucién. El indice de pureza se evalud por la relacion entre las densidades
Opticas obtenidas a 260nm y 280nm, cuyo coeficiente aceptable se estima entre 1,8-2,1.

2-2-10 Tratamiento con ADNsa del ARN

Par evitar que durante las reacciones de PCR se amplifigue ADN co-purificado
junto con el ARN, las muestras fueron tratadas con ADNsa mediante el siguiente
protocolo:

Se incubaron 2 ug del ARN total con 2 ul de ADNasa RQ1 (Promega) durante 30
min a 37°C. Luego las muestras se trataron durante 10 min a 65°C con ADNsa Stop

Solution (Promega). EI ARN total purificado se almacen6 a -70°C.

2-2-11 Sintesis de ADNCc (Trascripcion reversa)

Se utilizaron aproximadamente 2 pg del ARN total purificado para la sintesis de
ADNc por PCR reversa, utilizando la retrotranscriptasa MMLV-RT (Promega). La
mezcla de reaccion contenia 1 pg de oligo dT, 25 uM de mezcla de dNTPs (dATP,
dCTP, dGTP y dTTP), 200 unidades de enzima y buffer de reaccion (50 mM Tris-HCI
pH 8,3; 75 mM KCI; 3 mM MgCl,; 10 mM DTT) en un volumen final de 25 pL.

El ARN total fue incubado con los oligo dT a 75 °C durante 5 min. Luego se llevo a
cabo la retrotranscripcion en un unico ciclo de 60 min a 42 °C con un paso final de
incubacion de 15 min a 70 °C para eliminar cualquier traza de actividad de DNAsa.

El ADNCc obtenido se almacend a -20 °C hasta su utilizacion.

2-2-12 Cuantificacion de la expresion genica
2-2-12-1 PCR en tiempo real (RTg-PCR)

El ADNCc resultante fue usado como templado para la amplificacion de genes
especificos por medio del 7500 PCR Real System (Applied Biosystems, Foster City,
USA). Los oligonucleotidos fueron disefiados usando el software Primer Express 1.5
(Applied Biosystems) (Cuadro 2.2). Las reacciones de PCR fueron realizadas usando la
SYBR Green Master Mix (ROCHE) con los oligonucleotidos listados mas abajo a una
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concentracion final de 500 nM cada uno y 1,0 ul de 50% (v/v) ADNc como templado.
Las condiciones de ciclado de la PCR consistieron en un paso inicial de activacion de la
polimerasa a 94°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos a 94° C durante 15 seg. y 1 min
a60° C.

2-2-12-2 PCRs semicuantitativas

La amplificacion de los fragmentos de ADNc por la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) se realiz6 en un ciclador (Bio-Rad gene Cycler) utilizando
oligonucledtidos especificos para cada fragmento.

En primer lugar se realizaron reacciones control de PCR para confirmar el uso de
cantidades equivalentes de ADNc molde, empleando oligonucle6tidos especificos que
amplifican fragmentos de aproximadamente 150 pb del gen de UBIQUITINA (UBC)
cuya expresion es constitutiva. A continuacion se realizaron reacciones de PCR
semicuantitativas utilizando oligonucledtidos especificos.

La mezcla de amplificacion estaba compuesta por el ADN molde correspondiente,
100 ng de cada oligonuclecleédtido, 1 a 3 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, buffer
Taq 1x y 2,5 U de enzima ADN Taq polimerasa (Invitrogen) en un volumen final de 20
.

El programa de amplificacion consistio en una desnaturalizacion inicial a 95°C
durante 5 minutos, 20-35 ciclos de amplificacion, cada uno de 30 segundos a 94°C
(desnaturalizacion), 30 segundos a “T°C” (annealing) y “t” segundos a 72°C (extension)
y una extension final a 72°C durante 10 minutos. Donde “T°C” y “t” son variables,
dependiendo de la temperatura de fusion de los oligonucle6tidos usados en cada
reaccion de PCR y de la longitud del fragmento amplificado en cada caso.

Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa 1%.

2-2-13 Secuenciacion de ADN genémico

Se utilizo el servicio de secuenciacion de ADN que posee el Instituto LELOIR,
utilizando oligonucleotidos (primers) de los extremos del gen ICS1 (ISOCHORISMATE
SYNTHASE 1) (Cuadro 2.1) para genotipificar las mutantes sid2.1, las cuales tienen una

mutacion puntual en este gen.
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Oligonucledtido Secuencia

UBC Fw CTGCGACTCAGGGAATCTTCTA
UBC Rev TTGTGCCATTGAATTGAACCC
PDF1.2 Fw TTGCTGCTTTCGACGCA

PDF1.2 Rev TGTCCCACTTGGCTTCTCG

ERF1 Fw CCTCGGCGATTCTCAATTTTT
ERF1 Rev CCGAAAGCGACTCTTGAACTCT
ASA1 Fw CGAATTCCTCAGTCATGGT
ASAl Rev ATGTCTAGCGTTGGTCGTT
SID2.1 Fw ACCTCGAGTTCTCTATCGTACG
SID2.1 Rev AGCCCACAAACAGCTCCAGT

Cuadro 2.2: Secuencias de oligonucleédtidos utilizadas para PCR. UBC, UBIQUITIN
CONJUGATIN ENZYME 1; ERF1, ETHYLENE RESPONSE FACTOR 1; PDF1.2,
PLANT DEFENSIN 1.2; ASAl, ANTHRANILATE SYNTHASE1l; SID2.1,
ISOCHORISMATE SYNTHASE 1.

2-2-14 Diseio de anticuerpo anti JAZ10

Se mandd a sintetizar un anticuerpo anti JAZ10, el cual se disefio en la parte de la
secuencia proteica que poseen en comun las variantes de splicing de JAZ10.

La secuencia seleccionada fue NNSDSSAKSRSVPSTPREDQ. Tanto la sintesis del
péptido como la generacion del anticuerpo en conejos fue llevado a cabo por la empresa
Bio-Synthesis, Inc. USA. Luego de generar el anticuerpo este fue purificado por
columnas de afinidad.

A continuacion se muestra la secuencia aminoacidica de la proteina JAZ10 y se
resalta el sitio de reconocimiento del anticuerpo disefiado:
MSKATIELDFLGLEKKQTNNAPKPKFQKFLDRRRSFRDIQGAISKIDPEIIKSLLA
STGNNSDSSAKSRSVPSTPREDQPQIPISPVHASLARSSTELVSGTVPMTIFYNGS
VSVFQVSRNKAGEIMKVANEAASKKDESSMETDLS
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El anticuerpo disefiado deberia reconocer las 3 variantes de splicing, para asi poder
analizar la estabilidad de las mismas bajo tratamiento con RL. Pero después de

numerosos intentos por ponerlo a punto no se pudo lograr.

2-2-15 Extraccién de proteinas totales
Las extracciones de proteinas totales se realizaron como se detalla a continuacion:
Se pulverizaron aproximadamente 50 mg de tejido en mortero con nitrégeno
liquido y se transfirieron a tubos y se adicionaron 500 uL de buffer de extraccion (50
mM Tris/HCI pH 7,5; 100 mM EDTA; 1 mM DTT; 0,1 % TritonX100; 1 mM PMSF),
se agitd por inversion y se centrifugé a 10.000 rpm durante 20 min. a 4°C. Luego se

toma el sobrenadante donde se encuentran las proteinas.

2-2-16 Cuantificacion de proteinas totales
La concentracion de proteinas de los extractos fue determinada por el método de
Bradford (1976). Se usO albumina de suero bovino para realizar una curva de

calibracion y las lecturas de absorbancia se hicieron a 620 nm.

2-2-17 Teécnica de Western blot

Extractos proteicos fueron resueltos en geles desnaturalizantes de poliacrilamida
(SDS-PAGE) al 10-15% de acuerdo con el método de Laemmli (1970). Se armaron
geles desnaturalizantes (0,1% SDS) de 10 a 15% en celdas Bio-Rad 220. Las muestras a
ser analizadas se prepararon agregandoles los volimenes correspondientes de buffer de
siembra 5X (0,625 M Tris/HCI pH 6,8; 2% SDS; 0,5% p-mercaptoetanol; 10% de
glicerol; 0,5% azul de bromofenol) y calentandolas por 3-5 min a 100°C. Como buffer
de corrida se utilizé Tris-glicina-SDS 1X. Se usaron marcadores de peso molecular de
10 a 170 kDa (Thermo Scientific).

Luego las proteinas fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa
(Amersham-C). La transferencia se hizo en cuba de inmersion (Bio-Rad) utilizando
Tris-glicina 1X, metanol 20% durante 1 h a 70-80 volts. Las membranas se incubaron
durante 1 h con solucion de bloqueo (leche descremada 5% o BSA 4% en buffer TBS-
Tween) y luego con el anticuerpo anti JAZ10 durante toda la noche a 4°C.
Posteriormente las membranas se lavaron 3 veces con TBS-Tween y se incubaron

durante 1 h con el anticuerpo secundario anti conejo y se volvieron a lavar. Como
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sustrato para la peroxidasa se uso el kit de quimioluminiscencia Clarity ECL (Bio-Rad).
Los anticuerpos secundarios se diluyeron en leche descremada 1%.

2-2-17 Andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron con el Software INFOSTAT (Version
profesional 1.1). En los analisis de expresion génica y metabolitos secundarios los datos
fueron analizados mediante el test estadistico ANOVA de dos factores, el tratamiento
luminico y la induccion con MeJA. En los bioensayos que se evaluo el area lesionada
los datos fueron analizados mediante el test estadistico ANOVA de dos factores, siendo
los factores el genotipo y el tratamiento luminico. Cuando la interaccion entre factores
resultd significativa, la diferencia entre medias se evalué mediante el test de
comparaciones de Tukey. En algunos casos los datos tuvieron que ser transformados,
con distintas funciones como log; o0 raiz cuadrada, para que cumplan los supuestos de
homocedasticidad y normalidad, se indican en los gréaficos. En los bioensayos en que se
evaluaron las lesiones segun la clasificacion de las mismas se utilizo el test estadistico

Chi Cuadrado de Pearson.
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CAPITULO 3
El crosstalk entre JA-SA y el efecto de las variantes de splicing de las proteinas
represoras JAZ10 sobre la regulacion negativa de la via de los tejidos a JA por

bajas relaciones R:RL

3-1 INTRODUCCION

En la naturaleza las plantas interactian con una amplia gama de patdgenos

microbianos e insectos herbivoros asi como con otras plantas de su entorno y a medida
que fueron evolucionando han logrado, mediante diversos mecanismos, reconocer a sus
atacantes y defenderse (Chisholm et al, 2006; Jones y Dangl, 2006). De acuerdo al estilo
de vida del atacante las plantas activan un grupo de defensas especificas para
combatirlos, dicha activacion implica un costo ecolégico (Baldwin, 2001; Cipollini,
2004; Bostock, 2005; Cipollini, 2010; Heil and Karban, 2010). La asignaciéon de
recursos a la defensa contra un tipo de atacante puede reducir su capacidad para
responder al ataque de un patdgeno con un estilo de vida diferente (Figura 3.1). Las
plantas parecen utilizar repertorios de defensa que efectivamente se ajustan a las
caracteristicas de sus atacantes y asi evitar un gasto de energia innecesaria.

Ademas de defenderse, las plantas deben crecer lo suficientemente rapido para
evitar ser sombreadas por sus vecinas. Hasta el momento existe poca informacién
acerca de como las plantas enfrentan el dilema de “crecer o defenderse”. Estudios
recientes han demostrado que al enfrentarse a situaciones de competencia y de ataque de
patdgenos en forma simultanea activan la expresion del sistema SAS y no el de defensas
(de Wit et al., 2013). La inactivacion del phyB participa en esta regulacion negativa en
la respuesta de los JAs, produciendo que la planta sea méas susceptible al ataque de
patdgenos e insectos (Moreno et al., 2009; Cerrudo et al., 2012; de Wit et al., 2013;
Izaguirre et al., 2013; Kegge et al., 2013; Chico et al., 2014; Leone et al., 2014).

Las distintas sefiales ambientales, con frecuencia, son reguladas por un crosstalk
entre distintas fitohormonas (Kunkel and Brooks, 2002; Bostock, 2005; Koornneef and
Pieterse, 2008; Spoel and Dong, 2008; Pieterse et al., 2009; Verhage et al., 2010). Un
caso bien caracterizado de crosstalk es la interaccion antagonica entre las vias de
sefializacion de los JAs y del SA (Kunkel and Brooks, 2002; Bostock, 2005; Pieterse et
al., 2009; Thaler et al., 2012). Las plantas infectadas por patdgenos biétrofos, inductores
de la via del SA, suprimen las defensas dependientes de los JAs, activada contra
patogenos necrétrofos (Felton and Korth, 2000; Spoel et al., 2007). Se entiende que dan
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prioridad a la inversion de recursos en la defensa dependiente del SA sobre las
respuestas dependientes de los JAs. De manera similar, la activacion de la via de los JAs
puede reprimir la respuesta al SA (Brooks et al., 2005; Uppalapati et al., 2007). Los
mecanismos utilizados por la via del SA para modular la respuesta a los JAs dependen
principalmente de controles que tienen lugar a nivel de las interacciones entre los
factores de transcripcion y los genes de respuesta (Koornneef and Pieterse, 2008; Leon-
Reyes et al., 2009; Pieterse et al., 2009; Verhage et al., 2010), como consecuencia
pueden deprimir tanto la biosintesis como la sensibilidad a los JAs (Spoel et al., 2003).
Este crosstalk hormonal podria ser unos de los mecanismos utilizados por las plantas
para reprimir la via de sefializacién de los JAs en respuesta a bajas relaciones R:RL.

PATOGENOS PATOGENOS
NECROTOFOS BIOTROFOS

SA

NPR1

WRKY70

v Jf
- PDF1.2 VSP2 PR1

Figura 3.1: Modelo simplificado de las principales vias de sefializacion (ET; JA; SA)
implicadas en las respuestas a estreses bioticos en Arabidopsis. Se muestran los
principales factores de transcripcion y genes involucrados en el crosstalk hormonal
entre las tres vias de sefializacion.— activa; — reprime.

Otro posible mecanismo de regulacion de la respuesta al RL es a través de las
proteinas JAZ, las principales represoras de la via de los JAs. Estas proteinas
(codificadas por una familia de 12 genes en Arabidopsis) sufren splicing alternativo lo
que produce un numero aun mayor de proteinas funcionalmente diferentes (Yan et al.,

2007; Chung and Howe, 2009). La diversificacion funcional por splicing alternativo es
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un proceso fundamental para la expansién de la diversidad de proteinas y la
complejidad funcional de los organismos eucariotas. Por ejemplo, los estudios en este
area indican que el 95% de las transcripciones multiexon codificadas por el genoma
humano sufren splicing alternativo (Pan et al., 2008). Aunque la comprension de este
proceso en plantas es todavia baja, cada vez existe mas evidencia de que este
mecanismo promueve la adaptacion a distintos estrés (Reddy, 2007; Barbazuk et al.,
2008).

Particularmente se ha demostrado que las proteinas JAZ10 participan en la
regulacion negativa de las respuestas a los JAs generada como consecuencia de bajas
relaciones R:RL (Moreno et al., 2009; Cerrudo et al., 2012; Leone et al., 2014). Otros
estudios han revelado que el pre-ARNm (ARN mensajero) de JAZ10 genera tres
variantes de splicing, las cuales difieren en la secuencia de su dominio Jas, sitio donde
se encuentra la secuencia de interaccion con la proteina receptora COIl. La proteina
JAZ10.1, de longitud completa, contiene el dominio Jas intacto (Chung and Howe,
2009). Por su parte la proteina JAZ10.3 carece de siete aminoacidos en el extremo C-
terminal del dominio Jas. Esta variante interacciona débilmente con COI1 por lo que se
degrada solo en altas concentraciones de JA-lle. La sobreexpresion de esta variante en
A. thaliana le confiere a estas plantas una insensibilidad parcial a los JAs (Yan et al.,
2007; Chung and Howe, 2009). La tercera variante de splicing es la proteina JAZ10.4 la
cual carece por completo del dominio Jas, situacion que impide que JAZ10.4 interactle
con COI1 y que en consecuencia sea altamente resistente a la degradacion aun en altas
concentraciones de JA. Las plantas transgénicas que sobreexpresan esta ultima variante
resultan altamente insensibles a los JAs. La existencia de estas tres variantes de splicing,
que difieren en su dominio Jas, produce un aumento en la diversidad funcional de la
proteina JAZ10 en Arabidopsis.

El objetivo de este capitulo es determinar si la de-sensibilizacion de los tejidos a los
JAs producida por bajas relaciones R:RL en plantas de A. thaliana involucra la
activacion de elementos de la via del SA (antagénica del JA). Por otro lado se buscé
determinar el rol de las variantes de splicing de la proteina JAZ10 en la represion de la
via de los JAs mediada por bajas relaciones R:RL. Evaluamos los efectos de
tratamientos con bajas relaciones R:RL simulando la competencia con plantas vecinas
sobre la resistencia a B. cinerea, la induccion de genes y la produccién de metabolitos

secundarios de defensa. Investigamos ademas la existencia de un paralelismo entre la
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accion antagonica del SA y de bajas relaciones R:RL sobre la represion de la respuesta
mediada por el JA.

3-2 RESULTADOS

3-2-1 Las bajas relaciones R:RL reprimen la induccion de defensas mediadas por

la via de sefializacion de los JAs

Como se menciono anteriormente, los patdégenos necrotrofos e insectos herbivoros
comunmente activan respuestas de defensa que involucran la via de sefializacion de los
JAs. Para comprender mejor el efecto de las bajas relaciones R:RL sobre esta via se
disefiaron experimentos en plantas des-etioladas de A. thaliana cultivadas en una mezcla
de perlita- vermiculita- turba (1:1:1) durante 2-3 semanas. El tratamiento de RL se
realizd suplementando la luz blanca con radiacion RL aplicada lateralmente, sin alterar
los niveles de luz PAR pero si la relacion R:RL simulando la presencia de plantas
vecinas (lzaguirre et al., 2006; Moreno et al., 2009; Cerrudo et al., 2012; Izaguirre et al.,
2013). Luego se realizaron tratamientos con una solucion de MeJA 200 uM o se
inocularon las hojas con un solucién con 5 X10° esporas/ml de B. cinerea (ver
materiales y métodos).

A las 3 h de la aplicacion de MeJA se cosecharon plantas para medir la expresion
génica mientras que a las 72 h se cosecharon plantas para cuantificar compuestos
fendlicos solubles y antocianas. En el caso de las plantas a las que se inocularon esporas
de B. cinerea se analizaron las lesiones en las hojas a las 48-72 h de infectadas.

Como resultados del analisis de expresion de genes marcadores de la via de los JAs
se encontrd que en condiciones normales (control), la baja relacion R:RL no produjo
ningun cambio en la expresién de los genes marcadores de la via de los JAs, como son
ERF1, PDF1.2 y ASA1 (ANTHRANILATE SYNTHASEAL). Cuando las plantas fueron
rociadas con MeJA se produjo un aumento en la expresion de estos genes en luz
ambiente, como era de esperarse y este aumento estuvo reprimido en las plantas que
fueron tratadas con RL (Figura 3.2).

Cuando se procedi6 al andlisis de los metabolitos secundarios se advirtié que la
aplicacion de MeJA indujo la acumulacion tanto de los compuestos fendlicos solubles
como de antocianas y que este efecto del MeJA fue reprimido por el tratamiento con
RL. El contenido total de estos metabolitos no se vio afectado por el tratamiento con RL
cuando no hubo aplicacion de MeJA (Figura 3.3).
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Figura 3.2: La inactivacion del fitocromo por el tratamiento con radiacion RL reduce la
expresion de genes marcadores de la respuesta a los JAs. La expresion de los genes fue
medida luego de 3h de rociar las plantas de A. thaliana (ecotipo salvaje Col-0) de 3
semanas de edad, con una solucion de MeJA (200 uM). Los niveles de expresion fueron
relativizados al control en luz ambiente (Col-0) y al gen de expresion constitutiva UBC
(UBIQUITINA). Amb, luz ambiente; RL, bajas relaciones R:RL. La barra de error,
representa al error estdndar (n=3 réplicas). En cada panel, las letras diferentes indican
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos. A) efecto de MeJA y RL
sobre la expresion de PDF1.2. B) efecto de MeJA y RL sobre la expresion de ERF1. C)
efecto de MeJA y RL sobre la expresion de ASAL.

En los bioensayos se encontr6 que los tratamientos con RL incrementan la
capacidad de B. cinerea de infectar las hojas. Cuando se clasificaron las lesiones segin
la escala cuantitativa (Figura 3.4), en bioensayos cosechados a las 48 h post-inoculacion
de las esporas, las plantas en tratamiento con RL presentaron un incremento en las
lesiones de tipo Il y IV (Figura 3.4A) respecto a las infectadas en luz blanca. Por su
parte, cuando se cuantificaron las éareas infectadas, a las 72 h post-inoculacién, se
encontré que las plantas en tratamiento con RL las areas infectadas eran
significativamente mayores a las de las plantas en luz blanca (Figura 3.4B). También se
analizo el comportamiento de mutantes de phyB, las cuales al poseer el fitocromo B
mutado se comportan de manera similar a plantas expuestas a RL de manera continua.
En estos bioensayos se encontré que en las mutantes las lesiones provocadas tanto en
luz ambiente como en tratamiento con RL fueron equivalentes a las observadas en Col-0
en tratamiento con RL.

Estos resultados en conjunto demuestran que la inactivacion del phyB por bajas
relaciones R:RL o por mutacién reprime la via sefializacion de los JAs en plantas de A.

thaliana haciéndolas mas sensibles al ataque de B. cinerea.
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Figura 3.3: La inactivacion del fitocromo por radiacién RL reduce la acumulacion de
compuestos fenolicos solubles y antocianas en hojas. La acumulacién de estos
metabolitos fue medida a las 72 h luego de rociar las plantas de A. thaliana de 3
semanas de edad con una solucion de MeJA 200 uM. Los niveles de acumulacién estan
expresados de manera relativa a los niveles del ecotipo salvaje (Col-0) en condiciones
de luz ambiente (control). Amb, luz ambiente; RL, bajas relaciones R:RL. Las barras de
error representa al error estandar (n=4 réplicas). En cada panel las letras diferentes
indican diferencias significativas entre las medias de los tratamientos A) efecto de
MeJA y RL sobre la acumulacion de compuestos fenolicos solubles en hojas B) efecto
de MeJA y RL sobre la acumulacién de antocianas.
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Figura 3.4: La inactivacién del fitocromo por el tratamiento con radiacién RL reduce la
resistencia de plantas de A. thaliana a la infeccion por B. cinerea. Hojas de A. thaliana
ecotipo salvaje (Col-0) de 3 semanas de edad fueron inoculadas con esporas de B.
cinerea. Am, luz ambiente; RL, bajas relaciones R:RL A) las lesiones se clasificaron a
las 48 hs segun el tipo lesion en I, lesion no visible; 11, lesion no expandida; I11, lesion
expandida menor al 30% de la hoja; 1V, lesion expandida de mas del 30% de la hoja,
con sintomas de clorosis y hoja colapsada. Se realiz6 un analisis de CHI cuadrado entre
los tratamientos, ** indica diferencias significativas, P < 0,01 B) se cuantificaron las
areas de las lesiones producidas por el hongo a las 72 h de la inoculacién del hongo en
Col-0 y en mutantes de phyB. Las barras de error representan al error estandar (n=6
réplicas).
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3-2-2 La represion a la via de los JAs por bajas relaciones R:RL es independiente
de la via del SA

El SA es la hormona mas caracterizada como represora de la via de los JAs en A.
thaliana (Pieterse et al., 2009) y tiene efectos semejantes a los de bajas relaciones R:RL
sobre la expresion de genes marcadores de respuesta a los JAs (Spoel et al., 2003;
Koornneef et al., 2008; Van der Does et al., 2013). De aqui surge la hipétesis de que el
RL reprime la via de los JAs utilizando elementos de la via del SA, y por lo tanto se
espera que en las mutantes de la via del SA sometidas a bajas relaciones R:RL no se
produzca una disminucion de las defensas inducidas por los JAs. Para comprobarlo se
analizo el efecto represor del RL sobre las respuesta a los JAs en mutantes (sid2.1 y
nprl) con deficiencias en la via del SA. Las mutantes sid2.1 también conocidas como
icsl (Nawrath and Métraux, 1999) son deficientes en la enzima ISOCORISMATO
SINTASA 1, la cual es esencial para la produccién de SA, la induccion de PR1 y en
consecuencia en la generacion de una respuesta local y sistémica de resistencia en A.
thaliana (Wildermuth et al., 2001). Las mutantes nprl carecen de la proteina NPR1,
critica en la gran mayoria de las respuestas inducidas por el SA (Dong, 2004)
incluyendo el efecto antagdnico entre la sefializacion del SA y de los JAs (Spoel et al.,
2003; Leon-Reyes et al., 2009).

Se puso a prueba esta hipdtesis realizando experimentos en los cuales se midio la
expresion del gen PDF1.2 en las mutantes sid2.1 en respuesta a la aplicacion de MeJA
en condiciones de luz ambiente (luz blanca) y bajo tratamiento con RL. Se encontrd que
al igual que en el ecotipo salvaje (Col-0), en las mutantes sid2.1 aumenta la expresion
de PDF1.2 en respuesta a MeJA en luz ambiente y reprimiendo esta respuesta cuando
recibieron RL suplementario (Figura 3.5).

A continuacién, se cuantificé la acumulacion de los metabolitos secundarios,
antocianas y compuestos fendlicos solubles, tanto en las mutantes sid2.1 como en las
nprl (figura 3.6). Ambas respondieron de igual manera que las Col-0, aumentando la
acumulacién de estos metabolitos en respuesta a MeJA en condiciones de luz ambiente,
y reprimiendo esta respuesta al ser irradiadas con RL.

Posteriormente, se tested si el RL tenia efectos sobre la susceptibilidad a la
infeccion de B. cinerea en las mutantes de la via del SA. En los bioensayos realizados
se encontrd que las mutantes sid2.1 y nprl tuvieron un comportamiento semejante al de
las Col-0, estando completamente conservado el efecto del RL sobre la susceptibilidad

al patogeno (Figura 3.7).
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Sobre la base de estos resultados, concluimos que el efecto antagonico del RL sobre
la via de los JAs no depende de la activacion de la via de SA.
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Figura 3.5: Los efectos del RL reduciendo la expresion del gen PDF1.2 se encuentran
conservados en las mutantes de la via del SA, sid2-1. La expresion fue cuantificada a las
6 h de rociar plantas de 3 semanas con una solucién de MeJA 200 uM. Los niveles de
expresion estan expresados de manera relativa a los niveles en Col-0 control en
condiciones de luz ambiente y al gen de expresion constitutiva UBC (UBIQUITINA).
Amb, luz ambiente; RL, bajas relaciones R:RL. Las barras de error representan al error
estdndar (n=4 réplicas). En cada panel, letras diferentes indican diferencias
significativas entre las medias de los tratamientos A) efectos de MeJA y RL sobre la
expresion de PDF1.2 en Col-0 B) efectos de MeJA y RL sobre la expresion de PDF1.2
en mutantes sid2.1.
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Figura 3.6: Los efectos del RL reduciendo la acumulacién de compuestos fendlicos
solubles y antocianas se encuentran conservados en las mutantes sid2-1 y nprl-1 de la
via del SA. La acumulacion de estos metabolitos fue medida a las 72 h luego de rociar
plantas de 3 semanas de edad, cultivadas en sustrato, con una solucion de MeJA 200
uM. Los niveles de acumulacion estan expresados en relacion a los del ecotipo salvaje
Col-0 en condiciones de luz ambiente. Amb, luz ambiente; RL, bajas relaciones R:RL;
PF, peso fresco; Abs305, absorbancia a 305nm; Abs537, absorbancia a 537nm. Las
barras de error representan al error estandar (n=3 réplicas). En cada panel, letras
diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los tratamientos.

3-2-3 Las bajas relaciones R:RL reprimen la via de los JAs a nivel del médulo de
percepcion del JA por el complejo proteico SCF°'-JAZ

Se ha reportado que el efecto represor del SA sobre la via de sefializacion de los
JAs ocurre rio abajo de SCF°"-JAZ (Van der Does et al., 2013), por lo tanto, se
propuso comprobar si la de-sensibilizacion de los tejidos a los JAs por tratamientos con
RL ocurre al mismo nivel que la ocasionada por el SA.

A tal efecto se realizaron experimentos para cuantificar la expresion génica en
plantas sobreexpresantes del FT ERF1 y mutantes de coil (35S::ERF1/coil-1),
utilizdndose como controles Col-0 y sobreexpresantes de ERF1 (35S::ERF1/COI1).
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Figure 3.7: El efecto de la inactivacion del phyB por radiacion RL sobre la resistencia
de plantas de A. thaliana a la infeccion por B. cinerea es independiente de la via de
sefializacion del SA. Hojas de A. thaliana ecotipo salvaje (Col-0) de 3 semanas de edad
fueron inoculadas con esporas de B. cinerea. Las lesiones se clasificaron a las 48 h
segun su tipo, I lesion no visible; 11, lesion no expandida; 111, lesion expandida menor al
30% de la hoja; IV, lesién expandida de mas del 30% de la hoja, con sintomas de
clorosis y/o hoja colapsada. Se realiz6 un analisis de CHI cuadrado entre los
tratamientos, ** indica diferencias significativas P < 0.01;***, indica diferencias
significativas P < 0.001; Am, luz ambiente; RL, bajas relaciones R:RL A y C) efecto
del RL en el ecotipo salvaje Col-0 B) efecto del RL en mutantes sid2-1, deficientes en la
enzima ISOCORISMATO SINTASA 1 D) efecto del RL en mutantes npril-1,
deficientes en la via de sefializacion del SA.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: en las lineas 35S::ERF1/coil-1 la
expresion de PDF1.2 se encontraba constitutivamente elevada debido a la
sobreexpresion del FT ERF1 (Figura 3.8). Cuando estas plantas fueron inducidas con
MeJA no aumento la expresion de PDF1.2 (debido a la ausencia de COI1) y cuando se
las tratd con RL no se produjo una represion en la expresion de PDF1.2 (Figura 3.8).
Este resultado sugiere que, a diferencia de lo que ocurre con el SA, el RL es incapaz de
reprimir la respuesta a JA rio debajo de COI1-JAZ. También se observé que el
tratamiento con RL deprime la expresion de PDF1.2 cuando se utilizaron las plantas
transgénicas 35S::ERF1/COI1. Esto ultimo indica que la pérdida de la represion que
ocurre en las mutantes 35S::ERF1/coil-1 en tratamiento con RL no es una consecuencia
de la fuerte activacion de ERF1 por el promotor 35S. Por lo tanto, el efecto del RL
FCOIL_

reprimiendo la expresion del gen PDF1.2 requiere que el complejo proteico SC

JAZ de percepcion del JA-lle sea funcional.
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Estos resultados, en conjunto, demuestran que la represion producida por el SA'y
por las bajas relaciones R:RL sobre las respuestas de defensa mediadas por los JAs se
lleva a cabo por dos vias diferentes. Por un lado, las mutantes de la via del SA
responden de igual modo que los controles en todos los andlisis realizados y, por el otro,
el efecto antagdnico del SA sobre la via de los JAs ocurre rio abajo de SCF<°"-JAZ
(Van der Does et al., 2013), mientras que la represion por bajas relaciones R:RL ocurre

a nivel del médulo de percepcién, SCF<°'-JAZ.
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Figura 3.8: La represion en la expresion de PDF1.2 producida por bajas relaciones
R:RL requiere de COI1. La expresion fue cuantificada a las 6 h de rociar plantas de 3
semanas con una solucion MeJA200 uM. Los niveles de expresion estan relativizados a
los niveles en Col-0, control en condiciones de luz ambiente y al gen de expresion
constitutiva UBC (UBIQUITINA). Amb, luz ambiente; RL, bajas relaciones R:RL. Las
barras de error representan al error estandar (n=4 réplicas). En cada panel, letras
diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los tratamientos A)
Efectos de MeJA y FR sobre la expresion de PDF1.2 en Col-0 B) Efectos de MeJA y
FR sobre la expresion de PDF1.2 en 35S::ERF1-coil-1 C) Efectos de MeJA y FR sobre
la expresion de PDF1.2 en 35S::ERF1-COIL1.

3-2-4 La proteina JAZ10 es requerida para la sensibilizacion de A. thaliana frente
a B. cinerea causada por bajas relaciones R:RL

Trabajos previos realizados en este laboratorio (Moreno et al., 2009) demostraron
que la expresion de JAZ10 se encuentra inducida en tratamientos con RL y
recientemente se encontré que plantas mutantes de jaz10 son mas susceptibles a la
bacteria bidtrofa Pseudomonas syringae cepa DC3000 que Col-0 (Demianski et al.,
2012).

Para determinar si la proteina JAZ10 participa de la represion de la via de los JAs
ocasionada por bajas relaciones R:RL se realizaron bioensayos con el hongo necrétrofo
B. cinerea en las mutantes jaz10.1. Se encontrd que las mutantes jaz10.1 presentaban

una sensibilidad similar a las Col-0 en luz ambiente y que en el tratamiento con RL no
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se produjo un aumento en la infeccion como si ocurrié en las Col-0 (Figura 3.9). Por lo
tanto, en estas mutantes se pierde el efecto del RL como causante de un aumento de la

susceptibilidad a la infeccion de B. cinerea.
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Figura 3.9: JAZ10 es necesario para que la inactivacion del phyB por radiacién RL
produzca una disminucion en la resistencia de A. thaliana a la infeccion por B. cinerea.
Hojas de A. thaliana ecotipo salvaje (Col-0) de 3 semanas de edad fueron inoculadas
con esporas de B. cinerea. Los analisis se realizaron a las 72 h de la inoculacion con el
hongo. Amb, luz ambiente; RL, bajas relaciones R:RL; jaz10.1, mutantes de JAZ10.
Las barras de error representan al error estandar (n=6 réplicas). Letras distintas indican
diferencias significativas entre los tratamientos y 6 genotipos.

Luego de determinar que la proteina JAZ10 participaria de la represion producida
por el RL sobre la via de los JAs y sabiendo que esta proteina produce tres variantes de
splicing con distinta sensibilidad a los JAs (Yan et al., 2007; Chung and Howe, 2009),
se propuso determinar si alguna de estas variantes en particular es requerida para el
efecto del RL aumentando la susceptibilidad a B. cinerea. Para esto se contaba con
plantas mutantes jaz10 a las cuales se las suplemento con cada una de las variantes. Para
lograr estas lineas a las mutantes jaz10 se les adiciond un cassette que contenia al
promotor de JAZ10 salvaje y a cada una de las variantes de splicing, jaz10/PJAZ10
::JAZ10.1; jazl10/PJAZ10::JAZ10.3; jazl0/PJAZ10::JAZ10.4. Estas lineas fueron
generadas por el grupo del Dr. Gregg Howe (Michigan State University). Con estas
lineas se realizaron bioensayos para determinar si alguna de las variantes de splicing
complementaba al mutante jaz10, restituyendo el efecto del tratamiento con RL sobre la
susceptibilidad a B. cinerea.
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Se encontr6 que en las lineas suplementadas con JAZ10.4 (jazl10/PJAZ10
::JAZ10.4) se recuperaba el efecto del RL aumentando la susceptibilidad a la infeccion
de B. cinerea (Figura 3.10-C). En cambio las suplementadas con JAZ10.1
(jaz10/PJAZ10::JAZ10.1) y JAZ10.3 (jaz10/PJAZ10::JAZ10.3) respondieron igual que
las mutantes jaz10.1 (Figura 3.10-A y B); por lo tanto, suplementaciones con JAZ10.1 o
JAZ10.3 no tuvieron efecto sobre la sensibilizacion de las plantas a la infeccion de B.
cinerea por tratamientos con RL.

Los resultados presentados en esta seccion demuestran que JAZ10 participa en la
diminucion de la resistencia de A. thaliana a la infeccion por el hongo necrétrofo B.
cinerea producida por tratamientos con RL y sugieren que la variante de splicing

JAZ10.4 jugaria un papel importante en este efecto.

3-3 DISCUSION

Las plantas que crecen en alta densidad, tanto en ambientes naturales como en
agricolas, tienen un alto riesgo de ser sombreadas por la vegetacion que las rodea.
Durante la evolucion se han desarrollado una variedad de respuestas plasticas que les
permiten sobrevivir a condiciones adversas. Uno de estos mecanismos es la deteccidn
de plantas vecinas percibiendo cambios en el espectro luminico a través de los phys, que
desencadena cambios morfolégicos que evitan el sombreo. Al mismo tiempo, las
plantas se encuentran expuestas a un gran numero de patdgenos que tratan de
alimentarse de ellas pero a través de distintas respuestas de defensa logran sobrevivir a
la gran mayoria de estos ataques. Es asi que en la naturaleza las plantas se enfrentan a
multiples estrés en forma simultanea, lo que genera oportunidades para el crosstalk
entre las distintas vias de sefializacion. Sin embargo, la naturaleza de este crosstalk y su

significado adaptativo esta lejos de haber sido dilucidado.
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Figura 3.10: La variante de splicing de JAZ10, JAZ10.4 participa en la disminucion en
la resistencia de A. thaliana a la infeccion por B. cinerea producida por la inactivacion
del phyB por RL. Los bioensayos se realizaron en plantas de A. thaliana de 3 semanas
de edad a las cuales se les inocularon las esporas de B. cinerea en sus hojas. Los analisis
se realizaron a las 72 h de la inoculacion del hongo. Amb, luz ambiente; RL, bajas
relaciones R:RL; Supl JAZ10.1, mutantes jazl0 suplementadas con JAZ10.1; Supl
JAZ10.3, mutantes jaz10 suplementadas con JAZ10.3; Supl JAZ10.4, mutantes jaz10
suplementadas con JAZ10.4 . Las barras de error representan al error estandar (n=6
réplicas). Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos y 6
genotipos A) efecto de RL sobre la infeccion de B. cinerea en Col-0 y en mutantes
jaz10 suplementadas con JAZ10.1 B) efecto de RL sobre la infeccion de B. cinerea en
Col-0 y en mutantes jazl0 suplementadas con JAZ10.3 C) efecto de RL sobre la
infeccion de B. cinerea en Col-0 y en mutantes jaz10 suplementadas con JAZ10.4.

3-3-1 La proximidad de plantas vecinas reprime las respuestas de defensas
mediadas por los JAs a traveés de la inactivacion de phyB
Desde el punto de vista ecoldgico, los efectos de la densidad de plantas sobre la

vulnerabilidad podrian enmarcarse funcionalmente en el paradigma de los compromisos
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en la asignacion de recursos (por ej. priorizar la asignacion de recursos a competencia
por sobre la asignacion a defensa). Desde el punto de vista agronémico, reviste interés
en el contexto de la depresion del sistema de defensa en cultivos sembrados a alta
densidad (Burdon and Chilvers, 1982). A pesar de ser altamente importante, el
mecanismo por el cual la proximidad de plantas vecinas afecta la susceptibilidad de las
plantas a enfermedades no ha sido debidamente aclarado.

Los resultados aqui presentados demuestran que bajas relaciones R:RL dentro de un
canopeo tienen un efecto negativo sobre la sensibilidad de las plantas al ataque del
patégeno necrétrofo B. cinerea. Estos resultados en conjunto con otros obtenidos en
este laboratorio, sugieren que mediante algin mecanismo el phyB regula positivamente
la via de sefializacion de los JAs y por lo tanto la respuesta inmune de las plantas.

En este trabajo se demostrd que la inactivacion del los fitocromos por exposicion de
las plantas a bajas relaciones R:RL tiene un efecto negativo sobre la expresion de genes
(Figuras 3.2; 3.5; 3.8) y la acumulacion de metabolitos de defensa (Figuras 3.3; 3.6) en
A. thaliana cuando son inducidas con MeJA. Por otro lado se ha reportado que este
efecto negativo sobre la expresion de genes es similar cuando las defensas son inducidas
por el patdégeno necroétrofo B. cinerea (Cerrudo et al., 2012). También se ha demostrado
que esta sefial de competencia produce una disminucién en la resistencia al ataque de B.
cinerea (Figuras 3.4; 3.7; 3.9; 3.10) y determinamos que las plantas mutantes del phyB
responden de igual manera que las irradiadas con RL, respecto a la sensibilidad a la
infeccion de B. cinerea (Figura 3.2). Estos resultados son soportados por trabajos
recientes en los cuales se muestra que las plantas expuestas a bajas relaciones R:RL al
igual que las mutantes de phyB son menos resistentes al ataque de insectos herbivoros
(McGuire and Agrawal, 2005; Izaguirre et al., 2006; Moreno et al., 2009; Cerrudo et al.,
2012; de Wit et al., 2013). En conjunto, afirman que la proximidad de plantas vecinas,
ejerce un efecto negativo sobre las sefiales de defensa mediadas por los JAs a través de
la inactivacion del phyB. Recientemente se ha revelado que las plantas de Arabidopsis
priorizan la expresion del fenotipo SAS sobre la expresion del sistema de defensas
cuando son expuestas a ambos factores en forma simultanea: competencia y patdgenos
(de Wit et al., 2013). Por lo tanto, en el marco del dilema de las plantas (“crecer o
defenderse”) pareceria que plantas intolerantes a la sombra (como Arabidopsis)
priorizan la asignacion de recursos al crecimiento cuando detectan un alto riesgo de

competencia.
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La inactivacion de phyB, por bajas relaciones RL, tiene ciertos efectos sobre la
morfologia de las plantas conocidos como fenotipo SAS (Franklin, 2008; Ballaré,
2009). Se podria plantear que la diminucion de la expresion de defensas se debe a una
relocalizacion de recursos hacia crecimiento y no hacia defensas o que las defensas
estan siendo reprimidas por algun otro mecanismo. Distintos trabajos han demostrado
que la expresion del fenotipo SAS no tiene efectos sobre la regulacién negativa de la via
de los JAs por bajas relaciones R:RL (Moreno et al., 2009; Cerrudo et al., 2012; Leone
et al., 2014). Estos estudios se llevaron a cabo utilizando mutantes sav3-2, las cuales
son deficientes en la biosintesis de auxinas, que son esenciales para la expresion del
fenotipo SAS (Tao et al., 2008), sin embargo, se determind que presentan una respuesta
normal a bajas relaciones R:RL en la expresion de respuestas de defensas (Moreno et
al., 2009; Cerrudo et al., 2012; Leone et al., 2014). También se realizaron estudios de
resistencia a B. cinerea donde en lugar de usar mutantes del phyB se utilizaron mutantes
del criptocromo 1 (cryl) (Cerrudo et al., 2012) las cuales presentan un fenotipo SAS
constitutivo (Sellaro et al., 2010; Keller et al., 2011; Keuskamp et al., 2011). Ni estas
mutantes ni las plantas del genotipo salvaje cultivadas bajo tratamiento que atendan el
nivel de luz azul (para inactivar cryl) mostraron un aumento en su sensibilidad a la
infeccion de B. cinerea (Cerrudo et al., 2012).

Estos resultados, en conjunto, demuestran que la regulacion negativa de la via de
sefializacion de los JAs por bajas relaciones R:RL esta mediada por el phyB y que no
posee una relacion directa con los cambios morfolégicos caracteristicos del fenotipo
SAS.

3-3-2 La atenuacion de las respuesta a los JAs por sefiales de competencia es
independiente de la via del SA

Las respuestas a los JAs son comunmente deprimidas por el SA, este antagonismo
entre estas dos vias de sefializacion es uno de los casos de crosstalk hormonal de las
plantas mas estudiados (Kunkel and Brooks, 2002; Bostock, 2005; Lorenzo and Solano,
2005; Koornneef and Pieterse, 2008; Pieterse et al., 2009; Pieterse et al., 2012; Van der
Does et al., 2013). Se han encontrado numerosos insectos herbivoros (Stotz et al., 2002;
Cipollini et al., 2004; Rayapuram and Baldwin, 2007; Zarate et al., 2007; Weech et al.,
2008; Diezel et al., 2009) y patdgenos (Preston et al., 1999) incluyendo algunas cepas
de B. cinerea (El Oirdi et al., 2011) que tienen la capacidad de activar la via de

sefializacion del SA (respuesta defensiva efectiva contra patdgenos bidtrofos) y de esta
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manera reprimir las respuestas a los JAs activadas por la planta (efectiva contra ellos).
Estudios previos han demostrado que dobles mutantes phyA-phyB tienen alteradas
algunas de las respuestas al SA (Genoud et al., 2002; Griebel and Zeier, 2008) y
también se ha observado que bajas relaciones R:RL producen un incremento en la
acumulacion de SA (Kurepin et al., 2010). En esta tesis se aportan evidencias que indica
que la inactivacion del phyB por bajas relaciones R:RL reprime la via de sefializacion
de los JAs mediante un mecanismo distinto al utilizado por el SA. Los resultados
indican que las mutantes de la via del SA, nprl y sid2.1, conservan las respuestas al
tratamiento de RL deprimiendo la expresion del gen PDF1.2 (Figura 3.5); la
acumulacion de metabolitos secundarios, como los fendlicos solubles y las antocianas

(Figura 3.6); asi como la resistencia a la infeccion de B. cinerea (Figura 3.7).

3-3-3 La regulacion negativa de la via de los JAs por bajas relaciones R:RL ocurre
a un nivel diferente de la producida por el SA

El efecto antagdnico del SA sobre la via de los JAs ocurre rio abajo del complejo
SCF®™.JAZ de percepcién de JA-lle (Van der Does et al., 2013). Los resultados de
esta tesis sugieren que el efecto de la inactivacion de phyB sobre la respuesta a los JAs

no ocurre rio debajo de COI1. COI1 pertenece al complejo proteico (SCFE°"

) que en
presencia de JA-lle se une a las proteinas JAZ, las ubiquitina y son enviadas a
degradacion por el proteosoma 26S, desreprimiendo la via de sefializacion de los JAs.
Hemos demostrado por aproximaciones genéticas utilizando mutantes coil y jaz10, que
tanto COI1 como JAZ10 son necesarios para que se produzca la represion producida por
bajas relaciones R:RL (Figura 3.8 y 3.9). Esto significa que la represion de la via de los
JAs por bajas relaciones R:RL y la generada por el SA ocurre a distintos niveles: la
primera a nivel del médulo de percepcion de los JAs por SCFC®-JAZ v la otra rio abajo

del mismo.

3-3-4 La proteina JAZ10 participa de la regulacion negativa de la via de los JAs
por bajas relaciones R:RL

Un posible mecanismo es que las bajas relaciones R:RL produzcan cambios en la
expresion de las proteinas JAZ y o en la estabilidad de las mismas. Se ha reportado que
la expresion de ciertas JAZ se ve incrementada por bajas relaciones R:RL. Dentro de
este grupo se encuentra JAZ10 (Moreno et al., 2009). EI gen que codifica para esta

proteina puede generar mediante splicing alternativo distintas proteinas con distintas
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sensibilidades al JA (Chung and Howe, 2009; Chung et al., 2010; Howe, 2010) y por lo
tanto distintos grados de supresion de esta via. Aqui se ha demostrado mediante
bioensayos con B. cinerea que la variante de splicing JAZ10.4 mediaria el efecto de las
bajas relaciones R:RL sobre la represion de la respuesta a los JAs. Se encontro que si se
suplementan mutantes jaz10 con la variante de splicing JAZ10.4 (Figura 3.10) las
plantas complementadas responden al tratamiento con RL de manera similar a las Col-0,
cosa que no ocurrio en las plantas suplementadas con las variantes JAZ10.1 o JAZ10.3
(Figura 3.10). También se ha demostrado que la proteina JAZ10 aumenta su estabilidad
en plantas expuestas a RL y en el fondo mutante phyB (Leone et al., 2014). Por lo tanto,
se podria postular que uno de los posibles mecanismos mediante los cuales las bajas
relaciones R:RL reprimen la respuesta de la via de los JAs esta dado por un aumento en
la estabilidad de la proteina JAZ10, asi como por un aumento en las variantes de
splicing de JAZ10 mas resistentes a ser degradadas por el JA, como por ejemplo
JAZ10.4.

3-4 CONCLUSIONES

En este capitulo se demostrd por aproximaciones tanto genéticas como fisioldgicas

que la simulacion de la presencia de plantas vecinas al disminuir la relacion R:RL
reprime la activacion de defensas dependientes de los JAs. También se demostrd que
este proceso ocurre en mutantes de la via del SA, por lo que esta represion no utilizaria
elementos de esta via para reprimir la via de los JAs. Complementariamente se
demostré que, a diferencia del efecto antagénico del SA sobre la via de los JAs, la
represion producida por tratamientos con RL ocurre a nivel del médulo SCFC°"-JAZ de
percepcion de JA-Ile.

Por ltimo demostramos que la proteina JAZ10 participa de esta represion de la
respuesta de los JAs y que la variante de splicing JAZ10.4 es suficiente para devolver el
efecto de RL disminuyendo la resistencia a la infeccion de B. cinerea al mutante jaz10

de A. thaliana.
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CAPITULO 4
El crosstalk entre JA-GA no participa en la represion de las respuestas a JA

producida por bajas relaciones R:RL

4-1 INTRODUCCION
Las proteinas DELLA desempefian un rol en la integracion de las respuestas de las

plantas sometidas a diferentes sefiales, sean éstas hormonales como ambientales
(Achard et al., 2003; Fu and Harberd, 2003; Bolle, 2004; Achard P et al., 2006; Achard
et al., 2008; de Lucas et al., 2008; Feng et al., 2008; Bai et al., 2012). Hallazgos
recientes han revelado que la via de sefializacién de las GAs, que es regulada
negativamente por las proteinas DELLA participa en la defensa a estrés biotico, a través
de la interaccion con la via de sefializacion de los JAs (Hou et al., 2008; Navarro et al.,
2008; Cheng et al., 2009; Wild et al., 2012; Yang et al., 2012). Ademas se ha
encontrado que plantas mutantes de proteinas DELLA muestran una sensibilidad
reducida a los JAs, mientras que la activacion constitutiva de una de las proteinas
DELLA (gai-1, es una mutante insensible a las GAs) presenta mayor sensibilidad a los
JAs. Esto indica que las proteinas DELLA interactiian positivamente con la via de los
JA (Navarro et al., 2008).

Las proteinas DELLA son en la via de sefalizacion de las GAs funcionalmente
equivalentes a las JAZ para la via de sefializacion de los JAs. Se encuentran unidas a
FTs, entre ellos los PIF, impidiendo la expresién de genes que controlan la elongacion
celular (de Lucas et al., 2008; Feng et al., 2008). A medida que la relacion R:RL del
ambiente disminuye, la degradacion de las proteinas DELLA aumenta (Djakovic-
Petrovic et al., 2007; Leone et al., 2014), de esta forma, los FT PIF quedan liberados
para iniciar las respuestas de elongacion celular. En periodos prolongados de exposicion
a bajas relaciones R:RL se promueve la sintesis y acumulacion de GAs. Estas GAs se
asocian especificamente a su receptor GID1, una enzima que etiqueta otras proteinas
promoviendo su degradacién. Entre las proteinas que marca para ser degradadas se
encuentran las DELLA; de esta manera cuando son degradadas la planta logra estimular
sostenidamente las respuestas de elongacion celular propias del SAS (de Lucas et al.,
2008; Feng et al., 2008).

Recientemente se ha establecido que la participacion de las proteinas DELLA sobre
la via de los JAs obedece a una interaccion directa de las mismas con las proteinas JAZ

(Hou et al., 2010). Cuando se produce esta interaccion, las proteinas DELLA impiden
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que las proteinas JAZs logren interactuar con los FTs a los cuales reprime, por ejemplo
con MYC2. También se ha reportado que las proteinas JAZ1, JAZ3 y JAZ9 interactlan
directamente con RGA, a través de sus dominios NT y Jas (Cheng et al., 2009). La
interaccion MYC2-JAZ1 se debilita de manera dependiente de la concentracion de
RGA, por el contrario, RGA-JAZ1 se debilita de manera dependiente de la
concentracion de MYC2 (Hou et al., 2010). La interaccion entre las proteinas JAZL y
las DELLA interfiere con la represion de MYC2 mediada por JAZ1, lo que permite la
expresion de los genes controlados por MYC2 (Hong et al., 2012). Este crosstalk entre
la via de los JAs y las GAs significa que bajo condiciones favorables para el
crecimiento, las GA degradan las proteinas DELLA lo cual aumenta la represion de los
FTs sensibles a los JAs mediado por las JAZ, resultando de esta manera en una mayor
represion de la via de sefializacion de los JAs. Por el contrario, bajo condiciones de
estrés bioticos, los JAs promueven la degradacion de las proteinas JAZ permitiendo que
las proteinas DELLA repriman la via de sefializacion de las GAs (Figura 4.1) (Kazan
and Manners, 2012). Recientemente se demostré que las mutantes 5xdella (gai-t6 rga-t2
rgll-1 rgl3-1 rgl2-1) asi como las gai-1 pierden la represion de la via de los JA en
respuesta a tratamientos con RL (Leone et al., 2014) en plantas de 12 dias cultivadas in
vitro.

El objetivo de los experimentos presentados en este capitulo es determinar si este
crosstalk hormonal entre las vias de sefializacion de los JAs y de las GAs participa en la
regulacion negativa de la respuesta a los JAs producida por bajas relaciones R:RL en
plantas adultas cultivadas en sustrato. La hipétesis planteada en este capitulo es que la
de-sensibilizacién de los tejidos a los JAs causada por bajas relaciones R:RL involucra
la degradacion de las proteinas DELLA. Por lo tanto no se espera encontrar la represion
de las respuestas a los JAs producida por tratamientos con RL en las mutantes 4xdella

(gai-t6 rga-t2 rgll-1 rgl2-1), 5xdella y gai-1.
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Figura 4-1: Modelo que explica el conflicto entre la defensa y el crecimiento basado en
la interaccidn antagonica entre vias de sefializacion de las GA y el JA (a) En ausencia de
ataque de patdgenos, la interaccion entre las vias de sefializacion GA-JA se encuentra en
un equilibrio caracterizado por bajos niveles de expresion de genes de defensa y en un
crecimiento lento, debido a la competencia de las DELLA y MYC por JAZ, mientras
que las JAZs compiten con las PIF por su unién a las DELLA (b) En condiciones de
crecimiento adecuadas, el crecimiento se promueve por la degradacion de las DELLA
mediada por GA mientras que la defensa esta reprimida, debido a la interaccion JAZ-
MYC. Esto inclina la balanza hacia el crecimiento (c) Cuando la planta se ve desafiada
por un agente patdgeno, se produce la degradacion de las proteinas JAZ mediada por JA
lo que genera una activacién rapida de la via de sefializacion del JA, a su vez esto lleva
a una mayor supresion del crecimiento a través de la interaccion DELLA-PIF,
inclinando la balanza hacia la defensa. GA, GIBERELINAS; JAZ, JASMONATE ZIM
DOMAIN; MYC, basic helix-loop-helix TF; PIF, PHYTOCHROME INTERACTING
FACTOR. Editado de Kazan and Manners (2012).
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4-2 RESULTADOS
4-2-1 Los ecotipos salvajes Ler y Col-0 responden de manera similar en cuanto a la

desensibilizacidn de la respuesta a los JAs ocasionada por bajas relaciones R:RL

Para poner a prueba la hipotesis planteada en este capitulo se realizaron distintos
ensayos en los cuales las plantas fueron inducidas con solucion de MeJA (200 uM) o
con una suspension de 5 X10° esporas/ml de B. cinerea; el tratamiento con RL comenzé
24 h antes de la induccién de las plantas. A las 72 h de la induccion con MeJA se
cosecharon plantas para medir la acumulacion de antocianas y fenolicos solubles. El
analisis de las lesiones en las hojas se realiz6 a las 48-72 h de infectadas (ver materiales
y métodos).

Como primer medida se determino si el ecotipo salvaje Ler respondia de igual
manera que el ecotipo Col-0, referido en el capitulo anterior, respecto a la de-
sensibilizacion de los tejidos a los JAs producida por bajas relaciones R:RL. Para esto
se realizaron comparaciones de los dos ecotipos respecto a la acumulacién de
metabolitos secundarios, antocianas y compuestos fenolicos solubles y a la sensibilidad
a la infeccién por B. cinerea.

Se encontr6 que la acumulacion de antocianas en ambos ecotipos present6 el mismo
patron (Figura 4.2). La aplicacion de MeJA increment6 los niveles de este metabolito y
al ser suplementados con RL este incremento fue significativamente menor.

En los bioensayos con B. cinerea se encontr0 que en ambos ecotipos al ser
suplementados con RL se produjo un incremento de la susceptibilidad a la infeccion, las
areas infectadas fueron mayores (Figura 4.3), lo que sugiere que el ecotipo Ler responde

de igual modo que Col-0 en respuesta a bajas relaciones R:RL.

4-2-2 El efecto de bajas relaciones R:RL se encuentra conservado en mutantes
dellas

Cuando se cuantificaron la acumulacion de antocianas y de compuestos fenolicos
solubles en las plantas mutantes se encontrd que tanto las mutantes 5xdella como las
4xdella presentaron niveles similares de estos metabolitos a los de Ler, tanto en luz
ambiente como en el tratamiento con RL (con y sin MeJA) (Figura 4.4 y 4.5). Por lo
tanto la acumulacion de estos compuestos solubles parece no estar regulado por las
proteinas DELLA en este estadio de crecimiento (plantas en estado de roseta de 3-4

semanas cultivadas en suelo).
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Posteriormente se realizaron bioensayos con B. cinerea en los cuales se encontrd
que las mutantes 4xdella eran menos resistentes a la infeccion. Presentaban lesiones de
mayor tamafio que las encontradas en Ler en luz ambiente y cuando se trataron con RL
las lesiones fueron ain mayores (Figura 4.6). Estos resultados sugieren que las proteinas
DELLA participan de las respuestas mediadas por los JAs, tales como la resistencia
contra B. cinerea, pero no en la de-sensibilizacion por bajas relaciones R:RL de la

respuesta a los JAs.
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Figura 4.2: Los efectos del RL reduciendo la acumulacion de antocianas. La
acumulacion fue medida a las 72 h luego de rociar plantas de A. thaliana de 3 semanas
de edad con una solucion de MeJA 200 pM. Los niveles de acumulacidon estan
relativizados a los niveles presentados por control en condiciones de luz ambiente.
Amb, luz ambiente; RL, bajas relaciones R:RL; Absssg, absorbancia a 530 nm; PF, peso
fresco. Las barras de error representan al error estandar (n=5 réplicas). En cada panel,
letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los tratamientos.
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Figura 4,3: Efecto de la inactivacion del phyB por radiacion RL en la resistencia de
plantas de A. thaliana a la infeccion por B. cinerea. Los bioensayos se realizaron en
plantas de 4 semanas de edad, a las cuales se les inocularon las esporas de B. cinerea en
sus hojas. Los analisis se realizaron a las 72 h de la inoculacion del hongo. Amb, luz
ambiente; RL, bajas relaciones R:RL A) Las barras indican la frecuencia de los distintos
tipos de lesion (I; 11, 11; 1V) producidas por el hongo (** P < 0.01) B) Se cuantifico el
érea lesionada de las hojas en cm?.
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Figura 4.4: El efecto del RL reduciendo la acumulacion de antocianas se encuentra
conservado en mutantes della (4xdella y 5xdella). La acumulacion de estos metabolitos
fue medida a las 72 h luego de rociar plantas de A. thaliana de 3 semanas de edad con
una solucion de MeJA 450 uM. Los niveles estan relativizados a los del ecotipo salvaje,
Ler, control en condiciones de luz ambiente. Amb, luz ambiente; RL, bajas relaciones
R:RL; PF, peso fresco; Abssso, absorbancia a 530nm. Las barras de error representan al
error estandar (n=5 réplicas). En cada panel, letras diferentes indican diferencias

significativas entre las medias de los tratamientos.
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Figura 4.5: El efecto del RL reduciendo la acumulacion compuestos fendlicos solubles
se encuentra conservado en mutantes della (5xdella). La acumulacion de estos
metabolitos fue medida a las 72 h luego de rociar plantas de 3 semanas de edad con una
solucion de MeJA 450 puM. Los niveles de acumulacion estan expresados relativos a los
del ecotipo salvaje, Ler, control en condiciones de luz ambiente. Amb, luz ambiente;
RL, bajas relaciones R:RL; PF, peso fresco; Abssz, absorbancia a 320nm. Las barras de
error representan al error estandar (n=5 réplicas). En cada panel, letras diferentes
indican diferencias significativas entre las medias de los tratamientos.
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Figura 4.6: Efecto de la inactivacion del phyB por radiacion RL en la resistencia de
mutantes 4xdella a la infeccidn por B. cinerea. Los bioensayos se realizaron en plantas
de 4 semanas de edad, a las cuales se les inocularon las esporas de B. cinerea en sus
hojas. Se cuantificaron las areas lesionadas de las hojas en cm? a las 72 h de la
inoculacion del hongo. Los datos fueron transformados con la funcién log, para que
cumplan los supuestos del ANOVA (n=7 réplicas). Amb, luz ambiente; RL, bajas
relaciones R:RL
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4-2-3 El efecto de bajas relaciones R:RL se encuentra conservado en plantas
mutantes con della estables (gai-1)

También se utilizO un mutante de ganancia de funcion, gai-1, el cual tiene la
particularidad de codificar una version truncada de la proteina GAI (gai) que es estable
en presencia de GAs. Cuando se analizd que ocurria respecto a la acumulacién de
metabolitos secundarios se encontrd que estas mutantes presentaron un incremento en la
acumulacién de antocianas y compuestos fenolicos solubles en comparacion con las
Ler. Sin embargo, respondieron de igual modo que las Ler al tratamiento con RL,
reprimiendo su acumulacion (Figura.4.7). A diferencia de lo que ocurre en las mutantes
4xdella y 5xdella, las mutantes gai-1 parecerian indicar que GAI participa de la
respuesta a los JAs en cuanto a la acumulacion de metabolitos secundarios de respuesta
a JA, tales como las antocianas y compuestos fendlicos solubles, ya que estas mutantes
poseen una mayor acumulacion de estos metabolitos. Sin embargo gai-1 presentd una
respuesta normal de de-sensibilizacion de los tejidos a los JA frente a bajas relaciones
R:RL (Figura.4.7).

Cuando se analizé la resistencia al ataque de B. cinerea se encontré que las
mutantes gai-1 eran mas resistentes a la infeccion que en los controles, pero bajo
tratamiento con RL su sensibilidad a la infeccion se veia incrementada (Figura 4.8).

Estos resultados, en su conjunto sugieren que las proteinas DELLA estarian
interviniendo en la via de sefializacion de los JAs pero su degradacién no permite
explicar la represion de la respuesta a los JAs causada por bajas relaciones R:RL en
plantas adultas.
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Figura 4.7: Los efectos del RL reduciendo la acumulacion compuestos fenolicos
solubles y antocianas se encuentran conservadas en mutantes della (gai-1). La
acumulacion de estos metabolitos fue medida a las 72 h luego de rociar plantas de A.
thaliana de 3 semanas de edad con una solucion de MeJA 200 uM. Los niveles de
acumulacion estéan relativizados a los del ecotipo salvaje, Ler, control en condiciones de
luz ambiente. Amb, luz ambiente; RL, bajas relaciones R:RL; PF, peso fresco; Absss,
absorbancia a 530nm Abssyg, absorbancia a 320nm. Las barras de error representan al
error estandar (n=5 réplicas). En cada panel, letras diferentes indican diferencias
significativas entre las medias de los tratamientos.
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Figura 4.8: Efecto de la inactivacién del phyB por radiacion RL en la resistencia de
mutantes gai-1 a la infeccion por B. cinerea. Los bioensayos se realizaron en plantas de
4 semanas de edad a las cuales se les inocularon las esporas de B. cinerea en sus hojas.
Se cuantificaron las areas lesionadas de las hojas en cm? a las 72 h de la inoculacién del
hongo (n=8 réplicas). Amb, luz ambiente; RL, bajas relaciones R:RL

4-3 DISCUSION

En este capitulo se demuestra que las proteinas DELLA participan en la via de
sefializacion de los JAs. Los resultados demuestran que tanto las mutantes 5xdella como
las 4xdella poseen la respuesta a los JAs normal con respecto a la acumulacion de
antocianas (Figura 4.4) como de compuestos fendlicos (Figura 4.5) pero poseen menor
resistencia al ataque del patdégeno necrotrofo B. cinerea (Figura 4.6). En el caso de la
mutante gai-1 se encontr6 que presentaban mayor acumulacion de antocianas y de
compuestos fenolicos (Figura 4.7) respecto a los encontrados en los controles, como asi
también, una mayor resistencia a la infeccion de B. cinerea (Figura 4.8). Estos
resultados concuerdan con trabajos publicados recientemente que demuestran que las
mutaciones en las proteinas DELLA regulan positivamente las respuestas al JA
(Navarro et al., 2008; Leone et al., 2014).

Se ha propuesto un mecanismo por el cual las proteinas DELLA podrian estar
regulando la via de sefializacion de los JAs (Hou et al., 2010; Leone et al., 2014). Se
propone que la regulacion de la via de los JAs por accion de las proteinas DELLA se
debe a una interaccién de éstas con las proteinas JAZ (JAZ-DELLA). Esta interaccion
interfiere con la actividad de las proteinas JAZ reprimiendo sus FTs blanco (Hou et al.,

2010; Yang et al., 2012). En situaciones de competencia, las proteinas DELLA son
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rdpidamente degradas (Leone et al., 2014) y se liberan las proteinas JAZ para asi lograr
reprimir los FTs blanco. Ademas, se propone a este mecanismo como uno de los
utilizados por las plantas para reprimir las defensas dependientes del JA en situaciones
de competencia luminica (Leone et al., 2014).

A diferencia de lo reportado en el trabajo de Leone et al. (2014), los experimentos
descriptos en este capitulo sugieren que las mutantes de DELLA responden al
tratamiento con RL reprimiendo la via de los JAs de la misma manera que las plantas
del ecotipo salvaje (Figuras 4.4; 4.5; 4.6; 4.7 y 4.8). Esto puede deberse a diferencias en
los sistemas utilizados para evaluar el efecto del tratamiento con RL sobre la expresion
del sistema de defensa. En esta tesis se utilizaron plantas de 3-4 semanas, mientras que
en el trabajo citado anteriormente utilizaron plantulas de 12 dias; otra diferencia es que
en los experimentos aqui presentados se utilizaron plantas cultivadas en un sustrato
solido (perlita: vermiculita: turba, 1:1:1) mientras que en el trabajo de Leone et al.
(2014) se utiliz6 un sistema de cultivo in vitro.

Se han realizado analisis ontogénicos que demuestran que las proteinas DELLA
regulan distintos FTs dependiendo del estado de desarrollo en que se encuentran las
plantas. Estos sefialan que menos del 3,6% de los genes blanco de las proteinas DELLA
son compartidos entre un estado de crecimiento vegetativo y uno de floracién (Cao et
al., 2006; Zentella et al., 2007; Hou et al., 2008).

Las diferencias encontradas con el trabajo de Leone et al. (2014) sugieren que la
ontogenia o las condiciones de estrés podrian estar modificando la importancia de las
proteinas DELLA en la regulacion de la via de sefializacién de los JAs. Podria plantease
que en los primeros estadios de crecimiento la degradacion de las proteinas DELLA
resulta en represion de la via de los JAs ante bajas relaciones R:RL, mientras que en
estadios mas tardios, previos a la floracion, estas proteinas ya no jueguen un papel

regulatorio tan importante.

4-4 CONCLUSIONES

Los resultados aportados en este capitulo indican que las proteinas DELLA

intervienen en las respuestas defensivas desencadenadas por los JAs. Pero su
degradacion no parece ser necesaria para la regulacion negativa de la respuesta a los JAs
producida por la simulacion de competencia luminica en plantas adultas de 3-4 semanas

cultivadas en sustrato.
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CAPITULO5
La estructura de la cromatina participa en la represion de la respuesta a JA por

bajas relaciones R:RL

5-1 INTRODUCCION
En las células eucariotas la actividad génica no sélo es controlada por la secuencia

nucleotidica del ADN, sino que también es controlada por la accesibilidad al genoma de
las proteinas reguladoras (tales como FTs) la cual depende de la arquitectura de la
cromatina (Berr et al., 2012).

La cromatina es el conjunto de ADN, histonas y proteinas no histonicas que se
encuentran en el nacleo. EI empaquetado del ADN, cargado negativamente, a través de
la asociacion con histonas, cargadas positivamente, forma el nucleosoma que es la
unidad estructural de la cromatina (Kornberg, 1974; Kornberg and Thomas, 1974;
Khorasanizadeh, 2004). La configuracion de la cromatina puede ser alterada para
permitir o impedir el acceso de la maquinaria de transcripcion, por modificaciones
covalentes de las histonas en los extremos N-terminales expuestos en el nucleosoma.
Bésicamente, los genes situados en regiones de heterocromatina (cromatina condensada)
se encuentran con frecuencia silenciados (no expresados), mientras que los genes
situados en regiones de eucromatina (cromatina laxa) son transcriptos. La estructura de
la cromatina se encuentra regulada por diferentes modificaciones post-traduccionales
reversibles de las histonas, como por ejemplo la acetilacion, metilacion, ubiquitinacién,
fosforilacion, glicosilacion, etc. (Kouzarides, 2007). Tipicamente, la acetilacion de
histonas por las acetiltransferasas de histonas (HAT) se asocia con la activacion
transcripcional, mientras que la deacetilacion, por las HDAS, se vincula con la represién
de la transcripcién (Payankaulam et al., 2010). La metilacion de histonas y / o
ubiquitinacion pueden activar o reprimir la transcripcion dependiendo ello del lugar
donde ocurre (Zhang et al., 2007; Zhang et al., 2009; Roudier et al., 2011).

Aunque la evidencia genética, bioquimica y molecular ha demostrado que las
proteinas JAZ son represores transcripcionales todavia sigue siendo desconocido cémo
es que funciona esta represion a nivel molecular. La ausencia de un motivo
aminoacidico asociado a represion conocido en la mayoria de las proteinas JAZ sugiere
qgue estas proteinas reprimen la transcripcion a través del reclutamiento de co-
represores. En tal sentido, estudios recientes han demostrado que las proteinas JAZ

reclutan a miembros de la familia de co-represores Groucho (Gro) / Tupl (Pauwels et
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al., 2010; Consortium, 2011; Fernandez-Calvo et al., 2011), los cuales se encuentran
conservados evolutivamente, actuando a través de la formacion de complejos con
enzimas modificadoras de histona como las HDAs. La deacetilacion de histonas afecta
numerosos procesos tales como el crecimiento y desarrollo, el tiempo de floracion, la
tolerancia al frio, la embriogénesis, el desarrollo de pelos radiculares y las respuestas a
salinidad, entre otros (He et al., 2003; Xu et al., 2005; Tanaka et al., 2008; Zhu et al.,
2008; Chen et al., 2010).

Estudios previos indican que existe una interaccion entre la deacetilasa de histona
RPD3 tipo 6 (HDA®G) y la proteina COI1 (Devoto et al., 2002), lo que evidencia que
existe un vinculo entre el control epigenético y la via de sefializacion de los JAs. Otros
estudios indican que los niveles de transcripcion de algunos genes de respuesta a los
JAs se encuentran alterados en mutantes con pérdida de funcion HDA6 o0 HDA19 y en
plantas transgénicas que sobreexpresan estas HDAs (Zhou et al., 2005; Wu et al., 2008).
También existe evidencia que tanto el phyB como la HDAG regulan positivamente la
organizacion global de la cromatina de manera dependiente de la luz (Tessadori et al.,
2009) y recientemente se ha reportado que la represion de JAZ1 sobre factores de
transcripcion como EIN3 (ETHYLENE INSENSITIVE 3) y EIL1 (EIN3-LIKE 1),
reguladores positivos de las vias de sefializacion de los JAs y del ET, requiere del
reclutamiento de HDA6 como co-represor (Figura 5.1) (Zhu et al., 2011). Sin embargo,

la accion de las HDASs en la via de sefializacion de los JAs adn no es clara.

El objetivo de este capitulo es determinar el rol de las HDAs, en particular de
HDAG, en la regulacion negativa de las respuestas a los JAs producida por bajas
relaciones R:RL. La hipdtesis planteada es que la desensibilizacion de los tejidos a los
JAs por bajas relaciones R:RL es mediada por cambios en el estado de compactacion de
la cromatina, producidos por la HDAG6. Por lo tanto esperamos no encontrar una
represion de la via de sefializacion de los JAs en respuesta a tratamientos con RL tanto

en las mutantes de hda6é como cuando se inhiba farmacol6gicamente a las HDAs.



83

B Baja[JA]y [ET]

Baja CcOl1

DAl

JAZ1 HDAGS

| Complejo Mediador
S N _I_

Genesdiana

Sin Defensas

Figura 5.1: Posibles mecanismos que subyacen a la represion transcripcional mediada
por las proteinas JAZ A) A bajas concentraciones de JA, el complejo JAZ-NINJA-TPL
reprime la actividad transcripcional de MY C2 mediante el reclutamiento de deacetilasas
de histonas (HDAs), como HDA19, inhibiendo la actividad de la ARN polimerasa II-
complejo mediador. Esto resulta en la remodelacion de la cromatina en un estado
silencioso y la supresion de la expresion génica de respuesta al JA. "?" hace referencia a
las asociaciones propuestas (ej. TPL-HDAL9 interaccién y el efecto negativo de TPL
sobre el complejo mediador) que se deducen de estudios en otros eucariotas, pero adn
no se han demostrado experimentalmente en Arabidopsis. A altos niveles de JA, los
represores JAZ se degradan rapidamente en una manera dependiente de COI1l y se
activa la expresion de los genes de respuesta al JA (no se muestra en la figura) B)-
Nuevas funciones de las proteinas JAZ en el crosstalk JA-ET. A bajas concentraciones
de JA , las proteinas JAZ reclutan al co-represor hda6 y reprimen a EIN3 y EIL1 para
mantener bajo control las respuestas de defensa. Las flechas y flechas truncadas
representan las regulaciones positivas y negativas, respectivamente. HDAL9,
DESACETILASA de HISTONA19; HDA6, DESACETILASA de HISTONA 6; JAZ,
JASMONATE ZIM DOMAIN; MYC, factor de transcripcion basic-helix-loop-helix;
NINJA, NOVEL INTERACTOR of JAZ; TPL, TOPLESS; EIL1, EIN3-LIKE 1; EIN3,
ETHYLENE INSENSITIVE 3. Editado de Kazan and Manners (2012).

5-2 RESULTADOS

5-2-1 Las HDAs participan en la regulacion negativa de la expresion de genes de la

via de los JA producida por bajas relaciones R:RL.

Para poner a prueba la hipotesis de que las HDAG6 participan en la de-
sensibilizacion de los tejidos a los JAs por sefiales de competencia luminica con plantas
vecinas, se realizaron experimentos in-vitro en los cuales se utiliz6 un inhibidor
especifico de HDAs, Trichostatin A (TSA), para imitar la pérdida de su actividad.

En estos experimentos se pudo observar que la aplicacion de TSA produce un
incremento en la expresion génica del FT ERF1. Pero a diferencia de los controles el

tratamiento con RL no produjo una represion en la expresion de este gen (Figura 5.2).
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Cuando se analizd qué pasaba con la expresion del gen PDF1.2 se encontrd que
este presentaba un patron similar al del gen ERF1, es decir la aplicacion de TSA
determind que no se reprima la expresion de este gen en tratamiento con RL y MeJA
(Figura 5.3).

Estos resultados de expresion génica de marcadores de la via de los JAs sugieren
que las HDAs vy, por lo tanto, la estructura de la cromatina juegan un papel en la via de
sefializacion de los JAs y, en particular, en la de-sensibilizacion de los tejidos a los JAs

producida por bajas relaciones R:RL en A. thaliana.
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Figura 5.2: La inhibicion de las HDAs con Trichostatin A (TSA) aumenta la expresion
del gen ERF1 y reprime la regulacién negativa de la expresion de este gen en respuesta
a bajas relaciones R:RL. La expresion de ERF1 fue cuantificada a las 5 h de inocular
plantas de A. thaliana ecotipo salvaje (Col-0) de 10 dias de edad, cultivadas in vitro,
con una solucion de MeJA de concentracion 100 uM y de TSA 5 ug/ml. Los niveles de
expresion fueron relativizados a Col-0 control en luz ambiente y a la expresién del gen
de expresion constitutiva UBC (UBIQUITINA). Amb, luz ambiente; RL, bajas
relaciones R:RL. Los datos fueron transformados con la funcién log, para que cumplan
los supuestos del ANOVA. Las barras de error representa al error estandar (n=5
réplicas). En cada panel, las letras diferentes indican diferencias significativas entre las
medias de los tratamientos.

5-2-2 Las mutaciones de HDAG6 hacen a A. thaliana mas resistente al ataque de B.
cinerea e insensible a bajas relaciones R:RL

La siguiente aproximacién para probar la hipétesis planteada se realiz6 utilizando
plantas de A. thaliana mutantes de HDAG, axel-4 y axel-5. Con estas mutantes se
realizaron bioensayos en los cuales plantas de entre 3-4 semanas de edad fueron
inoculadas con esporas del hongo B. cinerea y luego de 48-72 h se analizaron las

lesiones.
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Se encontr6 que en ambas mutantes las lesiones producidas por el hongo necrotrofo
no se vieron incrementadas por el tratamiento RL como ocurri6 en las Col-0 (Figura 5-
3). También se encontré que las mutantes axel-4 que las lesiones eran menores a las

encontradas en los controles (Col-0).
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Figura 5.3: La inhibicion de las HDAs con Trichostatin A (TSA) aumenta la expresién
del gen PDF1.2 y reprime la regulacion negativa de la expresion de este gen en
respuesta a bajas relaciones R:RL. La expresion de PDF1.2 fue cuantificada a las 5 h de
inocular plantas de A. thaliana ecotipo salvaje (Col-0) de 10 dias de edad, cultivadas in
vitro, con una solucion de MeJA 100 uM y de TSA 5 pg/ml. Los niveles de expresion
fueron relativizados a Col-0 control en luz ambiente. Amb, luz ambiente; RL, bajas
relaciones R:RL y a la expresiébn del gen de expresion constitutiva UBC
(UBIQUITINA). Las barras de error representan al error estandar (n=5 réplicas). Los
datos tuvieron que ser transformados con la funcion raiz cuadrada para que cumplan los
supuestos del ANOVA. En cada panel, las letras diferentes indican diferencias
significativas entre las medias de los tratamientos.
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Figura 5.4: La sensibilizacion a la infeccion de B. cinerea producida por bajas
relaciones R:RL requiere de HDAG6 funcional. Hojas de A. thaliana ecotipo salvaje
(Col-0), axel-4 y axel-5 de 3 semanas de edad fueron inoculadas con esporas de B.
cinerea. Los analisis se realizaron a las 72 h de la inoculacién del hongo. Amb, luz
ambiente; RL, bajas relaciones R:RL. Las barras de error representan al error estandar
(n=8 réplicas). Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos y
0 genotipos.
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5-2-3 La mutaciones de HDAG6 impiden la represion por las bajas relaciones R:RL
de la acumulacion de metabolitos secundarios dependientes de los JAs

Cuando se analiz6 la acumulacion de metabolitos secundarios activados por la via
de sefializacion de los JAs se encontré que ambas mutantes, axel-4 y axel-5, pierden la

capacidad del RL para reprimir la acumulacién de antocianas (Figura 5.5).

A B
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Figura 5.5: La HDAG6 es necesaria para que las bajas relaciones R:RL reduzcan la
acumulacién antocianas en hojas producida por la percepcién de MeJA. La acumulacién
de este metabolito fue medida a las 72 h luego de rociar plantas de A. thaliana de 3
semanas de edad, cultivadas en tierra, con una solucion de MeJA 200 pM. Los niveles
de acumulacion estan relativizados a los del ecotipo salvaje, Col-0, control en
condiciones de luz ambiente. Amb, luz ambiente; RL, bajas relaciones R:RL. Las barras
de error representan al error estandar (n=6 réplicas). En B los datos fueron
transformados con la funcion log, para que cumplan los supuestos del ANOVA. En
cada panel, letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos A) efectos de MeJA y RL sobre la acumulacion de antocianas, en la
mutante axel-4 B) efectos de MeJA y RL sobre la acumulacion de antocianas, en la
mutante axel-5.

5-3 DISCUSION

Un componente esencial en las respuestas de estrés de las plantas reside en su
capacidad de reprogramar su expresion génica. Entre los mecanismos que llevan a las
plantas para realizar esta reprogramacién se encuentran las modificaciones en la
compactacion de la cromatina. Las modificaciones post-traduccionales de las histonas
generan cambios en los niveles de compactacion de la cromatina que facilitan o impiden
el ingreso de la maquinaria transcripcional del ADN.

En este capitulo se demostrd que la inhibicion de las HDAs produce un aumento en
la expresion de los genes marcadores de la via de los JAs, ERF1ly PDF1.2 (Figuras 5.2
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y 5.3) en concordancia con estudios realizados recientemente (Zhou et al., 2005; Zhu et
al., 2011), y se demostrd una disminucion en la capacidad infecciosa de B. cinerea en
mutantes de HDA6 (Figura 5.4). Se ha propuesto que el complejo SCFEC"-JAZ se
asocia con HDAG para reprimir la respuesta a los JAs (Berr et al., 2012). En ausencia de
JA-lle las proteinas JAZ podrian reclutar a las HDA6 y de esta manera reprimir la
respuesta de los JAs. En cambio, en presencia de JA-lle las proteinas JAZ y HDAG6
serian reclutadas por el complejo SCF“°" para su degradacién y por lo tanto no
ocurriria la represion de la respuesta a los JAs mediada por HDAG6. Aqui se presenta
evidencia de que este podria ser uno de los mecanismos utilizados por las plantas para
inhibir la respuesta a los JAs provocadas por sefiales de competencia luminica. En
presencia de competencia luminica la proteina JAZ10 se degrada a una velocidad menor
(Leone et al., 2014) y, por lo tanto, el complejo JAZ10-HDAG6 estaria mas tiempo
inhibiendo la via. En este capitulo se demostré que por la inhibicion de las HDAs se
pierde el efecto del RL en cuanto a la represion de genes marcadores de la vias de los
JAs (Figuras 5.2 y 5.3). En mutantes de hda6 tanto la resistencia a B. cinerea (Figura
5.4) como la acumulacion de metabolitos secundarios caracteristicos de la via de los JA

no se ven afectadas por el tratamiento con RL (Figura 5.5).

5-4 CONCLUSIONES

En este capitulo se demostré que cambios en el estado de acetilacion participan en

la represion de la respuesta de los JAs por bajas relaciones R:RL. A nivel de la
expresion génica cuando se inhiben las HDAs las plantas no responden al tratamiento
con RL. Por su parte, las mutantes de HDA6 tampoco respondieron al tratamiento con

RL en los bioensayos ni en la acumulacion de metabolitos secundarios.
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CAPITULO 6

Conclusion general

Las plantas que crecen en altas densidades tienden a ser sombreadas por sus vecinas
lo cual genera un ambiente que las hace mas vulnerables al ataque de insectos y
patégenos. Como ya se menciond previamente, este efecto presenta interés desde el
punto de vista agrondmico por disminuir las defensas de los cultivos sembrados a alta
densidad. A pesar de la importancia del conocimiento de los mecanismos asociados a
las respuestas de defensa de las plantas en presencia de vecinos, aln existe poca

informacion al respecto.

Estudios en nuestro laboratorio, incluidos aquellos presentados en esta tesis,
muestran que la regulacidn negativa de las defensas de las plantas que se encuentran en
competencia luminica con sus vecinas 0 bajo un riesgo inminente de competencia se
correlaciona con una disminucidn en la sensibilidad de los tejidos a los JAs (Moreno et
al., 2009; Cerrudo et al., 2012; de Wit et al., 2013; Leone et al., 2014). A partir de estas
observaciones, se han propuesto multiples hormonas y mecanismos que podrian mediar
la regulacion de la via de los JAs por bajas relaciones R:RL (Figura 1.8). Entre las
hormonas se ha puesto énfasis en el SA y las GAs, y entre los mecanismos se ha
postulado que las proteinas JAZ10 y sus variantes de splicing, asi como proteinas
modificadoras de histonas podrian ser determinantes del efecto represor del RL sobre la

via de los JAs.

El objetivo de este trabajo de tesis doctoral fue poner a prueba algunas de estas
hipétesis utilizando los recursos disponibles en la planta de referencia Arabidopsis
thaliana.

En esta tesis se demuestra que la simulacion de plantas vecinas mediante la
irradiacion con RL en forma lateral reprime la expresion de genes marcadores de la via
de los JAs y la acumulacion de metabolitos secundarios dependientes de esta via de
sefializacion. También se demuestra que estos cambios a nivel transcripcional y y de
metabolitos secundarios, disparados por bajas relaciones R:RL, correlacionan con un
aumento en la sensibilidad de plantas de A. thaliana a la infeccion del hongo necrotrofo
B. cinerea. Por otro lado, la tesis aporta evidencias a las ya existentes confirmando que
la inactivacion de phyB es responsable de mediar la represion de la via de los JAs frente
a bajas relaciones R:RL.
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Como primer hipotesis de esta tesis se planted que la de-sensibilizacion de los
tejidos a los JAs involucra la activacion de elementos de la via del SA. La accion
antagonica de estas dos hormonas ha sido ampliamente estudiada (Kunkel and Brooks,
2002; Bostock, 2005; Brooks et al., 2005; Uppalapati et al., 2007; Pieterse et al., 2009;
Thaler et al., 2012) y se encuentran descriptos los mecanismos utilizados por la via del
SA para modular la respuesta de la via de sefializacion de los JAs (Koornneef and
Pieterse, 2008; Leon-Reyes et al., 2009; Pieterse et al., 2009; Verhage et al., 2010). Se
realizaron experimentos para probar si la represion de la via de sefializacion de los JAs
por bajas relaciones R:RL utiliza elementos de la via de SA. En éstos se demostrd que
no es necesario que las plantas sean capaces de sintetizar SA o activar respuestas frente
a SA para que ocurra esta represion de la via de los JAs por bajas relaciones R:RL.
También se demostro que la represion de la via de los JAs en plantas de A. thaliana por
bajas relaciones R:RL ocurre a nivel del médulo SCFS®"-JAZ de percepcion de JA-Ile.
A diferencia de esto, el efecto antagonico del SA sobre la via de los JAs ocurre rio abajo
de este mddulo de percepcion. Sobre esta base se rechazdé la hipotesis de que elementos
de la via del SA intervienen en la represion de la via de los JAs por bajas relaciones
R:RL, lo cual representa un avance importante que permite enfocar los esfuerzos en

hip6tesis alternativas sobre la naturaleza del mecanismo de represion.

La segunda hipoétesis a poner a prueba fue que la de-sensibilizacion de los tejidos
a los JAs esta mediada por las proteinas JAZ10 y sus variantes de splicing, reguladores
negativos de la respuesta a los JAs. Observaciones previas indicaban que la
transcripcion del gen JAZ10 puede aumentar en respuesta a tratamientos con RL
(Moreno et al.,, 2009) y estudios recientes demuestran que el RL suplementario
estabiliza a la proteina JAZ10 frente a tratamientos de JA (Leone et al., 2014). Ademas
se ha reportado que el gen JAZ10 sufre splicing alternativo, generando 3 proteinas con
distintos grados de sensibilidad al JA (Chung and Howe, 2009). Los bioensayos
realizados con B. cinerea demuestran que JAZ10 es necesario para el efecto del RL
aumentando la sensibilidad de A. thaliana a este patdgeno y, sugieren que la variante de

splicing JAZ10.4 podria jugar un rol determinante de este efecto.

La tercer hipotesis fue que la de-sensibilizacion de los tejidos a los JAs involucra la
accion de proteinas DELLA. Se ha demostrado que las proteinas DELLA regulan

positivamente las respuestas a los JAs (Navarro et al., 2008; Leone et al., 2014). La via
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de sefializacion de las GAs, a través de las proteinas DELLA, participa en los
mecanismos de defensa frente al estrés bidtico mediante una interaccion con la via de
sefializacion de los JAs (Hou et al., 2008; Navarro et al., 2008; Cheng et al., 2009; Wild
et al., 2012; Yang et al., 2012). Se ha establecido que este crosstalk entre las dos vias se
debe a una interaccion antagdnica entre las proteinas JAZ y las proteinas DELLA (Hou
et al., 2010) (Figura 4.1). Por lo tanto, bajo condiciones favorables para el crecimiento,
las GAs participan en la degradacion de las proteinas DELLA, lo que libera proteinas
JAZ para ejercer su accion represora sobre los FTs involucrados en la activacion de
defensas dependientes del JA. Por el contrario, bajo condiciones de estrés biotico, los
JAs promueven la degradacion de las proteinas JAZ permitiendo que las proteinas
DELLA repriman FTs relacionados con el crecimiento (p. ej. PIFs) (Yang et al., 2012).
Evidencias obtenidas en plantulas jovenes de A. thaliana cultivas in vitro muestran que
la activacion de la via de sefializacion de las GAs frente a bajas relaciones R:RL juega
un papel reprimiendo las respuestas a los JAs (Leone et al., 2014). Los resultados
presentados en esta tesis sugieren que, en rosetas de A. thaliana cultivadas en suelo, la
via de sefializacion de las GAs no juega un rol importante en la represion de la via de
los JAs por bajas relaciones R:RL. Resta por entender las bases de estas diferencias y

determina si las mismas se deben a razones ontogenicas o fisiologicas.

La ultima hipdtesis planteada fue que la de-sensibilizacion de los tejidos frente a
los JAs esta mediada por cambios en la estructura de la cromatina, llevados a cabo por
la HDAG. La actividad génica esta regulada por cambios en los niveles de compactacion
de la cromatina. Cuando la cromatina se encuentra laxa el acceso de la maquinaria
transcripcional y/o FT esta permitido, mientras que este se encuentra impedido cuando
la cromatina se encuentra compactada (Berr et al., 2012). La estructura de la cromatina
se encuentra regulada por diferentes modificaciones post-traduccionales reversibles de
las histonas, como por ejemplo la acetilacion (Kouzarides, 2007). Esta ultima,
generalmente se encuentra asociada con la activacion transcripcional, mientras que la
deacetilaciéon, por las HDAs, se vincula con la represion de la transcripcién
(Payankaulam et al., 2010). Estudios previos han reportado que la HDAG interactia con
COI1, miembro del médulo SCF®®" de percepcién de JA-lle (Devoto et al., 2002).
También ha sido documentado que la proteina JAZ1 requiere del reclutamiento de
HDAG6 como co-represor para reprimir la via del ET y del JA (Zhu et al., 2011). Los

resultados aportados por esta tesis sugieren que, en plantas de A. thaliana, el efecto de
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las bajas relaciones R:RL reprimiendo la via de los JAs se encuentra mediado en parte
por modificaciones post-traduccionales de las histonas, en particular las llevadas a cabo
por las HDAG.

En base a todas las evidencias, y a modo de conclusion final, esta tesis presenta un
modelo de los mecanismos que podrian ser utilizados por las plantas para reprimir la
respuesta a los JAs bajo condiciones de competencia (Figura 6.1). En este modelo se
propone que bajo condiciones normales la respuesta a los JAs se encuentra inactivada
por las proteinas JAZ10 que reclutan a las proteinas HDAG, las cuales mantienen a la
cromatina compactada impidiendo la expresion de los genes de respuesta de la via de
sefializacion de los JAs. Bajo condiciones de estrés por patdgenos o insectos herbivoros
aumenta la concentracion de JA-lle que al unirse con su receptor, el complejo proteico
SCF®°" provoca la ubiquitinacién de las proteinas JAZ10 y las HDA6 quienes
posteriormente seran degradas por el proteosoma 26S y por lo tanto se activa la via. En
condiciones de competencia luminica y estrés por patdgenos o insectos herbivoros si
bien la concentracion de JA-lle aumenta, con la consecuente degradacion de las
proteinas JAZ10, pero estas presentan mayor estabilidad bajo condiciones de bajas
relaciones R:RL (Chico et al., 2014; Leone et al., 2014) (posiblemente debido a un
aumento en las proporciones de las variantes de splicing insensibles al JA, como
JAZ10.4, aunque esta explicacion requiere de evidencias adicionales) y omo
consecuencia, resulta en una atenuacion de las respuestas activadas por el JA y un

aumento en la sensibilidad a patdgenos necrétrofos e insectos herbivoros.
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Figura 6.1: Modelo propuesto de la represion de la via de los JAs por bajas relaciones
R:RL. Bajo condiciones normales las concentraciones de JA son bajas y las respuestas
de defensa se encuentran inactivadas por JAZ10 y HDAG. Bajo condiciones de estrés
por ataque de patdgenos o insectos herbivoros los niveles de JA-lle aumentan e inducen
la interaccion de JAZ10-HDAG con SCF°" lo que genera su posterior degradacion en
el proteosoma 26S. Bajo condiciones de competencia luminica (bajas relaciones R:RL)
y estrés concomitantemente al aumento en los niveles de JA-lle aumenta la estabilidad
de las proteinas JAZ10, posiblemente debido a un aumento en las proporciones de las
variantes de splicing insensibles al JA, como JAZ10.4. Como consecuencia, las
estabilizacion de las proteinas JAZ10 resulta en una atenuacion de las respuestas
activadas por el JA y un aumento en la sensibilidad a patégenos necrétrofos e insectos
herbivoros.

Aln quedan numerosos experimentos por realizar para determinar la intrincada red
de sefiales mediante las cuales el RL reprime la via de sefializacion de los JAs. Entre
ellos se encuentran andlisis a nivel proteémico de las proteinas JAZ10 y sus variantes de
splicing. Tambiéen seria promisorio analizar mediante estudios de CHIP-PCR o CHIP-
Seq la participacion del estado de acetilacion de la cromatina en la regulacion de la via
de los JAs por tratamientos con RL. Por otro lado, seria importante esclarecer la
aparente variacion en el rol de las proteinas DELLA segun el estado ontogénico de la

planta.
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Comprender estas redes de sefiales reviste un fuerte interés y tiene implicancias
practicas sustanciales en el campo de la agricultura. Una mejor comprension de como
estos mecanismos de defensa son regulados en condiciones naturales, tanto por factores
de estrés abidtico como por factores bioticos, aportard elementos de valor para disefiar
aproximaciones biotecnoldgicas destinadas a producir cultivares méas resistentes y de

este modo limitar los impactos ambientales del uso de agroquimicos.
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