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RESUMEN 

 

 Al monitorear los cambios en el ambiente lumínico, las plantas pueden 

obtener información acerca de la proximidad de las plantas vecinas. Los 

jasmonatos (JAs) son reguladores lipídicos que juegan un papel central en el 

control de las respuestas de defensa frente a patógenos y plagas, así como también 

en la regulación de los procesos de crecimiento y desarrollo. Una disminución en la 

relación rojo: rojo lejano (R:RL) de la luz representa una señal de competencia para 

las plantas terrestres. Esta señal es detectada por el fotorreceptor fitocromo B 

(phyB) y, entre otras cosas, induce la aceleración del crecimiento y elongación y 

reprime la expresión de defensas de las plantas. Los efectos de las bajas relaciones 

R:RL sobre el sistema de defensas están mediados, al menos en parte, a través de 

una reducción en la señalización de los JAs. En esta tesis doctoral se pretende 

avanzar en la comprensión de los mecanismos que controlan el efecto de R:RL y 

phyB en las respuestas a JA en Arabidopsis thaliana. Se postulan posibles 

mecanismos mediante los cuales la inactivación del phyB por bajas relaciones 

R:RL produce la disminución en la sensibilidad de la vía de los JAs. Para este fin, 

he combinado un enfoque genético con el uso de herramientas fisiológicas, 

bioquímicas y moleculares para estudiar los efectos de la calidad de la luz sobre los 

componentes críticos de la vía de señalización de JA. Los resultados presentados en 

esta tesis demuestran que el efecto de las bajas relaciones R:RL, provocando una 

disminución de la sensibilidad a JA, requiere de la proteína JA-ZIM domain 10 

(JAZ10). También demostramos que la degradación de las proteínas DELLA 

(mediada por el aumento en la actividad de giberelinas [GAs]), es necesaria para 

que se manifieste la represión de la vía de JA en condiciones de bajas relaciones 

R:RL. Por último, los resultados sugieren que, además de este efecto bien 

caracterizado de las GAs sobre la señalización de JA, mediado por la degradación 

de las proteínas DELLAs, GA reprime las respuestas de defensa por un nuevo 

mecanismo. En este mecanismo, GA aumenta la estabilidad de la JAZ10 y retarda 

la degradación de esta proteína inducida por JA.  

 

Palabras claves: Rojo:Rojo-lejano, fitocromo B, jasmonatos, defensas, JAZ,  

crecimiento, DELLA, GA, Arabidopsis thaliana 
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ABSTRACT  

 By monitoring changes in the light environment, plants can obtain information about the 

proximity of neighboring plants. Jasmonates (JAs) are lipid regulators that play a central 

role in the control of defense responses against pathogens and pests, and also in the 

regulation of growth and developmental processes. A low red:far-red (R: FR) ratio 

represents a signal of competition for terrestrial plants. This signal is detected by the 

photoreceptor phytochrome B (phyB) and, among other things, induces the acceleration of 

elongation growth and represses the expression of plant defenses. These effects of low 

R:FR repressing defense responses are mediated, at least in part, through a reduction in JA 

signaling. This doctoral thesis aimed to advance our understanding of the mechanisms that 

control the effect of R:FR and phyB on JA responses in Arabidopsis thaliana. We tested 

possible mechanisms by which the inactivation of phyB by low R:FR ratios represses JA 

signaling. To do this end, I combined a genetic approach with the use of physiological, 

biochemical and molecular tools to study the effects of light quality on critical 

components of the JA signaling pathway. The results presented in this thesis demonstrate 

that the effect of low R:FR decreasing JA sensitivity require the protein JA-ZIM domain 

10 (JAZ10). We also showed that the turnover of DELLA proteins (presumably mediated 

by an increase in the activity of gibberellin [GA]), is required for expression of the effect 

of low R:FR ratios repressing JA signling. Finally, our result suggest that, in addition to 

this well-characterized effect of GA on JA signaling, mediated by increased DELLA 

degradation, GA represses defense responses by a novel mechanism. In this mechanism 

GA increases the stability of the JAZ10 and retards the turnover of this protein induced by 

JA. 

 

Keywords: red:far red, phytocrhome B, jasmonate, defenses, JAZ, growth, DELLA, GA, 

Arabidopsis thaliana.  
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Capítulo 1. Introducción, objetivos e hipótesis 

1.1 Luz 

La luz, además de ser una fuente de energía para la fotosíntesis, es para las 

plantas una fuente de información que controla numerosos procesos fisiológicos. La 

radiación actúa no solo como un recurso primario de energía para la fotosíntesis sino 

también como fuente de información. Esta información permite a las plantas detectar 

señales del ambiente que las rodea e “interpretarlas” para producir respuestas 

fisiológicas adaptativas. Existen diversas señales que regulan diferentes procesos tales 

como la des-etiolación, la germinación, el fototropismo, el gravitropismo, el escape al 

sombreado,  las respuestas fotoperiódicas y la inducción de la floración. 

 En ausencia de luz, las plantas crecen de forma heterótrofa, utilizando los 

recursos acumulados por la semilla (plantas etioladas). En la etapa de etiolación las 

plantas presentan un rápido alargamiento del hipocotilo, un gancho apical y los 

cotiledones cerrados. Una vez que la luz es percibida por las plantas, comienza el 

proceso de des-etiolacion que se caracteriza por la inhibición del alargamiento del 

hipocotilo, la apertura del gancho apical, la expansión de los cotiledones y el desarrollo 

de los cloroplastos. Este conjunto de respuestas a la luz permiten la transición al modo 

de vida autotrófico. 

Las plantas, a lo largo de la evolución, han adquirido la habilidad de detectar 

múltiples señales lumínicas, incluyendo la calidad (composición espectral), cantidad, 

dirección y duración del período de luz (Jiao et al. 2007).  De la radiación total que 

incide sobre la superficie vegetal, solo una proporción es utilizada por las plantas para 

realizar el proceso de fotosíntesis y a esa radiación se la denomina PAR 

(Photosynthetically Active Radiation). La misma comprende aproximadamente el 50% 

del total de la radiación solar incidente a nivel del suelo y abarca  longitudes de onda 

que van desde los 400 a los 700 nm (nanómetros). Las clorofilas y los carotenoides son 

los pigmentos encargados de absorber la energía necesaria para la fotosíntesis en las 

regiones del espectro del azul y rojo (R). Parte de la radiación verde y casi la totalidad 

del rojo lejano (RL) se reflejan y/o transmiten a través de las hojas. Consecuentemente, 

en condiciones de alta densidad de plantas, disminuye la relación R:RL de la luz 

incidente. En la radiación solar la relación R;RL es aproximadamente 1,2, mientras que 

en condiciones de sombreado este cociente cae a valores inferiores a 1, como 

consecuencia de la fuerte absorción luz R y la reflexión y transmisión del RL (Figura 

1.1) (Holmes and Smith 1977, Kami et al. 2010, Casal 2013). 
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Figura 1.1. Espectro de irradiancia en ambientes naturales. La línea superior representa 

la luz solar que se irradia al medio día. La línea media representa la luz solar al medio 

día bajo canopeo. La línea inferior representa la irradiancia al anochecer. Adaptado de 

Franklin and Shinkle (2009). 

 

 

1.2 Respuestas ante señales de competencia 

 

La percepción de los cambios en aspectos claves del ambiente lumínico es 

llevada a cabo por un conjunto de fotorreceptores que se caracterizan por la longitud de 

onda que son capaces de percibir. Los fitocromos (phys) tienen máxima sensibilidad en 

las regiones del RL (730nm) y del rojo (R) (660 nm) (Smith 2000). Los fotorreceptores 

de la familia de los criptocromos y fototropinas son capaces de detectar la radiación en 

el rango del ultravioleta A y azul (315-500nm) (Briggs and Christie 2002). En la región 

del UV-B (280-315nm) las plantas tienen un fotorreceptor recientemente identificado, 

denominado UVR8 (UV RESISTANCE LOCUS 8) (Rizzini et al. 2011) (Figura 1.2). 
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Figura 1.2: Espectro lumínico y fotorreceptores en plantas. En Arabidopsis thaliana 

existen distintos tipos de receptores: UVR-8 que es el receptor de UV-B, tres 

criptocromos (cry 1-3), 2 fototropinas (phot 1-2),  Zeitlupe (ZTL) en la región del UV-

A y azul y 5 fitocromos (phy A-E) con máximos de absorción en el rojo y el rojo lejano. 

Adaptado de Kami et al. (2010) 

 

Todos los miembros de la familia de los fitocromos son activados por la luz R, 

mientras que el fitocromo A (phyA) también es activado por el rojo lejano (Quail 2007).  

Desde el punto de vista de los requerimientos de flujo, se conocen tres tipos de 

respuestas inducidas por los fitocromos; éstas son: respuestas de flujo muy bajo 

(VLFR), respuestas de bajo flujo (LFR) y respuestas de alta irradiancia (HIR). Un pulso 

de luz débil inducirá respuestas del tipo VLFR, y si persiste un periodo de tiempo 

mayor, la cantidad de luz percibida provocará una LFR. Una alta intensidad de luz y 

exposiciones prolongadas son requeridas para inducir respuestas del tipo HIR. Las 

evidencias indican que las respuestas VLFR y HIR son mediadas por el phyA mientras 

que  en las respuestas de bajo flujo el protagonista es el phyB (Casal et al. 1998). 

Los fitocromos están codificados por una pequeña familia multigénica 

compuesta por cinco genes (PHYA, PHYB, PHYC, PHYD y PHYE) (Nagy and Schafer 

2002, Schafer and Bowle 2002). Son proteínas solubles de aproximadamente 125 

KiloDalton (KDa) y están formadas por homodímeros donde cada subunidad se une 

covalentemente a un cromóforo constituido por un tetrapirrol lineal abierto denominado 

fitocromobilina (Montgomery and Lagarias 2002). Puntualmente, la molécula del 

fitocromo posee dos regiones funcionales principales: 1) la región amino-terminal, que 

es el sensor de la señal y 2) la región carboxi-terminal o de transducción de la señal 

(Quail 2002). El dominio N-terminal es responsable de la unión al cromóforo, de la 

absorción de la luz y de la fotorreversibilidad (~70 kDa). El dominio C-terminal (~55  

kDa) contiene varios subdominios/motivos conservados, incluyendo la secuencia 

reguladora core - 14 - (Quail box), dos motivos de dimerización y el dominio HKRD 

(Histidine Kinase-Related Domain). La excitación del cromóforo modifica la 
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configuración de la proteína, alterando su capacidad de acción biológica. Los 

fitocromos son sintetizados en oscuridad en la forma conocida como Pr y son 

biológicamente inactivos. Cuando el Pr absorbe luz roja (660 nm) se produce una 

fotoconversión que le permite adquirir actividad biología, forma conocida como Pfr, 

encargada de promover procesos fundamentales para el desarrollo fotomorfogénico. 

Una vez activado, se produce un cambio conformacional en el cromóforo y los phys 

migran hacia el interior del núcleo activando las respuestas. phyBPfr migra del citosol 

al núcleo y, una vez allí, ejerce su función biológica. De manera inversa, cuando los  

phys absorben luz RL (730 nm) el equilibrio se desplaza hacia la forma inactiva, Pr 

(Figura 1.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 1.3: Fotoconversión de los fitocromos. Los fitocromos presentan dos formas 

fotoconvertibles, Pr y Pfr. La forma Pr es biológicamente inactiva y bajo la absorción de fotones 

rojos se convierte a Pfr, biológicamente activa. De la misma manera, cuando Pfr absorbe luz 

rojo lejana se vuelve a su forma inactiva, Pr.  

 

 Las plantas frecuentemente crecen en ecosistemas complejos, debiendo 

competir con otras plantas por el acceso a la luz solar. Por eso, poseen mecanismos de 

ajuste que les permiten detectar la presencia de plantas vecinas y efectuar cambios en su 

morfología que optimizan la captura de radiación. La luz que incide sobre las plantas es 

parcialmente absorbida, reflejada y transmitida. Como mencioné anteriormente, en 

canopeos densos se produce una disminución significativa en la relación R/RL de la luz 

que recibe, ya que la mayor parte de los fotones de R son absorbidos por plantas 

vecinas. La reducción de la relación R:RL como indicadora de competencia, inactiva al 

phyB al convertir buena parte de las moléculas de fotoreceptor en su forma inactiva 

(Pr). La inactivación de phyB produce la aparición de una respuesta fenotípica conocida 

como síndrome de escape al sombreado (SAS) (Smith 1982, Ballaré 1999, Franklin 

2008, Casal 2013, Pierik and de Wit 2014, Smith and Whitelam 1997). Ésta respuesta es 

regulada, en parte, por la interacción de los phys activos con factores de transcripción 

conocidos como PHYTOCHROME INTERCTING FACTOR (PIF) (Leivar and Quail 

2011a, Martinez-Garcia et al. 2014). De los 15 PIF existentes, solo 7 interactúan con los 

fitocromos; estos son: PIF 3, PIF1, PIF 4, PIF 5, PIF 6, PIF7 y PIF8 (Ni et al. 1999, Huq 

and Quail 2002, Huq et al. 2004, Khanna et al. 2004, Oh et al. 2004, Leivar et al. 2008, 

Pr Pfr 

Radiación 

Roja 

Radiación 

Roja lejana 

Respuesta 

Reversión por oscuridad 
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Leivar and Quail 2011a). Los restantes factores que conforman la subfamilia no 

interactúan con los phys o aún no se ha comprobado su participación. El Pfr activo se 

une a los PIF y produce la fosforilación y posterior degradación de los mismos, salvo  

PIF7 que a pesar de ser fosforilado, no sufre degradación en presencia de Pfr (Li et al. 

2012, Zhang et al. 2013). Una vez inactivado por RL,  phyB no interactúa con los PIF, 

lo que permite la acumulación de proteína PIF que regula la transcripción de genes 

diana moduladores de SAS. Particularmente, PIF4, PIF5 y PIF7 son reguladores 

positivos de las respuestas SAS (Pierik and de Wit 2014). 

El SAS se caracteriza por aumentos en la tasa de alargamiento de los tallos y 

peciolos; aumento en el ángulo de inserción foliar y otras modificaciones en la 

morfología de la planta que le permiten aumentar su capacidad para competir por la luz 

en canopeos densos (Franklin and Whitelam 2005, Ballaré 2009). Sin embargo, bajo 

estas mismas condiciones phyA limita la expresión de SAS (Smith 1992, 1995). Es 

sabido que el phyA controla funciones tales como: germinación de las semillas, 

desetiolación y percepción de  transiciones de oscuridad/luz (Casal et al. 1998, Ballaré 

2009). Existe una cierta redundancia entre los demás fitocromos y se cree que phyD y E 

actúan conjuntamente con phyB en la supresión del escape al sombreado a altas 

relaciones R:RL (Franklin 2008, Casal 2013).  

 

1.3 Arabidopsis thaliana 

 

Arabidopsis thaliana es una angiosperma de pequeño tamaño, dicotiledónea de 

ciclo anual, que pertenece a la familia de las brasicáceas (Brassicaceae). Se distribuye a 

través de Europa, Asia y América del Norte y es una especie salvaje que a lo largo de 

los años se ha ido adaptando a un amplio rango de zonas geográficas diferentes y, por 

consecuencia, se ha convertido en una fuente importante de variabilidad. Numerosas 

accesiones (ecotipos) han sido recolectadas y están disponibles para su análisis 

experimental, las más usadas para estudios moleculares y genéticos son Columbia (Col-

0), Landsberg (Ler-0) y Wassilewskija (WS-0). Esta angiosperma posee un ciclo de vida 

corto, cuya duración es de 6 semanas y abarca desde la germinación de la semilla, la 

formación de la roseta, la floración hasta la maduración de las semillas. 

Arabidopsis se utiliza como planta modelo en la gran mayoría de los estudios de 

biología molecular vegetal ya que posee varias características favorables, las más 

destacadas son: su tamaño pequeño, ciclo de vida corto, se cultiva fácilmente en 

ambientes distintos (cámaras de cultivo con luz artificial) y sobre todo, posee un 

genoma muy pequeño secuenciado completamente y una gran cantidad de líneas 

mutantes (Meinke 1998, Bevan 2005, Koornneef 2010). 

 

1.4 Defensas en las plantas 

 

En la naturaleza las plantas están expuestas a un gran número de organismos 

patógenos  (hongos, bacterias y virus) y herbívoros (vertebrados, artrópodos, etc.). Los 

mecanismos de defensa constitutivos forman una primera barrera frente al ataque de 

patógenos y herbívoros. Estos sistemas operan en forma constante en la planta y se 

basan en el uso de estrategias químicas (p. ej., sustancias tóxicas, enzimas inhibidoras, 

proteínas antifúngicas) y estructurales (p. ej., espinas, cutícula impermeable, tricomas) 

(Wittstock and Gershenzon 2002, Tian et al. 2012, Jaime et al. 2013). Si estas barreras 

iniciales de defensa se rompen, las plantas dependen de un sistema complejo y 

altamente regulado de respuestas inducibles que se activan sólo cuando la planta es 

atacada. En el caso de los mecanismos de defensa frente a insectos, existen dos tipos 
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diferentes de defensas inducibles: la directa y la indirecta. La primera involucra la 

producción coordinada de metabolitos secundarios y proteínas de defensa cuyo efecto es  

repeler o matar al organismo que ataca a la planta (Walling 2000, Kessler and Baldwin 

2001, 2002a, Mewis et al. 2005, Heil 2008, Ballaré 2009, Cheynier et al. 2013). Las 

indirectas se basan en la liberación de compuestos volátiles, que atraen predadores y 

parasitoides que atacan a los invasores (Schoonhoven et al. 2005, Heil 2008, Arimura et 

al. 2009, Dicke 2009).  

La expresión de estas defensas inducidas es coordinada por hormonas 

sintetizadas por las plantas afectadas. Las principales hormonas que controlan los 

mecanismos de defensa son el ácido salicílico (SA), el JA y el etileno (ET) (Ballaré 

2014, Pieterse et al. 2014). La activación de la síntesis y señalización por medio de cada 

una de estas hormonas ocurren en respuesta al reconocimiento del tipo de atacante 

involucrado y de la duración e intensidad del ataque. Los patógenos biótrofos se 

alimentan de células vivas, no matan la planta y son más sensibles a las respuestas 

inducidas por SA (Glazebrook 2005, Howe and Jander 2008) mientras que los 

necrótrofos (matan a la célula infectada y los tejidos mueren) y los insectos herbívoros 

son más sensibles a las defensas mediadas por el JA / ET (Kessler and Baldwin 2002b, 

Koornneef and Pieterse 2008, Ballaré 2011, Zhu et al. 2011, Thaler et al. 2012, Zhu 

2014). 

Las defensas inducidas protegen a las plantas contra un amplio espectro de 

enfermedades y plagas pero también puede conllevar costos debido a: la asignación de 

recursos para la síntesis de moléculas de defensa, la toxicidad que los productos generan 

al propio metabolismo de la planta y porque pueden afectar interacciones benéficas con 

otros organismos (Heil and Baldwin 2002).  Es por lo tanto razonable asumir que las 

plantas expresan su defensa inducible sólo si las ventajas (la protección contra los 

atacantes) pesan más que los gastos.  

Durante el ciclo de vida de plantas, el compromiso entre el crecimiento y la 

defensa es indispensable  para optimizar la asignación de recursos en respuesta a varias 

señales del desarrollo y desafíos del entorno. La inversión de  defensa contra herbívoros 

y patógenos, por lo general, reduce la cantidad de recursos disponibles para el 

crecimiento. Para mediar el equilibrio entre el crecimiento y la defensa, las plantas han 

desarrollado varios mecanismos de adaptación entre los cuales las hormonas juegan un 

papel fundamental (Glazebrook 2005, Zhu et al. 2011, Pieterse et al. 2012, Thaler et al. 

2012).  

 

 

1.5 ¿Crecer o defenderse? 

 

El costo de las respuestas de defensa puede medirse como una reducción en la 

aptitud (supervivencia, producción de semillas) de la planta en ausencia de herbívoros, 

la que es consecuencia de una producción  de niveles elevados de protección (Cipollini 

et al. 2002, Cipollini 2004). Estos costos generalmente, se producen por la reasignación 

de recursos que las plantas inducen ante determinadas situaciones. La asignación de  

recursos a la competencia puede limitar la disponibilidad de los mismos para ser 

invertidos en defensa (Agrawal 1998, Baldwin 1998, Cipollini et al. 2002).  

En los últimos años, se ha demostrado que las plantas que expresan fenotipo 

SAS, al ser expuestas a bajas relaciones R:RL, poseen sus defensas disminuidas y son 

más susceptibles al ataque de patógenos e insectos. Por ejemplo, estudios con orugas de 

Manduca sexta mostraron que éstas crecían mejor cuando se alimentaban sobre plantas  
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de Nicotiana expuestas a bajas relaciones R:RL que cuando lo hacían sobre plantas 

expuestas a luz solar (Izaguirre et al. 2006). Moreno et al. (2009), demostraron que las 

larvas de Spodoptera  frugiperda ganaban más peso cuando se alimentaban de plantas 

de Arabidopsis thaliana cultivadas en canopeos densos que cuando eran alimentadas 

con plantas cultivadas en canopeos abiertos.  Efectivamente, la competencia ya sea por 

presencia de vecinas o simulada con suplementación de RL o inactivación de phyB por 

mutación, torna a las plantas más susceptibles a la herbívoria y el ataque de patógenos 

necrótrofos (Izaguirre et al. 2006, Moreno et al. 2009, Cerrudo et al. 2012). 

 Estudios recientes también han demostrado que la exposición  de las plantas  a 

luz RL induce una disminución de la transcripción de genes de defensa, incluidos los 

genes de respuesta a JA  (Moreno et al. 2009, Cerrudo et al. 2012, de Wit et al. 2013) e 

inhibe la acumulación de compuestos fenólicos, entre otros metabolitos secundarios 

(Moreno et al. 2013). La información disponible sugiere que las plantas han 

desarrollado a lo largo de la evolución mecanismos que les permiten optimizar las 

decisiones entre dos alternativas generales: asignar recursos al crecimiento y la 

competencia o defenderse mediante la asignación de más recursos a la defensa. Este 

compromiso de asignación de recursos es a menudo conocido como el “dilema de las 

plantas"(Herms and Mattson 1992, Cipollini 2004, Howe and Jander 2008, Ballaré 

2009, Ballaré 2011). Desde el punto de vista agronómico, las respuestas que las plantas 

presentan frente a este compromiso son de gran interés ya que pueden afectar la 

expresión del sistema de defensa en cultivos sembrados a alta densidad. 

 

1.6 Jasmonatos 

 

Los JAs son hormonas requeridas para la regulación de numerosos aspectos 

fisiológicos del crecimiento y de la inducción de resistencia frente al ataque de insectos 

y patógenos necrótrofos (Kessler and Baldwin 2002b, Browse and Howe 2008, Ballaré 

2009, Chung and Howe 2009). En los últimos años, numerosos estudios han 

documentado que los JAs son moléculas claves para la activación de defensas y, 

además, son reguladores negativos del  crecimiento, inhibiendo la fotosíntesis,  la 

división celular y el crecimiento de la raíz (Yan et al. 2007, Zhang and Turner 2008, 

Browse 2009, Chung and Howe 2009).  

El primer paso en la biosíntesis de JA se produce en la membrana de los 

cloroplastos, donde los lípidos son clivados por lipasas para generar ácido α-linoleico. 

La oxigenación de este último por acción de la 13-lipooxigenasa (LOX) lo convierte en 

ácido 13-hydroperoxylinolenic (13-HPOT). Luego, la Alleno Óxido Sintasa (AOS) y la 

Aleno Óxido Ciclasa (AOC) catalizan las reacciones secuencialmente para originar  el 

ácido 12-oxo-fitodienóico (OPDA), principal precursor de los jasmonatos (Feussner and 

Wasternack 2002). OPDA es traslocado a los peroxisomas y reducido por la enzima 

ácido oxo-fitodienóicoreductasa 3 (OPR3) para formar oxo-2 (2-pentenyl) ciclopentano-

1- ácido Octanoico (OPC-8: 0), que es activado por la ligasacarboxyl-CoA.   

Posteriormente, este compuesto es sometido a tres ciclos de ß-oxidación para producir 

el ácido jasmónico. Finalmente, es conjugado con distintos aminoácidos, siendo el más 

importante la iso-leucina que da origen a la Jasmonil-isoleucina (JA-Ile)), la forma 

bioactiva del ácido jasmónico (Thines et al. 2007, Fonseca et al. 2009, Shyu and 

Brutnell 2015) (Figura 1.4).  
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Figura 1.4: Biosíntesis de JA en Arabidopsis thaliana. LOX: lipooxigenasa; AOS: 

Alleno Óxido Sintasa; AOC: Alleno Óxido Ciclasa; OPDA: ácido 12-oxo-fitodienóico; 

OPR3: ácido oxo-fitodienóicoreductasa 3;JA: Jasmonato; JA-Ile: Jasmonyl-isoleucina; 

JA-ACC: ácido Jasmonyl- 1-aminociclopropano-l-carboxílico; MeJA: Metil-Jasmonato. 

Adaptado de Delker et al. (2006). 

 

Recientemente, se han hecho avances muy importantes en el entendimiento de 

los mecanismos de percepción de los JAs (Chini et al. 2007, Thines et al. 2007, Yan et 

al. 2007, Pauwels and Goossens 2011). La activación de la vía JA ocurre en respuesta a 

la degradación de las proteínas represoras JAZ.  En ausencia de JA, los genes de 

respuesta a JA están reprimidos debido a la interacción de los factores de transcripción 

(FT) relevantes con las proteínas JAZ, las cuales controlan la expresión de genes a 

través de su interacción con el adaptador NINJA y las proteínas co-represoras TPL 

(Figura 1.5 a) (Pauwels et al. 2010). En presencia de JAs bioactivos, producidos en 

respuesta al ataque de herbívoros y patógenos necrótrofos, las proteínas JAZ interactúan 

vía su dominio Jas con la ubiquitin-ligasa SCF
COI1

 (lo que las marca para su 

degradación en el proteasoma 26S) y así se des-reprime la transcripción de los genes de 

respuesta (Figura 1.5b) (Chini et al. 2007, Thines et al. 2007, Ballaré 2011, Pauwels and 

Goossens 2011). COI1 (CORONATINE INSENSITIVE 1) actúa como una proteína F-
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box; estas proteínas reconocen una proteína target que es ubiquitinizada y dirigida para 

ser degradada por el proteosoma (Xie et al. 1998). 

 

 
Figura 1.5: Activación de la vía JA. a) la transcripción de genes de defensa es reprimida por la 

interacción de ciertos factores de transcripción con las proteínas JAZ, que controlan la expresión 

interaccionando con el adaptador NINJA y las proteínas corepresora TPL. b) En presencia de la 

hormona bioactiva (JA-Ile, círculos naranjas) las proteínas JAZ interactúan a través de su 

dominio Jas con la ubiquitin-ligasa SCF
COI1

  marcándolas para su destrucción. Adaptado de 

Ballaré (2011).  

 

 La familia de proteínas JAZ está compuesta por 13 miembros (JAZ1-JAZ13)  

en Arabidopsis thaliana ,con estructura similar: un dominio C-terminal que posee el 

motivo Jas, un dominio conservado ZIM responsable de la dimerización de JAZ y la 

interacción con NINJA y un dominio N-Terminal, poco conservado (Chung and Howe 

2009, Pauwels and Goossens 2011) (Figura 1.6). El motivo Jas es importante para la 

interacción con COI1 y con los factores de transcripción MYC (reguladores positivos de 

la señalización JA) (Chini et al. 2007, Yan et al. 2007). Esta secuencia es requerida para 

degradar a las proteínas JAZ bajo la percepción de la JA-Ile (Chini et al. 2007, Yan et 

al. 2007, Chung and Howe 2009). JAZ13 se diferencia del resto porque posee  un 

represor no reconocido previamente en ninguna de las 12 JAZ restantes conocidas en 

Arabidopsis.  El gen JAZ13 está más estrechamente relacionado con JAZ8 e incluye un 

motivo ZIM y un motivo Jas pero a diferencia de JAZ8, JAZ13 contiene un sitio de 

fosforilación (cola C-terminal rica en Serinas) (Thireault et al. 2015). 
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Figura 1.6: Familia de proteínas JAZ. Se muestra el tamaño relativo de cada JAZ y sus 

respectivos dominios. En amarillo el dominio conservado ZIM y en violeta el Jas. 

Adaptado de Staswick (2008). 

 

La señalización JA esta mediada por múltiples factores de transcripción, por la 

formación de homo- y hetero-dimeros, por el splicing alternativo que sufren los genes 

que codifican algunas las proteínas JAZ y por la estabilidad diferencial de las JAZs 

(Chung et al. 2010, Kazan and Manners 2012, Shyu  et al. 2012). A través del proceso 

de splicing se generan variantes de una misma proteína con distinta funcionalidad; este 

proceso aumenta la actividad represora y la diversidad funcional en la familia JAZ. De 

JAZ10 se conocen tres variantes de splicing que se caracterizan por interactuar con 

mayor o menor afinidad con el receptor COI1. Las tres variantes poseen un motivo Jas 

C-terminal truncado. La variante de splicing JAZ10.1 se une fuertemente a COI en 

presencia de JA-Ile, mientras que la isoforma JAZ10.3 lo hace débilmente y la JAZ10.4 

(que carece del dominio Jas) simplemente no interacciona. Las variantes de splicing 

ejercen su rol atenuando la respuesta a JA (Yan et al. 2007, Chung and Howe 2009, 

Moreno et al. 2013) y también podrían atenuar las defensas mediadas por JA en 

condiciones ambientales que prioricen el crecimiento por sobre las defensas (Cerrudo et 

al. 2012, Yang et al. 2012). 

 

1.7 Giberelinas 

 

Las giberelinas (GAs) son una clase de hormonas diterpenoides tetracíclicas que 

juegan un papel esencial en la regulación de muchos aspectos del desarrollo de la 

planta. Las GAs son hormonas esenciales para muchos procesos de desarrollo en las 

plantas, como por ejemplo: germinación de las semillas, la elongación del tallo, la 

expansión de las hojas, el desarrollo de los tricomas, la maduración del polen y la 

inducción de la floración (Olszewski et al. 2002, Achard and Genschik 2009). Un 

regulador clave de la vía de señalización GA son las proteínas nucleares DELLAs, 

represoras del crecimiento (Peng et al. 1997, Silverstone et al. 1998, Dill and Sun 2001). 

Las GAs promueven la interacción de su receptor GIBBERELLIN INSENSITIVE 

DWARF1 (GID1) con las proteínas DELLAs. La unión de GA a GID1 promueve la 

interacción entre este último y el dominio N-terminal de las DELLAs (Willige et al. 
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2007) aumentando la afinidad de las DELLAs y una E3 ligasa que promueve la 

ubiquitinización y subsecuente degradación por el proteosoma 26s (Sasaki et al. 2003, 

Fu et al. 2004, Griffiths et al. 2006, Willige et al. 2007, Murase et al. 2008, Sun 2011). 

Con las DELLAs degradadas, los PIF (y otros factores de transcripción) quedan 

liberados de la represión y las GAs promueven libremente el crecimiento y otras 

respuestas a GA (McGinnis et al. 2003, Achard et al. 2007).  

El genoma de Arabidopsis codifica para cinco proteínas pertenecientes a esta familia 

represora: GA-INSENSITIVE (GAI), REPRESSOR OF GA1-3 (RGA), RGA-LIKE1 

(RGL1), RGL2, y RGL3 y todas muestran un dominio N-terminal así como un dominio 

C-terminal GRAS conservado. Distintos análisis genéticos han demostrado que las 

cinco actúan de forma distinta pero sinérgica;  GAI y RGA reprimen la elongación del 

tallo, reprimen el crecimiento de la raíz y retrasan la floración (Dill and Sun 2001, Fu 

and Harberd 2003); RGL2 inhibe la germinación (Lee et al. 2002);  RGL 2 y RGA 

juntas regulan el desarrollo floral (Cheng et al. 2004, Tyler et al. 2004, Yu et al. 2004, 

Hou et al. 2008) y RGL3 regula positivamente la resistencia mediada por JA a  Botrytis 

cinérea (Michael Wild et al. 2012).  

  

1.8 GA y JA 

 

 Estudios recientes han revelado interacciones intensas entre las vías de 

señalización de JA y GA (Navarro et al. 2008, Hou et al. 2010, Wild and Daviere 2012, 

Yang et al. 2012). Las proteínas DELLAs, conocidos represores de la señalización de 

GAs, han sido reportadas como reguladores positivos de las respuestas a JA, tal que 

mutantes cuádruples della  presentaron mayor susceptibilidad a patógenos necrótrofos, 

y mutantes gai1, con la proteína GAI1 estable, una mayor resistencia (Navarro et al. 

2008). En plantas de Nicotiana attenuata, elevadas concentraciones de JA tienen un 

efecto negativo sobre la biosíntesis de GA en los tallos, inhibiendo el crecimiento 

(Heinrich et al. 2013). En varios mutantes de Arabidopsis, en los que las proteínas 

DELLAs están estabilizadas, los genes de respuesta a JA son hipersensibles al 

tratamiento con JA, ocasionando una mayor inhibición del crecimiento.  

Hou et al. (2010) en su trabajo propuso el “modelo liberador” para describir como las 

proteínas DELLAs modulan/afectan la señalización JA a través de una competencia 

para unirse a las proteínas JAZs (Figura 1.7). Los JAs promueven la desestabilización 

de las proteínas JAZ que interactúan físicamente con los factores de transcripción MYC 

(activadores de las respuestas a JA) (Figura 1.7 a). En ausencia de GAs, las proteínas 

DELLAs compiten con los MYC para unirse a las JAZs, las cuales liberan a MYC2 y 

permite la expresión de las respuestas JA. Cuando aumentan los niveles de GA, las 

proteínas DELLAs son degradadas y las JAZ son liberadas para interactuar con MYC2, 

así la actividad de MYC es reprimida y, por lo tanto, la señalización JA también. 

(Figura 1.7b).  Hay evidencia que la sobreexpresión de proteínas RGL3, aumenta la 

expresión de genes inducidos por MYC mientras que la mutación rgl3 reduce la misma 

(Wild and Daviere 2012). La interacción física entre ambas proteínas represoras, 

DELLA y JAZ, cumple un rol preponderante en la regulación del entrecruzamiento 

entre las vías de crecimiento y defensa (Figura 1.7). 
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Figura 1.7: Las proteínas DELLAs modulan la expresión de genes inducidos por JA. (a) niveles 

elevados de JA desestabilizan a JAZ y así MYC induce la expresión de genes de respuesta a JA. 

b). GA modula las respuestas a JA mediante la interacción de JAZ y DELLAs. Sin GA, las 

DELLAs estabilizadas se unen a JAZ liberando a MYC para activar los mecanismos de defensa. 

Con el agregado de GA, las DELLAs son degradadas y JAZ es liberado para interactuar con 

MYC y reprimir su actividad. Adaptado de Hou et al. (2013). 
 

 

Más específicamente, las proteínas JAZ interactúan con los dominios GRAS de 

las proteínas DELLA, bloqueando la interacción de las DELLAs con los PIF y 

promoviendo el crecimiento inducido por GA (Yang et al. 2012).  En respuesta a 

patógenos o insectos herbívoros, la degradación de las proteínas JAZ permite que las 

DELLAs interaccionen e inhiban la acción de los PIF y, por lo tanto, el crecimiento es 

cohibido (Figura 1.8) (Kazan and Manners 2013). 

 Como mencione recientemente, es importante destacar  que la interacción entre 

las proteínas JAZ y DELLAs pueden también afectar la capacidad de las DELLAs de 

reprimir los PIF (Yang et al. 2012), que son FT involucrados en la promoción del 

crecimiento (Lorrain et al. 2008, Leivar and Quail 2011b) . De este modo, la interacción 

entre JAZ y DELLA podría influir sobre las respuestas de tipo SAS, las que dependen 

de la actividad de PIFs. Existe evidencia que, en respuesta a bajas relaciones de R/RL, 

las proteínas DELLAs, son etiquetadas para su degradación, presumiblemente como 

consecuencia de un aumento de producción de GAs (Djakovic-Petrovic et al. 2007).  La 

interacción entre las proteínas DELLAs y JAZs, represoras de las vías GA y JA 

respectivamente, podría jugar un papel fundamental en la mediación del equilibro entre 

el crecimiento y la defensa que las plantas activan en respuesta a las señales de su 
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entorno (Figura 1.8) (Hou et al. 2010, Heinrich et al. 2013, Hou et al. 2013, Ballaré 

2014). 

 

 

 
 

Figura 1.8: Efectos de las bajas relaciones R:RL sobre la vía de los JAs. Las bajas 

relaciones R:RL, actuando a través del phyB, disminuyen las defensas inducidas por JA 

regulando el balance entre los represores JAZ y DELLA. Las bajas relaciones R:RL 

aumentan la actividad de las GA, aumentarían la degradación de las proteínas DELLAs 

y promueven la expresión de SAS. Cuando se activa la via JA por infecciones con 

patógenos o ataque de insectos herbívoros, se produce la biosíntesis de JA provocando 

la degradación de los represores JAZ en el proteosoma 26S. La unión de DELLAs y 

JAZs perjudica la capacidad de ambas de interactuar con sus factores de transcripción 

target. Las bajas proporciones R:RL aumentan la expresión de SAS y disminuyen las 

defensas. Las flechas indican las interacciones positivas; PIF: PHYTOCHROME 

INTTERACTING FACTOR; Pfr: forma activa de phyB; Pr: forma inactiva de phyB. 

Adaptado de Ballaré (2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 
 

 
 

1.9 Objetivos e hipótesis de trabajo: 

 

El objetivo general de esta tesis fue avanzar en la comprensión de los mecanismos por 

los cuales  los fitocromos (fundamentalmente phyB) modulan la respuesta de las plantas 

a  los JAs y la expresión de su sistema de defensa. Particularmente, nos enfocamos en la 

región R:RL del espectro solar debido a la importancia que reviste como señal de 

competencia afectando el crecimiento y desarrollo de las plantas.  

 

Los objetivos específicos que nos planteamos abordar fueron: 

 Evaluar la generalidad del efecto del RL como represor de respuestas a JA.  

 Caracterizar los efectos de cambios en la relación R:RL sobre la estabilidad de 

las proteínas JAZ y las proteínas DELLAs, estudiar los mecanismos 

involucrados y establecer su significado funcional. 

 Definir qué papel juegan las GA, en la disminución de la sensibilidad a JA 

causada por la inactivación de phyB.  

 

Sobre la base de los resultados obtenidos previamente en el laboratorio 

planteamos las hipótesis que se describen a continuación: 

 

Hipótesis 1: la de-sensibilización de los tejidos frente a JA está mediada principalmente 

por la inactivación del phyB pero involucraría la participación de otros fitocromos 

estables (phyD y phyE). Se comparará la sensibilidad a JA entre mutantes simples de 

phyB y triples mutantes (phyBDE). 

 

Hipótesis 2: la de-sensibilización de los tejidos a los JAs involucra un aumento de la 

degradación de las proteínas DELLA. Se evaluara el efecto de bajas relaciones R:RL 

sobre la sensibilidad a JA en mutantes della (tanto mutantes nulos como de ganancia de  

función, como gai1) y el efecto de bajas relaciones R:RL sobre la degradación de las 

proteínas de interés.  

 

Hipótesis 3: la de-sensibilización de los tejidos a JAs, generada por las bajas relaciones 

de R:RL, involucra la estabilización de la proteínas JAZ. Evaluaremos la estabilidad de 

JAZ10 en plantas que expresan el gen JAZ10 bajo un promotor constitutivo y unido al 

gen reportero GUS (35S:JAZ10-GUS). 

 

Hipótesis 4: la de-sensibilización de los tejidos frente a JA podría involucrar la 

estabilización de otras proteínas JAZ.  Buscaremos estudiar si efectos parecidos ocurren 

con otras proteínas JAZ, ya que un efecto diferencial de bajas relaciones R:RL sobre 

diferentes miembros de la familia JAZ podría esclarecernos el mecanismo por el que el 

phyB modula la estabilidad de estas proteínas. 

 

Hipótesis 5: la de-sensibilización de los tejidos a JA podría involucrar un efecto directo 

de las GAs sobre la estabilidad de las proteínas JAZ. Evaluaremos si el efecto de las 

GAs es similar al de las bajas relaciones R:RL sobre la estabilización de las JAZ y si el 

efecto del RL es suprimido en plantas tratadas con PAC (inhibidor de la síntesis de 

GA).
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Capítulo 2. Materiales y métodos 

 

2.1 Material vegetal 

 

En estas tesis se utilizó Arabidopsis thaliana como modelo experimental. Se 

emplearon distintos genotipos con alteraciones específicas en las vías de señalización 

lumínica y hormonal que se detallan a continuación:  
 

Genotipo Fondo 

(background) 

Descripción 

Col-0 Col-0 Salvaje 

Ler-0 Ler-0 Salvaje 

Co Co Salvaje 

coi1 Col-0 Mutante del receptor COI1 

OXJAZ10.4 Col-0 Suplementada con JAZ10.4 

phyB9 Col-0 Mutante de PHYB 

phyBDE Co Mutante de PHYB, D, E 

4xdella Ler-0 Mutante de la proteínas GAI1 , RGA, RGL1 y 

RGL2 

5xdella Ler-0 Mutante de las proteínas GAI1 , RGA, RGL1, 

RGL2 y RGL3 

rgl3.3 Col-0 Mutante de la proteína RGL3 

Cuadro 2.1 Detalles de las semillas utilizadas en la tesis. 
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Continuación cuadro 2.1: Detalles de las semillas utilizadas en la tesis. 

Genotipo Fondo 

(background) 

Descripción 

gai1 Ler-0 Mutante de la proteína gai1        (ganancia 

de función) 

35S::JAZ1GUS Col-0 Sobre-expresante de la proteína JAZ1 

35S::JAZ10GUS Col-0 Sobre-expresante de la proteína JAZ10 

jaz10.1 Col-0 Mutante de la proteína JAZ10 

ARNi7 Col-0 Mutante de JAZ10  

(por silenciamiento) 

jaz8 Col-0 Mutante de la proteína JAZ8 

Ja9.1 Col-0 Mutante de la proteína JAZ9 

jaz10phyB9 Col-0 Doble mutante de las proteínas JAZ10 y 

PHYB 

 

Cuadro 2.1: Detalles de las semillas utilizadas en la tesis.  

 

2.2 Esterilización de las semillas 

 

La esterilización de las semillas se realizó mediante el método de fase-vapor. 

Para ello se incubaron entre 50-70 semillas por microtubo, en un ambiente 

herméticamente cerrado y dentro de la campana, en un recipiente con la mezcla de 20 

mililitros (ml) de lavandina concentrada (55 gramos/Litro) y 10 ml de HCl 1M (Molar). 

Con esta mezcla se produce la liberación de gas cloro a partir del hipoclorito que 

permite la esterilización superficial de las semillas. La incubación con gas cloro se 

realizó durante 3-4 h. Luego los microtubos fueron ventilados en el flujo laminar para 

evitar su posterior contaminación. 
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2.3 Germinación de las semillas 

 

Las semillas fueron germinadas en frascos de vidrio (en cuya tapa poseen filtros 

para evitar posibles contaminaciones y permitir el intercambio gaseoso) con un medio 

sólido de Murashige and Skoog  (MS) 50%, sacarosa 1,5% masa/Volumen (m/V), agar 

0,7% m/V (Figura 2.1). Una vez sembradas las semillas se incubaron en oscuridad a 4ºC 

durante 48 horas (hs), luego se les dio un pulso de luz roja durante 30´ (minutos)-1 h 

para inducir y sincronizar la germinación y, finalmente fueron transferidas a una cámara 

de cultivo.  
 

 

Figura 2.1: Fotografía de los frascos donde crecen las plantas in vitro. Frascos de vidrio 

en cuya tapa poseen filtros para evitar posibles contaminaciones y permitir el 

intercambio gaseoso. Adentro poseen el medio solido donde se siembran las semillas. 

 

 

 

2.4 Manipulaciones del ambiente lumínico 

 

Las plantas se cultivaron en cámara de cultivo en fotoperiodo de día largo (14 h de 

luz y 10 h de oscuridad) durante 14 días y a los 7 días de germinadas fueron alineadas 

frente a lámparas incandescentes, con ó sin filtros de RL (Figura 2.2). En un ensayo 

típico se utilizaron 2 niveles de RL (con/sin R: RL) (Izaguirre et al. 2006, Moreno et al. 

2009). 



22 
 

 
 

 

Figura. 2.2: Manipulación del ambiente lumínico. (a) Diagrama  experimental de la disposición 

de los filtros de RL: 1) bulbos de luz incandescentes 2) filtro de agua para evitar la acumulación 

de calor generada por las lámparas 3)filtro de RL para remover la luz visibles 4) frascos de 

vidrio con plantulitas creciendo.  (b) Frasco de vidrio con plántulas creciendo, expuestas  a 

bajas relaciones de R:RL (barra=1cm) Leone et al. (2014). 

 

Para poner a prueba las distintas hipótesis planteadas se realizaron distintos 

experimentos combinados con un diseño completamente aleatorizado, siendo 

típicamente, en la mayoría de los experimentos, los factores a analizar: la calidad de luz 

(relación R: RL) y la sensibilidad a JA. En algunos casos se evaluó el genotipo de 

Arabidopsis thaliana como factor.  

 

2. 5 Tratamientos hormonales 

 

En los casos en que se evaluó específicamente las respuestas a JA y GA, las plantas 

fueron tratadas con un rango de concentraciones de estas hormonas. Los tratamientos se 

realizaron colocando una solución que contenía la hormona sobre el medio sólido en 

donde se encontraban creciendo las plantas para luego medir las variables deseadas. En 

la mayoría de los experimentos las plantas de 7 días de edad fueron alineadas frente a 

lámparas incandescentes, con ó sin filtros de RL, a los 2 días se agregó MeJA  al medio 

de cultivo y se prosiguió con el tratamiento de RL por 3 días más para luego cosecharlas 

(Figura 2.3). 

Las plántulas de A. thaliana, de 9 días de edad cultivadas en MS fueron 

embebidas con una solución acuosa de 20-50 µM MeJA (Aldrich Chemical Company, 

Milwaukee, Wi, USA). Para facilitar la disolución del MeJA las soluciones fueron 

preparadas con etanol absoluto en una concentración de 4 ‰ en agua MilliQ esterilizada 

por autoclavado. Las plantas control se embebieron con una solución acuosa de etanol 

absoluto 4‰. En los experimentos se adiciono 800 µL de una solución 20-50 µM MeJA 

esterilizado por filtración, mientras que a los controles se les agrego 1 ml de agua 

estéril. Luego, a diferentes tiempos post-inducción, las plántulas fueron cosechadas e 
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inmediatamente congeladas en nitrógeno líquido para la realización de posteriores 

estudios. 

 
Figura 2.3: Esquema representativo donde se muestra como fueron desarrollados los 

experimentos. Las plantas fueron crecidas bajo luz blanca (LB) (150 µmol m
_2

s
_1

) durante 7 días 

y luego fueron expuestas a los tratamientos de LB o RL (Rojo Lejano) durante 5 días; en el día 

3 de tratamiento se agregó MeJA al medio donde estaban creciendo. Finalmente, fueron 

cosechadas a los 12 días Leone et al. (2014). 
 

En los experimentos destinados a medir actividad enzimática las plantas fueron 

crecidas de la misma manera descripta arriba, solo difieren en el tiempo de exposición a 

RL y el tiempo de incubación con las hormonas (Figura 2.4). En dichos experimentos 

usilizamos GA (Aldrich Chemical Company, Milwaukee, Wi, USA), Paclobutrazol 

(PAC) (Aldrich Chemical Company, Milwaukee, Wi, USA) y MeJA, 20µM, 20µm y 

50µM, respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.4: Esquema representativo de los experimentos para medir Actividad Enzimática. Las 

plantas fueron crecidas bajo luz blanca (LB) (150 µmol m
_2

s
_1

) durante 14día, ese día fueron 

expuestas a los tratamientos de LB o RL (Rojo Lejano) durante 30'  y al mismo tiempo se 

agregó MeJA/GA/PAC al medio donde estaban creciendo. Finalmente, fueron cosechadas y 

congeladas a -80°C. 

 

LB (Amb) 

Germinación 

14d 0 

LB (Amb) 

LB+RL (RL) 

 

Cosecha 

GA/PAC/JA 

o control 
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2.6 Medición de largo de hipocotilo y peso fresco 

 

El largo del hipocotilo fue medido con un calibre, al finalizar cada experimento. 

Para determinar el peso fresco las plántulas fueron cosechadas, apoyadas en una hoja de 

papel absorbente para sacar el exceso de agua y colocadas en una balanza analítica para 

precisar el peso en miligramos (mg). 

 

2.7 Extracción  y medición de antocianas y metabolitos secundarios 

 

Para medir los compuestos fenólicos solubles y las antocianas, las plántulas 

fueron colocadas en tubos eppendorf que tenían en su interior 400µl de metanol 

acidificado con HCl en una proporción de 99:1, v/v. Las mismas fueron incubadas at 

4°C por 48 h. Posteriormente, se adiciono a cada eppendorf 300 µl de agua destilada y 

700 µl de cloroformo (Biopack) y se centrifugaron durante 5 min. a 12.500 rpm para 

separar la clorofila de los compuestos fenólicos (Rabino and Mancinelli 1986, Demkura 

et al. 2010, Leone et al. 2014). La absorbancia de los extractos fue determinada usando 

un espectofotometro (UV1700; Shimadzu,Kyoto, Japan) en base a la absorbancia de los 

extractos a 305 y 320 nm (fenólicos) y a 530 nm (antocianas). Los niveles de antocianas 

y fenólicos fueron calculados por (mg) de tejido.   

 

2.8 Tinción histoquímica con GUS 

 

La actividad de la β-glucuronidasa (GUS) para medir la estabilidad de productos de 

35S::JAZ10-GUS 35S::JAZ1GUS se evaluó colocando plántulas de Arabidopsisde 10 

días en una solución de tinción GUS (1 mM X-Gluc, 100mM NaPi buffer, pH 7.0, 

10mM EDTA y 0.1% (v/v) Triton X-100), tratadas previamente con acetona 90%. Se 

incubaron overnight (ON) a 37ºC y posteriormente se decoloraron mediante sucesivos 

lavados con etanol 70%. Al finalizar se evaluó visualmente la intensidad de la tinción en 

una lupa y se tomaron las fotografías correspondientes (Robson et al. 2010, Van der 

Does et al. 2013). 

 

2.9 Extracción de proteínas para medir actividad enzimática 

 

Las plantulitas fueron maceradas con émbolos dentro de los microtubos que 

contenían 50 µl de buffer de extracción (Buffer Fosfato 50 mM pH 7; Na2 EDTA 10mM 

pH8; SDS 0,1%; Triton X100 0,1%; β-Mercaptoetanol 4,32 mM) y colocadas en hielo. 

Las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm a 4ºC, se trasvaso el sobrenadante a otro 

microtubo (2 veces) y se guardaron los tubos que contenían las muestras a -80ºC hasta 

el día de la medición. 

 

2.10 Cuantificación de proteínas por el método de Lowry 

 

La concentración de proteínas extraídas por plántula fue calculada por el método de 

Lowry (Lowry et al. 1951). Se colocaron 5 µl de muestra, 15 µl de agua destilada y 100 

µl de buffer de medición (Buffer Carbonato; Tartrato de Na 1%; CuSO4 1%) en cada 

celda de una placa de 96 celdas. Se agregaron 10 µl de reactivo de folling(diluido 

previamente al medio) y fue mezclado por pipeteo. La placa fue incubada 30´ en 

oscuridad y finalmente se midió la absorbancia a 595 nm en un fluorómetro Beckman 

Coulter DTX 800/880 (Pasadena, CA, USA).Se usó albúmina de suero bovino para 

realizar las curvas de calibración. 



25 
 

 
 

2.11 Medición de la actividad enzimática 

 

 La actividad de GUS fue determinada utilizando4-metil-umbeliferil-D-

glucurónico (MUG). Este sustrato es escindido por la enzima β-glucuronidasa, la cual 

va a ser producida cuando se exprese el promotor del gen de interés fusionado a la 

región codificante de ADN de dicha enzima. El producto de escisión generado es la 4-

Metilumbeliferona que emite fluorescencia al iluminarse con luz UV. Para visualizar el 

producto colocamos 5 µl de muestra por well y se agregaron 195 µl de buffer de 

reacción (Buffer Fosfato 50 mM; Na2EDTA 0,5M pH8;SDS 0,1%; Triton X100 0,1%;  

β-Mercaptoetanol 10 Mm; MUG 0,44 mg/ml). La actividad enzimática se expresa 

comonM(nanoMoles) de MU por mg de proteína por minuto (Jefferson et al. 1987).  

 

2.12 Extracción de proteínas para Western Blot 

 

Las plántulas congeladas fueron maceradas con émbolos en microtubos que 

contenían 50 µl de buffer de extracción  (50mM Tris-HCl, pH 7.5, 150mM NaCl, 10% 

glycerol, 0.1%; NP-40, 1 mM; phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) y se le agrego un 

cocktail inhibidor de proteasas (Roche, Basel, Siuza) (Leone et al. 2014). 

 

2.13 Cuantificación de proteínas por el método de Bradford 

 

La concentración de proteínas de cada muestra se calculó por el método de 

Bradford. Se agregaron 1µl de muestra en 799 µl de agua. A cada microtubo se le 

adicionaron 200 µl de reactivo Bradford. Se incubaron los tubos en oscuridad y se usó 

albúmina de suero bovino para realizar las curvas de calibración. Las lecturas de 

absorbancia se hicieron a 595 nm usando un espectrofotómetro (UV1700; 

Shimadzu,Kyoto, Japan) (Bradford 1976). 

 

2.14 Análisis de proteínas por Western Blot 

 

 Para detectar y evaluar cambios en los niveles de las proteínas de interés se 

utilizaron anticuerpos policlonales específicos. Para evaluar la degradación de las 

proteínas DELLAs, empleamos un anticuerpo dirigido contra RGA (Agrisera, AS11 

1630, Vannas, Sweden). 

Los extractos proteicos fueron resueltos en geles desnaturalizantes de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%. Se armaron geles desnaturalizantes (0,1% SDS) de 

10 a 15% en celdas Bio-Rad 220. Las muestras a ser analizadas se prepararon 

agregándoles los volúmenes correspondientes de buffer de siembra 5X(0,625 M 

Tris/HCl pH 6,8; 2% SDS; 0,5% β-mercaptoetanol; 10% de glicerol; 0,5% azul de 

bromofenol) y calentándolas por 5 min a 100°C. Como buffer de corrida se usó Tris-

glicina-SDS 1x. Se usaron marcadores de peso molecular que iban de 10 a 170 kDa 

(ThermoScientific, Rockford, USA). Al finalizar la corrida, las proteínas fueron 

electrotransferidas a membranas de PVDF (ThermoScientific, Rockford, USA). La 

transferencia se hizo en cuba de inmersión (Bio-Rad, CA, USA) utilizando un buffer 

Tris-glicina 1x, metanol 20%  durante 1 h a 90 volts. Las membranas se incubaron 

durante 1 h con solución de bloqueo (leche descremada 5% en buffer TBS-Tween) y 

luego con el anticuerpo primarios anti RGA diluido 1:700 durante toda la noche a 4C. 

Posteriormente las membranas se lavaron 3 veces con TBS-Tween 15´c/ u  y se 

incubaron durante 1 h con el anticuerpo secundario anti conejo conjugado con 
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peroxidasa de rabanito (Biorad, CA, USA) diluido 1:2500 y se repitieron los tres 

lavados. Los anticuerpos secundarios se diluyeron en leche descremada 1%. Como 

sustrato para la peroxidasa se usó el kit de quimioluminiscencia Clarity ECL (BioRad, 

CA, USA) (Leone et al. 2014). 

2.15 Análisis estadístico 

 

Se analizaron los resultados con un ANOVA de diseños factorial (genotipos, tipo de 

luz y tratamiento inductor) mediante el programa Infostat (Versión profesional 1.1). Se  

evaluó la significación de la interacción en todos los ensayos, entre los distintos factores 

y en consecuencia se realizaron los contrastes necesarios en cada uno de los mismos. En 

los análisis de hipocotilo, peso fresco, metabolitos secundarios y antocianas los datos 

fueron analizados mediante el test estadístico ANOVA de dos factores: el tratamiento 

lumínico y la inducción con MeJA. Cuando la interacción entre factores resulto 

significativa, la diferencia entre medias se evaluó mediante el test de comparaciones de 

Tukey. En algunos casos los datos tuvieron que ser transformados, con distintas 

funciones como log2 o raíz cuadrada, para que cumplan los supuestos de 

homocedasticidad y normalidad, (se indican en los gráficos). El número de 

experimentos independientes (n) usados para calcular las medias de cada tratamiento se 

indican en las leyendas de cada figura. En cada experimento se armaron pooles de 

plantulitas, para evaluar peso fresco, pigmentos y compuestos fenólicos utilizamos 20 

plántulas individuales por experimento, por experimento utilizamos dos frascos por 

tratamiento obteniendo dos subreplicas por experimento, y luego cada subreplica fue 

utilizada para sacar el promedio final. Para medir estabilidad proteica usamos 5-8 

plantulitas por cada tratamiento. 
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Capítulo 3. Resultados 

 

 

 

3.1 Evaluación y determinación de respuestas de fácil medición para determinar la 

sensibilidad a JA 

 

El JA tiene diversas funciones como mencionamos en la introducción (Capítulo 

1). Principalmente, inhibe el crecimiento y promueve las defensas(Wittstock and 

Gershenzon 2002, Glazebrook 2005, Wasternack 2007, Howe and Jander 2008, Ballaré 

2011, Wasternack and Hause 2013). El primer paso de esta tesis fue determinar un 

conjunto de respuestas de fácil medición dependientes de COI1 que nos permitieran 

evaluar la sensibilidad a JA en plántulas des-etioladas de Arabidopsis de 12-14 días 

después de germinadas. Buscamos  respuestas que requieran la presencia del co-receptor 

COI1-JAZ (Xie et al. 1998, Thines et al. 2007). Por ello, en primer lugar evaluamos el 

efecto del MeJA (50µM), en plantas salvajes Col-0, mutantes coi1 y en plantas 

transgénicas sobre-expresantes de JAZ10.4 (esta línea expresa una variante de splicing 

estable que otorga a las plantas insensibilidad a la inhibición de crecimiento por MeJA) 

(Chung and Howe 2009, Moreno et al. 2013). Las variables medidas fueron largo del 

hipocotilo y el peso fresco como marcadoras de inhibición de crecimiento y 

acumulación de antocianas y compuestos fenólicos como marcadoras de defensas 

(Figura 3.1). 
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Figura 3.1: Evaluación de un conjunto respuestas a JA dependientes de COI1 para determinar la 

sensibilidad a JA en plantas de Arabidopsis thaliana.  Las mutantes coi1, que no poseen el 

receptor de JA no responden a ninguna de las variables inducidas por el MeJA. Las plantas 

sobre-expresantes de JAZ (oxJAZ10.4), represor de la vía de los jasmonatos, tampoco 

responden a la inducción en ninguna de las variables estudiadas. Abs305: absorbancia a 305nm; 

Abs320: absorbancia a 320nm; Abs530: absorbancia a 530nm; PF: peso fresco; JA: Metil-

jasmonato; G: genotipo. Cuando la interacción entre GxJA fue significativa las medias se 

analizaron por separado usando el test de Tukey, las distintas letras indican diferencias 

significativas entre las medias de los distintos tratamientos. Los datos de PF fueron 

transformados para cumplir con los supuestos del ANOVA. (n=5). 
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Encontramos que las plantas del genotipo salvaje (Col-0) tratadas con MeJA son 

sensibles a la inducción en todas las variables medidas: inhibición de elongación del 

hipocotilo; peso fresco (crecimiento) y acumulación de antocianas y  de compuestos 

fenólicos totales inducidos por respuestas de defensa.  Estos resultados nos permitieron 

determinar que las variables elegidas nos proveían un sistema tratable y cómodo para 

abordar preguntas mecanísticas.  

Las mutantes coi1 y las sobre-expresantes de JAZ10.4 (represores de la vía de 

los JAs) no respondieron al tratamiento con MeJA en ninguna de las variables medidas, 

por lo que demostraron que el módulo de percepción COI1-JAZ es necesario para la 

inducción de estas respuestas, las que serán tomadas como marcadoras de la activación 

de la vía de JA a lo largo de esta tesis. 

 

3.2 La disminución de la sensibilidad de los tejidos frente a JA  está mediada 

principalmente por la inactivación del phyB 

 

Las evidencias previamente presentadas en el trabajo de Moreno et al. (2009), 

demostraron que la inactivación del phyB, por mutaciones o por señales de competencia 

derivadas de la presencia de plantas vecinas, deprime la sensibilidad de los tejidos a JA. 

Otros trabajos desarrollados en el laboratorio y por otros autores demuestran que las 

bajas relaciones R:RL afectan la expresión de los sistemas de defensas en 

plantas(Izaguirre et al. 2006, Ballaré 2009, Kazan and Manners 2011, Cerrudo et al. 

2012, Izaguirre et al. 2013, Cargnel et al. 2014). Para tratar de comprender los 

mecanismos por los que el RL afecta la sensibilidad a JA pusimos a punto un sistema de 

frascos donde las plantas fueron germinadas y crecidas “in vitro” que nos permitió 

caracterizar variables marcadoras de respuesta a JA (ver sección 3.1). Una vez ajustada 

la metodología procedimos a testear las hipótesis planteadas en el capítulo 1. Para ello 

realizamos experimentos en cámaras de cultivo, utilizando lámparas incandescentes, 

con o sin filtros de RL  y dos 2 niveles de inducción con Metil-jasmonato (con/sin 

MeJA). Las plantas fueron cultivadas en frascos de vidrio durante 7 días bajo luz blanca 

(LB). Luego fueron transferidas a condiciones de LB (plantas control) o RL (luz blanca 

+ RL). Después de dos días de transferidas, fueron tratadas con MeJA disuelto en agua 

y etanol (50 uM) o agua con etanol (plantas control), continuando con los tratamientos 

lumínicos 72 h más (Figura 2.3, Capitulo 2). Luego fueron cosechadas para medir el 

largo del hipocotilo, peso fresco  y el contenido de antocianas y compuestos fenólicos 

solubles. 
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Figura 3.2: Efectos del JA y la inactivación del phyB en el crecimiento y la defensa en Arabidopsis. a) 

Largo de hipocotilo. b) Peso fresco. c) d) Acumulación de compuestos fenólicos. e) Acumulación de 

antocianas. Amb: luz blanca; RL: bajas relaciones R:RL; JA: Metil-Jasmonato; L, tratamiento lumínico 

(Amb/ RL);Abs305: absorbancia a 305nm; Abs320: absorbancia a 320nm; Abs530: absorbancia a 530nm; 

PF: peso fresco; Col-0: genotipo salvaje; phyB: mutante de fitocromo B. Las barras representan la media 

de cada tratamiento +1 ES (n=8-10).  Cada variable fue analizada de forma factorial y se indica el valor p 

asociado. Cuando la interacción entre LxJA fue significativa las medias se analizaron por separado 

usando el test de Tukey, las distintas letras indican diferencias significativas entre las medias de los 

distintos tratamientos. Los datos de hipocotilo, peso fresco y fenólicos (Abs=320 genotipo Col-0) fueron 

transformados para cumplir con los supuestos del ANOVA. 
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Al combinar nuestros tratamientos de MeJA con tratamientos lumínicos y 

mutantes phyB notamos que el efecto de JA inhibiendo el crecimiento y promoviendo 

las defensas observado en plantas Col-0,  fue significativamente atenuado en plantas 

expuestas a RL o en las mutantes phyB (Figura3.2). Los resultados de elongación de  

hipocotilo no concuerdan con los reportados por Hou et al. (2010) donde muestran una 

fuerte inhibición en el largo del hipocotilo en las mutantes phyB pero concuerdan con 

los publicados por Chen et al. (2013) y son consistentes con la evidencia que indica que 

el phyBPfr es un regulador positivo de la sensibilidad a JA (Ballaré 2011). 

 

 

 

3.3 El fenotipo de insensibilidad a JA es casi completo en la mutante phyB 

 

Arabidopsis thaliana posee 5 fitocromos y se ha reportado que phyD y phyE 

actuarían de modo redundante con phyB en las respuestas de escape al sombreado 

(Franklin and Whitelam 2005, Franklin and Quail 2010, Smith and Whitelam 1997). En 

el laboratorio contábamos con plantas triples mutantes (phyBDE) (cedidos por el Dr. P. 

Cerdán) y evaluamos el efecto de agregar mutaciones en phyD y phyE sobre las 

variables empleadas como marcadoras de la respuesta a JA (Figura 3.3). 
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Figura 3.3: El fenotipo de insensibilidad a JA es casi completo en la mutante phyB. a) Largo de 

hipocotilo. b) Peso fresco. c) d) Acumulación de compuestos fenólicos. e) Acumulación de 

antocianas.Amb: luz blanca; RL: bajas relaciones R:RL; JA: Metil-Jasmonato; L, tratamiento 

lumínico (Amb/ RL);Abs305: absorbancia a 305nm; Abs320: absorbancia a 320nm; Abs530: 

absorbancia a 530nm; PF: peso fresco; Co: genotipo salvaje Constans, (las triples mutantes de 

phy se realizar en este fondo genético para evitar la floración temprana); phyBDE: triple 

mutante de fitocromos B, D y E. Las barras representan la media de cada tratamiento +1 ES 

(n=8).  Cada variable fue analizada de forma factorial y se indica el valor p asociado. Cuando la 

interacción entre LxJA fue significativa las medias se analizaron por separado usando el test de 

Tukey, las distintas letras indican diferencias significativas entre las medias de los distintos 

tratamientos. Los datos de hipocotilo, fenólicos (Abs=305 y 320) y antocianas fueron 

transformados para cumplir con los supuestos del ANOVA.  
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Observando la Figura 3.3 podemos decir que la ausencia de otros fitocromos (D, 

E) no parece jugar un rol significativo en la regulación de las respuestas a RL, ya que 

con solo estar presente la mutación en  phyB, las plantas se tornaban virtualmente 

insensibles a JA para los marcadores elegidos (Figura 3.2). 

 

 

3.4 Las DELLAs son requeridas para las respuestas a JA evaluadas  

 

Trabajos recientes evidencian que las proteínas DELLAs, principales represoras 

de la vía de las GAs (hormonas promotoras del crecimiento), podrían contribuir a 

regular la respuesta a JA mediante su interacción directa con las proteínas JAZ, 

principales represoras de esta vía (Hou et al. 2010). Teniendo en cuenta la evidencia 

disponible (Navarro et al. 2008, Yang et al. 2012), evaluamos el rol de las DELLA y su 

degradación en las respuestas a JA y RL caracterizadas en experimentos anteriores. Para 

ello utilizamos genotipos mutantes que poseen proteínas DELLA no funcionales 

(quíntuples mutantes, 5xdella) (figura.3.4) y plantas mutantes de ganancia de función 

que tienen proteínas DELLA estables (gai-1) (figura 3.8). Los experimentos para probar 

los efectos interactivos de JA y RL fueron iguales a los detallados más arriba (Figura 

2.3, Capítulo 2).  
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Figura 3.4: Las respuestas de crecimiento y defensa inducidas por los JAs requieren la presencia 

de las proteínas DELLAs. a) Largo de hipocotilo. b) Peso fresco. c) d) Acumulación de 

compuestos fenólicos. e) Acumulación de antocianas. Amb: luz blanca; RL: bajas relaciones 

R:RL; JA: Metil-Jasmonato; L, tratamiento lumínico (Amb/ RL);Abs305: absorbancia a 305nm; 

Abs320: absorbancia a 320nm; Abs530: absorbancia a 530nm; PF: peso fresco; Ler-0: genotipo 

salvaje; 5xdella: quíntuple mutante DELLA (gai-t6 rga-t2 rgl1-1 rgl3-1 rgl2-1). Las barras 

representan la media de cada tratamiento +1 ES (n=8).  Cada variable fue analizada de forma 

factorial y se indica el valor p asociado. Cuando la interacción entre LxJA fue significativa las 

medias se analizaron por separado usando el test de Tukey, las distintas letras indican 

diferencias significativas entre las medias de los distintos tratamientos. Los datos de peso fresco 

y antocianas (genotipo Ler-0) fueron transformados para cumplir con los supuestos del 

ANOVA. 
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Las plantas salvajes, ecotipo Ler-0, respondieron a los tratamientos con JA y RL 

de manera similar al ecotipo salvaje Col-0 en las cinco variables analizadas (Figura 3.4). 

En la mutante 5xdella, el MeJA no inhibió la elongación del hipocotilo ni redujo el peso 

fresco, como tampoco promovió la acumulación de compuestos fenólicos y antocianas 

(Figura 3.4). La pérdida de inhibición del crecimiento del hipocotilo concuerda con 

datos publicados previamente (Yang et al. 2012). La ausencia de respuesta a JA en las 

variables medidas de acumulación de compuestos fenólicos y antocianas no había sido 

reportada hasta el momento. 

 

 

 

3.5 RGL3 no juega un rol importante en la sensibilidad a  JA 

 

Existen evidencias previas que han documentado que RGA-LIKE3 (RGL3), una de las 

cinco DELLAs presentes en Arabidopsis, es capaz de modular positivamente la vía de 

los JAs (Wild and Daviere 2012). Es por ello que decidimos evaluar las respuestas al 

MeJA y al RL en cuádruples mutantes (4xdella: gai-t6 rga-t2 rgl1-1 rgl2-1) que poseen 

copias funcionales de RGL3. Para ello se realizó un experimento siguiendo el mismo 

protocolo mencionado anteriormente (Figura 2.3, capítulo 2). 
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Figura 3.5: Las mutantes 4xdella (gai-t6 rga-t2 rgl1-1 rgl2-1) tienen un fenotipo insensible a JA  

y a RL, similar al que observamos en la 5xdella (gai-t6 rga-t2 rgl1-1 rgl3-1 rgl2-1). a) Largo de 

hipocotilo. b) Peso fresco. c) d) Acumulación de compuestos fenólicos. e) Acumulación de 

antocianas.Amb: luz blanca; RL: bajas relaciones R:RL; JA: Metil-Jasmonato; L, tratamiento 

lumínico (Amb/ RL);Abs305: absorbancia a 305nm; Abs320: absorbancia a 320nm; Abs530: 

absorbancia a 530nm; PF: peso fresco; Ler-0: genotipo salvaje. Las barras representan la media 

de cada tratamiento +1 ES (n=4).  Cada variable fue analizada de forma factorial y se indica el 

valor p asociado. Cuando la interacción entre LxJA fue significativa las medias se analizaron 

por separado usando el test de Tukey, las distintas letras indican diferencias significativas entre 

las medias de los distintos tratamientos. Los datos de hipocotilo, peso fresco y fenólicos 

(Abs=305 y 320) del genotipo Ler-0 fueron transformados para cumplir los supuestos del 

ANOVA. 
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De manera similiar a lo observado en las 5xdella (Figura 3.4), las cuádruples 

mutantes son insensibles a los tratamientos con MeJA y con RL. Ninguna de las dos 

líneas mutantes mostraron respuestas a la inducción con JA en las variables medidas.  

Esto indicaría que RGL3 no participaría de las respuestas observadas en plantas del 

genotipo salvaje. Utilizando una aproximación complementaria, evaluamos las 

respuestas a MeJA y RL en plantas mutantes que específicamente carecen de esta 

DELLA (mutantes rgl3.3) (Figura 3.6). 
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Figura 3.6: Las mutantes rgl3.3 tienen un fenotipo sensible a JA  y a RL, similar al que 

observamos en el genotipo salvaje (Col-0). a) Largo de hipocotilo. b) Peso fresco. c) d) 

Acumulación de compuestos fenólicos. e) Acumulación de antocianas.Amb: luz blanca; RL: 

bajas relaciones R:RL; JA: Metil-Jasmonato; L, tratamiento lumínico (Amb/ RL);Abs305: 

absorbancia a 305nm; Abs320: absorbancia a 320nm; Abs530: absorbancia a 530nm; PF: peso 

fresco; Col-0: genotipo salvaje; rgl3.3: mutantes de rgl3.3 (una de las cinco proteínas DELLA). 

Las barras representan la media de cada tratamiento +1 ES (n=3).  Cada variable fue analizada 

de forma factorial y se indica el valor p asociado. Cuando la interacción entre LxJA fue 

significativa las medias se analizaron por separado usando el test de Tukey, las distintas letras 

indican diferencias significativas entre las medias de los distintos tratamientos. 
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La mutante rgl3.3 se comporta de manera similar a las plantas salvajes, mostrando 

sensibilidad a MeJA y, a su vez, el tratamiento con RL disminuye la sensibilidad al 

mismo. 

Estos resultados sugieren que una o más proteínas DELLA (no RGL3) son 

necesarias para las respuestas de crecimiento (largo de hipocotilo y peso fresco) y 

defensas (acumulación de antocianas y compuestos fenólicos) inducidas por JA, por lo 

tanto, podemos decir qué una o varias de estas 4 proteínas DELLA (RGA, GAI, RGL1, 

RGL2) son requeridas para la respuesta a JA. 

 

3.6 Las bajas relaciones R: RL reducen la abundancia de las proteínas DELLAs 

 

Estudios previos, realizados usando pRGA::GFP–RGA (Djakovic-Petrovic et al. 

2007) y pUBQ10::mCITRINA-RGA o pUBQ10::mCITRINEGAI (Y. Jaillais& J. Chory, 

no publicado) en plantas de Arabidopsis, desmotraron que las bajas relaciones R:RL 

reducen la abundancia de las proteínas DELLAs en peciolos y en hipocotilo, 

presumiblemente como consecuencia del aumento de la actividad de GA. En esos 

experimentos, en general, se utilizaron tratamientos de irradiación prolongados y en 

peciolos e hipocotilo ya que es donde ocurren predominantemente las respuestas de 

defensa, tales como producción de compuestos fenólicos y glucosinolatos. Por otro 

lado, no está claro si los efectos de la baja R:RL sobre la degradación de las DELLAs 

son suficientemente rápidos para dar cuenta de los efectos rápidos de cambios en el 

estado de phyB sobre la sensibilidad a JA.  

Por ello, quisimos evaluar si las bajas relaciones R:RL aumentan la degradación de las 

proteínas DELLA a nivel de planta entera y si el efecto es rápido. Utilizamos un 

anticuerpo (Ac) anti-RGA para evaluar la estabilidad de las proteínas DELLA en 

tiempos cortos de exposición a RL. Las plantas fueron cultivadas por 12 días en luz 

blanca. En el día 12 fueron suplementadas con RL, por los tiempos que se indican en la 

Figura 3.7. 
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Figura 3.7: La suplementación con luz  RL promueve la degradación de las proteínas DELLA. 

a) Imagen representativa de la degradación de la proteína RGA en plantas de Arabidopsis de 12 

días expuestas a radiación RL durante 1 y 6 horas (h). La mutante 5xdella (fondo Ler-0) fue 

utilizada como control negativo; Ler-0 + paclobutrazol (PAC), inhibidor de la síntesis de GA, 

fue utilizado como control positivo. La proteína RGA fue detectada con un anticuerpo dirigido 

contra RGA. La tinción de coomassie se usó como control de carga para verificar que la 

concentración de proteínas fue igual en todas las calles del gel sembradas. b) Cuantificación de 

los niveles relativos de RGAde los tratamientos relevantes con suplementación de RL a distintos 

tiempos y en la mutante phyB. Las barras representan la media de cada tratamiento +1 ES (n=3).   

 

 

 El análisis por inmunotransferencia demostró que las bajas relaciones R:RL  

causaron una rápida reducción  (en minutos) de los niveles de la proteína RGA  y que el 

mutante phyB tiene constitutivamente bajos niveles de RGA (Fig. 3.7). 
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3.7 El efecto de las bajas relaciones R:RL disminuyendo la sensibilidad a los JAs está 

perdido en la mutante de ganancia de función gai-1 
 

Teniendo la evidencia donde mostramos que la inactivación de phyB causa una 

rápida disminución en los niveles de la proteína RGA (Fig. 3.7), razonamos que la 

degradación de las proteínas DELLAs puede mediar el efecto de las bajas relaciones 

R:RL disminuyendo las respuestas a JA.  Decidimos poner a prueba esta hipótesis 

realizando experimentos con mutantes de Arabidopsis de ganancia de función, gai-1 

(Koornneef et al. 1985),  las cuales codifican una versión estable de la proteína GAI 

(gai-1), la cual es resistente a la degradación inducida por las GAs (Figura 3.8)(Peng et 

al. 1997). 
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Figura 3.8: La degradación de GAI1 es requerida para que se produzca el efecto inhibitorio de 

las bajas relaciones R:RL sobre las respuestas a JA en plantas de Arabidopsis. a) Largo de 

hipocotilo. b) Peso fresco. c) d) Acumulación de compuestos fenólicos. e) Acumulación de 

antocianas.Amb: luz blanca; RL: bajas relaciones R:RL; JA: Metil-Jasmonato; L, tratamiento 

lumínico (Amb/ RL);Abs305: absorbancia a 305nm; Abs320: absorbancia a 320nm; Abs530: 

absorbancia a 530nm; PF: peso fresco; Col-0: genotipo salvaje; gai-1: mutantes de ganancia de 

función insensible a la degradación por giberelinas.  Las barras representan la media de cada 

tratamiento +1 ES (n=8).  Cada variable fue analizada de forma factorial y se indica el valor p 

asociado. Cuando la interacción entre LxJA fue significativa las medias se analizaron por 

separado usando el test de Tukey, las distintas letras indican diferencias significativas entre las 

medias de los distintos tratamientos. Los datos de hipocotilo, peso fresco y antocianas del 

genotipo Ler-0 y los datos de antocianas del genotipo gai-1 fueron transformados para cumplir 

con los supuestos del ANOVA. 
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Estos experimentos mostraron que el efecto de las bajas relaciones R:RL 

cancelando la respuesta a JA, tanto para las variables de crecimiento (Figura 3.8a,b) 

como de defensa (Figura. 3.8c,d,e), no está presente en una mutante de ganancia de 

función que produce una versión estable de la proteína DELLA GAI1.  

Estos resultados tomados en conjunto: 1) la insensibilidad a la inducción 

respuestas a JA en las mutantes 5xdella y 4xdella (Figuras 3.4 y 3.5), 2) el aumento en 

la degradación de la proteína RGA frente a bajas relaciones R:RL (Figura 3.7) y 3) la 

sensibilidad a JA y ausencia de respuesta a RL observada en la mutante gai-1 (Figura 

3.8), son coherentes con la idea de que el efecto de bajas relaciones R:RL, reduciendo la 

sensibilidad a JA, está causado por un aumento en la degradación de DELLAs (mediada 

por GAs).  

 

 

3.8 Las bajas relaciones R: RL estabilizan a la proteína JAZ10 

 

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio indican que el efecto de 

la inactivación de phyB, disminuyendo la defensa frente al hongo patógeno Botrytis 

cinerea), que es dependiente de JA, requiere de la presencia del represor 

JAZ10(Cerrudo et al. 2012, Cargnel et al. 2014). Trabajos previos en plantas de 

Arabidopsis demostraron que phyA, otro miembro de la familia de los fitocromos no 

involucrado en las respuestas a las bajas relaciones R: RL, es requerido para la 

degradación de JAZ1 (Robson et al. 2010). También, recientemente, ha sido demostrado 

que la suplementación con RL regula la abundancia de algunas proteínas JAZ, 

incluyendo JAZ1, JAZ5, JAZ7, JAZ9, JAZ10, JAZ11 y JAZ12 (Chico et al. 2014). 

Basados en estos antecedentes decidimos evaluar el efecto de los tratamientos con RL 

sobre JAZ10 en líneas transgénicas transformadas con el constructo 35s::JAZ10-GUS, 

las cuales expresan JAZ10-GUS bajo el control de un promotor constitutivo (35s) 

(Chico et al. 2014). 
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Figura 3.9: Las bajas relaciones R:RL incrementan la estabilidad de la proteína JAZ10. a) 

Protocolo usado para evaluar el efecto la luz en la cinética de JAZ10.Las plantas fueron 

germinadas y cultivadas por 12 días bajo luz blanca (LB) (14h de luz/ 10 h de oscuridad). Luego 

fueron tratadas con MeJA (20 µM) o agua y transferidas a los tratamientos lumínicos: LB o LB 

+ RL (rojo lejano). Después de 30 minutos fueron cosechadas. b) Fotografía representativa de 

las plantas 35s::JAZ10-GUS luego de 4h de exposición a LB o RL. c) Cinética de la actividad 

de JAZ10-GUS en los distintos tratamientos de luz y MeJA. Los valores están relativizados a 

los valores del tiempo 0. Las barras indican ±1 SE (n = 7). 
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Al finalizar estos experimentos encontramos que los niveles de JAZ10-GUS 

fueron significativamente mayores en las plantas que habían recibido tratamientos con 

luz RL que las sometidas a LB únicamente. Las plantas tratadas con MeJA mostraron 

una disminución importante en los niveles de JAZ10, como era de esperarse, pero la 

suplementación con RL contrarrestó el efecto del MeJA en las plantas expuestas a RL + 

MeJA (Figura 3.9 c). 

A diferencia de lo observado en los experimentos realizados con las 35s::JAZ10-GUS, 

no encontramos diferencias en los niveles de 35s::JAZ1-GUS cuando las plantas fueron 

tratadas con RL (Fig. 3.10). 
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Figura 3.10: Actividad enzimática de la línea 35s::JAZ1-GUS. Las bajas relaciones R:RL no 

aumentan la estabilidad de las proteínas JAZ1.Las plantas fueron germinadas y crecidas por 12 

días en luz blanca (14 h de luz/ 10 h de oscuridad). Fueron tratadas con MeJA (20 µM) o agua 

(control) y transferidas a los tratamientos lumínicos: LB (Amb) o LB + RL (RL). Después de 30 

minutos las plantas fueron cosechadas para medir la actividad de GUS. Los valores están 

relativizados a los valores del tiempo 0. 35S::JAZ1GUS: líneas transgénicas sobre-expresantes 

de JAZ1. Las barras indican ±1 SE (n = 4-5).  

 

En conjunto, estos resultados sugieren las bajas relaciones R:RL estabilizan a la 

proteína JAZ10 pero no a JAZ1. La estabilización de JAZ10 en condiciones que llevan 

a la inactivación de phyB podría representar uno de los mecanismos por los que las 

bajas relaciones R:RL reprimen las respuestas a JA. 

 

3.9 La disminución de la sensibilidad a JA por las bajas relaciones R:RL requiere de 

JAZ10 

 

El paso siguiente fue tratar de comprender si JAZ10 es necesaria para que se 

produzca la disminución de la sensibilidad a JA frente a bajas relaciones R:RL 

empleando el conjunto de respuestas testigo que pusimos a punto en los experimentos 

descriptos más arriba. Para abordar esta pregunta, comenzamos por una aproximación 

genética  utilizando mutantes nulos de jaz10 (Demianski et al. 2012) (Figura 3.11) y una 

línea donde la expresión del gen JAZ10 fue silenciada por ribointerferencia  (RNAi7) 

(Yan et al. 2007) (Figura 3.12). 
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Figura 3.11: Las bajas relaciones R: RL no inhiben las respuestas a JA en una mutante nula de 

jaz10. a) Largo de hipocotilo. b) Peso fresco. c) d) Acumulación de compuestos fenólicos. e) 

Acumulación de antocianas.Amb: luz blanca; RL: bajas relaciones R:RL; JA: Metil-Jasmonato; 

L, tratamiento lumínico (Amb/ RL);Abs305: absorbancia a 305nm; Abs320: absorbancia a 320nm; 

Abs530: absorbancia a 530nm; PF: peso fresco; Col-0: genotipo salvaje; jaz10: mutantes de 

jaz10. Las barras representan la media de cada tratamiento +1 ES (n=6-8).  Cada variable fue 

analizada de forma factorial y se indica el valor p asociado. Cuando la interacción entre LxJA 

fue significativa las medias se analizaron por separado usando el test de Tukey, las distintas 

letras indican diferencias significativas entre las medias de los distintos tratamientos. Los datos 

de hipocotilo y fenólicos (Abs= 305 y 320) de ambos genotipos y los datos de peso fresco del 

genotipo jaz10 fueron transformados para cumplir con los supuestos del ANOVA. 
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Figura 3.12: Las bajas relaciones R:RL no inhiben la respuesta a JA en la línea ARNi7. a) Largo 

de hipocotilo. b) Peso fresco. c) d) Acumulación de compuestos fenólicos. e) Acumulación de 

antocianas. Amb: luz blanca; RL: bajas relaciones R:RL; JA: Metil-Jasmonato; L, tratamiento 

lumínico (Amb/ RL);Abs305: absorbancia a 305nm; Abs320: absorbancia a 320nm; Abs530: 

absorbancia a 530nm; PF: peso fresco; Col-0: genotipo salvaje; ARNi7: mutantes de jaz10. Las 

barras representan la media de cada tratamiento +1 ES (n=8).  Cada variable fue analizada de 

forma factorial y se indica el valor p asociado. L, tratamiento lumínico (Amb/ RL); JA (Metil-

Jasmonato o control). Cuando la interacción entre LxJA fue significativa las medias se 

analizaron por separado usando el test de Tukey, las distintas letras indican diferencias 

significativas entre las medias de los distintos tratamientos. Los datos de hipocotilo del genotipo 

Col-0 y los datos de peso fresco de ambos genotipos fueron transformados para cumplir con los 

supuestos del ANOVA. 
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Encontramos que en ambos genotipos (jaz10.1 y RNAi7), el efecto de bajas 

relaciones R:RL deprimiendo la respuesta a JA, estaba significativamente atenuado o 

casi perdido, tanto en las variables de inhibición de crecimiento como en la acumulación 

de compuestos fenólicos (Fig.3.11 y 3.12).  

 

3.10 JAZ8 y JAZ9 no serían necesarias en la de-sensibilización a JA causada por bajas 

relaciones R:RL 

 

Basándonos en la evidencia que muestra que JAZ8 es estable a la inducción  de 

la degradación mediada por JA (Demianski et al. 2012, Shyu  et al. 2012) y que JAZ9 

interacciona con el dominio GRAS de la proteína RGA (Hou et al. 2010, Yang et al. 

2012) decidimos evaluar si la inactivación por mutaciones en los genes que codifican 

para dichas proteínas revierten el fenotipo de insensibilidad a JA que observamos en 

plantas de tipos salvaje al exponerlas a bajas relaciones R:RL (Figuras 3.13 y 3.14). 

Cabe aclarar que la mutante de jaz8 utilizada en esta tesis no es una línea mutante nula 

pero presenta niveles muy reducidos de JAZ8 con respecto a la planta salvaje (Jiang et 

al. 2014). Sobre la mutante de jaz9 no hemos medido niveles de expresión pero al igual 

que la mutante de jaz8 suponemos que los niveles son muy bajos o inexistentes.  
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Figura 3.13: El efecto de las bajas relaciones R:RL como antagonista de la respuesta a JA está conservado 

en plantas mutantes de jaz8 de Arabidopsis. a) Largo de hipocotilo. b) Peso fresco. c) d) Acumulación de 

compuestos fenólicos. e) Acumulación de antocianas. Amb: luz blanca; RL: bajas relaciones R:RL; JA: 

Metil-Jasmonato; L, tratamiento lumínico (Amb/ RL);Abs305: absorbancia a 305nm; Abs320: absorbancia a 

320nm; Abs530: absorbancia a 530nm; PF: peso fresco; Col-0: genotipo salvaje; jaz8: mutantes de JAZ8. 

Las barras representan la media de cada tratamiento +1 ES (n=5).  Cada variable fue analizada de forma 

factorial y se indica el valor p asociado. Cuando la interacción entre LxJA fue significativa las medias se 

analizaron por separado usando el test de Tukey, las distintas letras indican diferencias significativas entre 

las medias de los distintos tratamientos. Los datos de hipocotilo de ambos genotipos y los datos de peso 

fresco del genotipo Col-0 fueron transformados para cumplir con los supuestos del ANOVA. 



52 
 

 
 

Col-0 jaz9.1
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

L
a
rg

o
 h

ip
o

c
o

ti
lo

 (
c
m

)

L X JA<0,0001
L X JA=0,0032

a

b

c
c

a

b
b b

Col-0 jaz9.1
0

5

10

15

20

25 L x JA=0,0153
L x JA=0,0195

a

b
b b

a

b
b b

P
e
s
o

 f
re

s
c
o

 (
m

g
)

Amb control Amb JA RL control RL JA

a) b)

 

Col-0 jaz9.1
0

5

10

15

20

25

F
e
n

ó
li
c
o

s

(A
b

s
3
0
5
/ 

P
F

g
)

L x JA=0,0063

a a a

b

L x JA=0,0011

a a

b

c

Col-0 jaz9.1
0

10

20

30
L x JA=0,0147

L x JA=0,0014

F
e
n

ó
li
c
o

s

(A
b

s
3
2
0
/ 

P
F

g
)

a a a a a
a

b
b

c) d)

 

Col-0 jaz9.1
0

1

2

3

4

L x JA=0,0019

L x JA p=0,0345

a a
a

b

a a

b

c

A
n

to
c
ia

n
a
s

(A
b

s
5

3
O

/ 
P

F
g

)

e)

 
Figura 3.14: El efecto de las bajas relaciones R:RL como antagonista de la respuesta a JA está conservado 

en plantas mutantes jaz9.1 de Arabidopsis. a) Largo de hipocotilo. b) Peso fresco. c) d) Acumulación de 

compuestos fenólicos. e) Acumulación de antocianas.Amb: luz blanca; RL: bajas relaciones R:RL; JA: 

Metil-Jasmonato; L, tratamiento lumínico (Amb/ RL);Abs305: absorbancia a 305nm; Abs320: absorbancia a 

320nm; Abs530: absorbancia a 530nm; PF: peso fresco; Col-0: genotipo salvaje; jaz9.1: mutantes de jaz9. 

Las barras representan la media de cada tratamiento +1 ES (n=4).  Cada variable fue analizada de forma 

factorial y se indica el valor p asociado. Cuando la interacción entre LxJA fue significativa las medias se 

analizaron por separado usando el test de Tukey, las distintas letras indican diferencias significativas entre 

las medias de los distintos tratamientos. Los datos de hipocotilo del genotipo jaz9.1fueron transformados 

para cumplir con los supuestos del ANOVA. 
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Ambas líneas mutantes en dos proteínas JAZ distintas presentan una respuesta al 

RL similar al genotipo salvaje Col-0 y no parecen ser insensibles al RL, por lo menos en 

las variables evaluadas en ésta tesis. Estos experimentos en conjunto,  sugieren que el 

efecto de las bajas relaciones de R:RL reduciendo la sensibilidad a JA requiere 

principalmente JAZ10 pero no JAZ8 (presente en bajas cantidades) o JAZ9.  

 

3.11 JAZ10 es partícipe necesario en la reducción de la sensibilidad a JA causada por la 

inactivación de phyB 

 

Con el objetivo de avanzar en la comprensión del rol que juega JAZ10 en el 

mecanismo por el que la inactivación del phyB disminuye la sensibilidad a JA, en el 

laboratorio se generaron plantas doble mutantes, introduciendo la mutación jaz10.1 en 

un fondo genético phyB (Figura 3.15). 

 

 

 

 
 

Figura 3.15: Fenotipo de la doble mutante jaz10phyB. Fotografía de una plántula de 10 días de 

Arabidopsis que muestra el fenotipo elongado, SAS, de la línea doble mutante jaz10phyB, que 

es similar al fenotipo de las plantas simples mutantes de phyB. 
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Figura 3.16: La mutación  jaz10 rescata el fenotipo de insensibilidad a JA que observamos en la 

mutante phyB. a) Largo de hipocotilo. b) Peso fresco. c) d) Acumulación de compuestos 

fenólicos. e) Acumulación de antocianas.). G, genotipo; JA: Metil-jasmonato; Abs530: 

absorbancia a 530nm; Abs305: absorbancia a 305nm; Abs320: absorbancia a 320nm; PF: peso 

fresco; Col-0: genotipo salvaje; phyB: mutantes de phyB; jaz10: mutantes de jaz10; jaz10phyb: 

dobles mutantes de jaz10 y phyb. Las barras representan la media de cada tratamiento +1 ES 

(n=5). Cuando la interacción entre GxJA fue significativa las medias se analizaron por separado 

usando el test de Tukey, las distintas letras indican diferencias significativas entre las medias de 

los distintos tratamientos. Los datos de Largo de hipocotilo y peso fresco fueron transformados 

para cumplir con los supuestos del ANOVA.  
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El fenotipo de respuesta a JA en las plantas doble mutantes jaz10.1phyB fue 

evaluado en las distintas variables: largo de hipocotilo y peso fresco (crecimiento) y 

acumulación de compuestos fenólicos y antocianas (defensa) y encontramos que la falta 

de JAZ10 le devuelve a la mutante phyB la capacidad de respuesta a JA en todas las 

variables medidas (Figura3.16).  

En conjunto, podemos concluir que es necesaria la presencia de JAZ10 funcional 

para la expresión del efecto inhibitorio de las respuestas a JA causado por la 

inactivación del phyB. 
 

3.12 Las síntesis de GA serían requeridas para que bajas relaciones R:RL disminuyan la 

sensibilidad a JA  

 
 

 Las GAs y los JAs regulan antagónicamente el crecimiento y  las defensa 

mediante la alteración del equilibrio entre las proteínas DELLAs y JAZs. Las GAs 

reprimen la vía de señalización de los JAs (Navarro et al. 2008) y la evidencia indica 

que esta represión es dependiente de la degradación de las DELLAs, lo que hace que las 

proteínas JAZ estén más disponibles para reprimir las respuestas a JA (Hou et al. 2010). 

Los experimentos realizados en esta tesis nos permitieron determinar que el RL reprime 

el efecto de JA en algunas variables de crecimiento y defensa. Pensamos que podría ser 

factible que las GAs estuviesen involucradas en determinar el efecto de bajas relaciones 

R:RL sobre la sensibilidad a JA. En primer lugar realizamos experimentos con plantas 

salvajes (Col-0) tratadas con GA e inhibiendo la síntesis de GA con PAC en plantas 

expuestas a RL (Figura 3.17) 

 

 



56 
 

 
 

0

10

20

30

40

50

C JA GA PAC JA
PAC

JA
GA

C JA GA PAC JA
PAC

JA
GA

a a

bb
b

c

c

c
c

c c

c

L x T=0,0020

P
e
s
o

 f
re

s
c
o

 (
m

g
)

0

10

20

30

40

50

C JA GA PAC JA
PAC

JA
GA

C JA GA PAC JA
PAC

JA
GA

aa

b b
b

d

c

c
c

L x T=0,0353

aa a

F
e
n

ó
li
c
o

s

(A
b

s
3

2
0
/ 

P
F

g
)

a)

b)

 

 
Figura 3.17: GA suprime  las respuestas inducidas  por JA, y la síntesis de GA es necesaria para 

que se manifieste el efecto represor de RL sobre las respuestas a JA. Las plantas fueron crecidas 

bajo luz blanca (LB) (150 µmol m
_2

s
_1

) durante 7 días y luego fueron expuestas a los 

tratamientos de LB o RL (Rojo Lejano) durante 5 días; en el día 3 de tratamiento se agregó GA 

(Giberelinas)/ PAC (paclobutrazol)/ MeJA (metil-jasmonato) o las combinaciones de hormonas 

al medio donde estaban creciendo. Finalmente, fueron cosechadas a los 14 días. a) Las 

giberelinas eliminan la inhibición de crecimiento inducida por JA.  b) GA suprime la 

acumulación de compuestos fenólicos promovida por la vía JA. El efecto del RL, disminuyendo 

las respuestas a JA, es cancelado mediante la inhibición de la biosíntesis de GA con 

paclobutrazol (PAC) en la inhibición del peso fresco (a) y en la acumulación de compuestos 

fenólicos (b). L: tratamiento lumínico; T: tratamiento hormonal. (n=3). Las barras representan la 

media de cada tratamiento +1 ES. Las barras con bordes negros representan los plantas 

expuestas a luz blanca y las barras con bordes  rojos representan las plantas expuestas a luz 

blanca y suplementadas con luz rojo lejana. Las medias se analizaron por separado usando el 

test de DGC, las distintas letras indican diferencias significativas entre las medias de los 

distintos tratamientos. Los datos fueron transformados para cumplir con los supuestos del 

ANOVA. C: plantas control.  
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 El agregado de GA suprime el efecto de JA como inhibidor del crecimiento 

(Fig. 3.17 a) y disminuye la acumulación de compuestos fenólicos promovida también 

por la vía JA (Fig. 3.17b). En este sentido, los efectos de GA son semejantes a los de 

RL. Más aún, el efecto del RL, disminuyendo la sensibilidad de los tejidos a JA, es 

eliminado cuando se inhibe la síntesis de GA, utilizando PAC, y  los compuestos 

fenólicos se ven aumentados (Fig. 3.17 b). 

 Estos experimentos sugieren que el efecto de bajas relaciones R:RL, como 

supresoras de las respuestas a JA, requiere de la biosíntesis de GA. 

 

 

3.13 Las GAs promueven la estabilización de la proteína represora JAZ10 

 

 

 Las relaciones R:RL reprimen las respuestas a JA mientras que promueven la 

señalización de GA(Ballaré 2014). El JA provoca una rápida degradación de las 

proteínas JAZ, incluyendo JAZ10 (Figura 3.9 c)(Chini et al. 2007, Thines et al. 2007, 

Browse 2009, Fonseca et al. 2009, Pauwels and Goossens 2011) y este efecto puede ser 

retardado por la inactivación de phyB generada por la suplementación con RL o por 

mutación del phyB (Figura 3.2) (Chen et al. 2012, Leone et al. 2014). Para comprender  

mejor los mecanismos por los cuales las bajas relaciones R: RL antagonizan la vía JA, 

decidimos estudiar el rol de las GAs sobre la estabilidad de JAZ10.  Para ello, llevamos 

a cabo experimentos con las líneas transgénicas 35S::JAZ10-GUS (Figura 3.18 a y c). 
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Figura 3.18: Las GAs aumentan los niveles de proteínas JAZ10 y JAZ1. a) y b) Actividad enzimática 

representada en gráficos de barras de las líneas 35S::JAZ10GUS y 35S::JAZ1GUS, respectivamente. L: 

tratamiento lumínico; T: tratamiento hormonal. (n=3).  Las medias se analizaron por separado usando el 

test de DGC, las distintas letras indican diferencias significativas entre las medias de los distintos 

tratamientos. Los datos fueron transformados para cumplir con los supuestos del ANOVA. C: plantas 

control. Las barras con bordes negros representan las plantas expuestas a luz blanca y las barras con 

bordes  rojos representan las plantas expuestas a luz blanca y suplementadas con luz rojo lejana. Las 

barras representan la media de cada tratamiento +1 ES. c) Actividad enzimática representada en gráfico 

de cinética (0 y 30 minutos) de la línea35S::JAZ10GUS. Las plantas fueron germinadas y crecidas 

durante 12 días con luz blanca. Las plantas fueron tratadas con MeJA, GA, PAC (20 µM) con una 

solución control y fueron transferidas a los tratamientos lumínicos: luz blanca o luz blanca más rojo 

lejano. Después de 30´ fueron cosechadas para medir actividad enzimática de β-glucuronidasa (GUS).  
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 Encontramos que las GAs, al igual que las bajas relaciones R:RL, aumentan 

las niveles de JAZ10-GUS (Figura 3.18 a y c) en comparación con las plántulas control 

(no tratadas con JA) y revierten el efecto de JA sobre la estabilidad de JAZ10-GUS. 

Más aún, este efecto protector de bajas relaciones R: RL sobre JAZ10,  pudo ser 

cancelado inhibiendo la síntesis de GA por el agregado de PAC JAZ10-GUS (Figura 

3.18 a y c). Hou et al. (2010) observaron que las GAs no afecta la estabilidad de JAZ1-

GUS en tejido de la raíz a diferencia de lo que observamos en nuestros experimentos 

(Figura 3.18 b). Los niveles de JAZ1-GUS son mayores en plantas tratadas con GA. 

 Estos resultados indican que las GAs aumentan la estabilidad de las proteínas 

JAZ10 y JAZ1 (en menor grado) y retardan la degradación inducida por JA (sobre las 

proteínas JAZ10). Las GAs cumplen un rol  importante en el mecanismo por el cual la 

radiación RL reprime las defensas inducidas por JA en condiciones de sombreado, ya 

que promueven la degradación de las DELLAs y, de ese modo, liberan a las JAZ 

dejándolas en condiciones de reprimir la vía JA. Según estos últimos experimentos, 

parecería haber un mecanismo adicional por el que GA reprime las respuestas a JA y 

éste sería dependiente de la estabilización de proteínas JAZ. 
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Capítulo 4. Discusión 

 La disminución de la sensibilidad a JA producida por las bajas relaciones R: 

RL, es uno de los mecanismos por los cuales las plantas intolerantes a la sombra 

redirigen recursos de la defensa hacia un rápido crecimiento cuando se enfrentan a un 

mayor riesgo de  competencia. Esta re-dirección de recursos tiene importantes 

implicancias para la sanidad de los cultivos en entornos agrícolas (Ballaré et al. 2012). 

Los experimentos llevados a cabo en esta tesis, sugieren que la bases moleculares de 

esta reducción de la sensibilidad a JA, en plantas expuestas a bajas relaciones R: RL, 

implican un cambio en el equilibrio entre las proteínas DELLA y JAZ, lo que resulta en 

la represión de la vía JA. La rápida degradación de las proteínas DELLA, demostrada en 

esta tesis con RGA (Figura 3.7), nos sugiere un mecanismo por el cual la inactivación 

del phyB en canopeos densos disminuye la expresión de la respuesta a JA (defensas).   

 En esta tesis demostramos que: 1) para 5 variables medidas conectadas con 

crecimiento (largo de hipocotilo y peso fresco) y defensas putativas (acumulación de 

compuestos fenólicos y antocianas), la mutante 5xdella fue similar a la mutante phyB en 

cuanto a la perdida de respuesta a JA (Figuras 3.4 y 3.2, respectivamente), y que la 

mutante gai-1, que codifica una versión estable de una de las proteínas DELLA (GAI), 

falla en responder a las bajas relaciones R:RL y no muestra una sensibilidad reducida a 

JA (Figura 3.8). Este último resultado sugiere que, al menos para las variables 

fisiológicas medidas en esta tesis, la estabilización de GAI es suficiente para eliminar el 

efecto de las bajas relaciones R: RL.  

 Las proteínas DELLAs regulan positivamente las defensas (Navarro et al. 

2008) al interferir con la capacidad de  las proteínas  represoras JAZ (Hou et al. 2010). 

Por lo tanto, debido a la rápida degradación de las proteína DELLAs, activada por las 

bajas relaciones R:RL que demostramos en esta tesis (Figura 3.7), se prevé que las 

proteínas JAZ  serían liberadas de los complejos JAZ-DELLA, y esto facilitaría la 

represión de las respuestas a JA (Figura 4.1). Además de la reducción de la abundancia 

de las DELLAs, las bajas  proporciones de R:RL aumentarían la disponibilidad de 

factores de transcripción, PHYTOCHROME INTERACTING FACTORS(PIF), los 

cuales son inactivados en presencia de la forma activa de phyB (Lorrain et al. 2008, 

Hornitschek et al. 2012, Li et al. 2012). Como los PIF también interactúan con las 

DELLAs y son reprimidos por las mismas (de Lucas et al. 2008, Feng et al. 2008) un 

aumento en los niveles de la proteína PIF generado por las bajas relaciones R: RL, 

generaría una reducción en el número de moléculas DELLA disponibles para la 

interacción con JAZ, y esta interacción disminuida se traducirá en más represión de las 

respuestas JA (Figura 4.1). La represión de las respuestas JA por las bajas relaciones R: 

RL no se produce únicamente por los cambios en la disponibilidad de las proteínas 

DELLA. Nosotros encontramos que los tratamientos con RL producen el aumento de 

los niveles de proteína JAZ10-GUS (Figura 3.9) lo que es consistente con un trabajo 

recientemente publicado (Chico et al. 2014). Este aumento en la estabilidad de JAZ10 

podría tener un efecto importante en la atenuación de las respuestas a los JAs, como lo 

demuestran nuestros experimentos utilizando la mutante nula jaz10 (Figura 3.11). No 

nos queda muy en claro, porque no encontramos estabilización en la proteínas JAZ1-

GUS (Figura 3.10), a diferencia de lo reportado en otro trabajo (Chico et al. 2014); la 

diferencia podría estar relacionada con el uso de diferentes líneas 35S::JAZ1-GUS o 

deberse a que en los tratamientos de R: RL utilizados por Chico et al. (2014) la 

proporción de R: RL (0,2) fue menor que la utilizada en nuestros ensayos (0,55). Es 

importante destacar que otro nivel de regulación es la desestabilización de los factores 

de transcripción MYC, en condiciones de bajo R: RL, que también podría contribuir de 
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forma directa con la atenuación de las respuestas a los JAs (Chico et al. 2014)  (Figura 

4.1). 

 

 
Figura 4.1: Modelos de mecanismos por los cuales las bajas relaciones R: RL disminuye la 

sensibilidad a los JAs. Cuando las plantas son expuestas a altas relaciones R: RL, aumentan los 

niveles de phyBPfr y se reduce la actividad de los factores de transcripción PIF (que interactúan 

con el fitocromo) (Lorrain et al. 2008, Hornitschek et al. 2012, Li et al. 2012, Park et al. 2012). 

Los PIF son inhibidos por las proteínas DELLAs(de Lucas et al. 2008, Feng et al. 2008) que, a 

su vez, reclutan a las proteínas JAZ impidiendo que repriman a los factores de transcripción 

blanco, como por ejemplo los MYCs(Hou et al. 2010). Bajo estas condiciones, el crecimiento y 

la elongación del hipocotilo son reprimidos y las respuestas de defensas inducidas por la vía JA 

son rápidamente activadas. Cuando las relaciones R: RL son bajas, los niveles de PIF aumentan 

y las proteínas DELLAs son degradadas rápidamente (Figura 3.7), promoviendo la aparición del 

SAS. La degradación promueve la liberación (Chico et al. 2014) y la estabilización de las 

proteínas JAZ (Figura 3.9) impulsando la represión de los factores de transcripción que inducen 

la defensa. JA-ile: Jasmonyl-isoleucina; JAZ: Jasmonate ZIM Domain; PIF: PHYTOCHROME 

INTERACTING FACTOR; TF: factores de transcripción; SAS: Shade Avoidance Syndrome. 

Adaptado de (Ballaré 2014). 

 

 

La familia de proteínas JAZ es numerosa y en Arabidopsis se conocen 13 genes 

que codifican para las 13 proteínas y varios estudios genéticos han revelado una gran 

redundancia funcional entre las diversas proteínas. Las plantas de Arabidopsis mutantes 

knockouts simples en los loci JAZ1, JAZ2, JAZ5, JAZ7 y JAZ9 no muestran fenotipos 

sensibles a los JAs (Thines et al. 2007, Demianski et al. 2012). Sin embargo, en 

Populus, la estabilización de una sola proteínas JAZ (Pt JAZ6) parecería ser suficiente 

para bloquear la señalización JA durante el mutualismo entre esta planta y el hongo 

Laccaria bicolor (Plett et al. 2014). 

 La interacción de las DELLAs con varias proteínas JAZ, incluidas JAZ1, 

JAZ3, JAZ4, JAZ9, JAZ10 y JAZ11,  ha sido evidenciada y diferentes trabajos 

muestran que las JAZ interactúan fuertemente con los dominios conservados GRAS de 

las proteínas DELLAs (Hou et al. 2010, Yang et al. 2012). Nosotros nos enfocamos en 

JAZ10 ya que estudios previos realizados en el laboratorio demostraron que el efecto 
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del RL, aumentando la sensibilidad de Arabidopsis al hongo necrótrofo Botritys 

cinerea, estaba perdido en la mutante jaz10 y en las dos líneas ARNi (que poseen 

interrumpida la expresión de JAZ10) (Cerrudo et al. 2012, Cargnel et al. 2014). Los 

resultados que surgieron de esta tesis, claramente demuestran que JAZ10 es requerida 

para mediar la acción represiva que ejercen las bajas relaciones R: RL sobre algunas 

respuestas a los JAs (Figura 3.11). Además mostramos que la baja sensibilidad que 

poseen las plantas de Arabidopsis, mutantes en phyB, a MeJA puede ser recuperada con 

el agregado de la mutación jaz10, aunque la presencia de la mutación no revierta el 

fenotipo constitutivo SAS de la mutante phyB (Figura 3.16). Otras mutaciones 

evaluadas en nuestros experimentos (jaz8 y jaz9) no mostraron un fenotipo insensible a 

RL para la represión de la respuesta a JA (Figuras 3.13 y 3.14). En conjunto, la 

evidencia genética obtenida en esta tesis indica que la proteína JAZ10 juega un papel 

importante en el vínculo entre la inactivación de phyB y la atenuación de las respuestas 

a los JAs en plantas de Arabidopsis thaliana.   

 Las GAs disminuyen la sensibilidad de los tejidos a JA aumentando la 

degradación de las proteínas DELLAs y liberando a las JAZ para reprimir la respuesta a 

JA (Hou et al. 2010). Nuestros resultados sugieren que, además de actuar por este 

mecanismo,  las GAs estarían afectando la sensibilidad  a JA por una estabilización de 

las proteínas JAZ (Figura 3.18 a y c). Este es un mecanismo nuevo de regulación que 

requiere de mayor estudio para comprender sus bases moleculares pero representa un 

pie inicial que nos abre otras puertas para avanzar en la compresión de las interacciones 

de las vías de señalización vinculadas al crecimiento y la defensa. 

 

La capacidad de percibir las señales lumínicas del entorno permite a las plantas 

realizar ajustes fisiológicos y morfológicos frente a cambios en las condicionas de 

crecimiento en ambientes altamente dinámicos. Comprender en profundidad como las 

plantas detectan a sus vecinas y activan los mecanismos de respuesta a la densidad de la 

población podría llevar al desarrollo de estrategias de mejoramiento y tecnologías de 

producción para aumentar el rendimiento de los cultivos. En estos últimos años se han 

obtenido muchos avances en los mecanismos que regulan las respuestas SAS, pero 

quedan varias cuestiones abiertas que requieren estudios adicionales. 

 

El entendimiento de cómo las plantas activan mecanismos regulatorios que les 

permiten ajustar su funcionamiento en respuesta a las señales del ambiente que las rodea 

constituye uno de los temas de investigación que se encuentra en continuo progreso. El 

mecanismo presentado en esta tesis, en conjunto con los trabajos citados, permiten 

ampliar el conocimiento sobre las interacciones moleculares entre las vías de 

señalización asociadas al crecimiento y la defensa.  

Comprender los mecanismos moleculares y fisiológicos de estas interacciones 

puede proveer las herramientas futuras para obtener cultivares de importancia 

económica que resistan mejor el ataque de insectos y microorganismos patógenos en 

diversas condiciones de cultivo, incluyendo condiciones de alta densidad como la que 

prevalecerán en la agricultura intensiva del corriente siglo. 
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Capítulo 5. Conclusiones generales 

La diminución en la señalización de los JAs en condiciones lumínicas que 

indiquen un alto riesgo de competencia ha sido documentada para una amplia gama de 

respuestas fisiológicas en varias especies. Usando un conjunto de variables que 

responden ante la inducción con MeJA en plantas jóvenes de Arabidopsis, nosotros 

concluimos que la degradación de las proteínas DELLA y el aumento en la estabilidad 

de JAZ10 juegan un rol importante en los mecanismos moleculares por los cuales la 

señalización JA es reprimida en plantas expuestas a bajas relaciones R: RL. La 

evidencia obtenida en esta tesis, sumada a otros estudios recientes sugiere que la 

regulación de las respuestas a JA por señales de competencia tiene numerosos niveles 

de control que incluyen: un pool reducido de proteínas DELLA disponibles para 

interactuar con las proteínas represoras JAZ; un aumento de la estabilidad de las JAZ;  

un incremento en la estabilidad y/o actividad de los PIFs (promotores del crecimiento) y 

una pérdida en la estabilidad de los MYCs (promotores de la defensa). Además, 

estudios recientes han sugerido que el efecto de la inactivación de phyB es local, 

restringido a la porción de la planta expuesta al RL (Izaguirre et al. 2013). Esta 

regulación local y en múltiples niveles moleculares puede proporcionar un mecanismo 

poderoso para definir la fuerza de las respuestas de defensa mediadas por JA en función 

de la intensidad y de la distribución espacial de las señales lumínicas que indica una 

amenaza de competencia. 

 

Como primer hipótesis en esta tesis, planteamos que la de-sensibilización de los 

tejidos frente a JA está mediada principalmente por la inactivación del phyB (Moreno et 

al. 2009) pero involucraría la participación de otros fitocromos estables (phyD y phyE) 

(Franklin and Quail 2010). Para ello realizamos experimentos con plantas mutantes de 

phyB y triples mutantes phyBDE. Esta hipótesis es aceptada parcialmente ya que 

encontramos en la simple mutante una pérdida completa de efectividad del RL, como 

señal de de-sensibilización frente a JA. 

La segunda hipótesis que planteamos fue que la de-sensibilización de los tejidos a 

los JAs involucra un aumento de la degradación de las proteínas DELLAs.  Las GAs, 

actuando a través de las proteínas DELLAs, están involucradas en la regulación de los 

mecanismos de defensa, al interactuar con la vía de señalización de los JAs (Cheng et 

al. 2004, Hou et al. 2008, Navarro et al. 2008, Hou et al. 2010, Wild and Daviere 2012, 

Yang et al. 2012).  Contábamos con evidencia que las DELLAs son degradadas en 

órganos que se encuentran alargándose rápidamente frente a bajas relaciones R:RL 

(hipocotilos y pecíolos)  (Djakovic-Petrovic et al. 2007) pero no había estudios previos 

de la dinámica de DELLAs a nivel de planta entera que permitieran explicar los efectos 

rápidos de la inactivación de phyB sobre la expresión de genes de defensa. Para abordar 

el rol de las DELLAs, comenzamos evaluando el efecto de las bajas relaciones R:RL 

sobre la sensibilidad a JA en mutantes della (tanto mutantes nulos como de ganancia de 

función) y, el efecto de bajas relaciones R:RL sobre la degradación de las proteínas de 

interés. Estos resultados sugieren que una o más proteínas DELLA (no RGL3) son 

requeridas para las respuestas de inhibición de crecimiento (largo de hipocotilo y peso 

fresco) y activación de defensas (acumulación de antocianas y compuestos fenólicos) 

inducidas por los JAs. También encontramos que la degradación de las proteínas 

DELLAs cumple un rol en la disminución de la sensibilidad a JA, generada por la 

inactivación del phyB o por exposición a bajas relaciones R: RL, por lo cual, la  H2 es 

aceptada. 
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Como tercera hipótesis postulamos que la de-sensibilización de los tejidos a JAs, 

generada por las bajas relaciones de R: RL, involucra la estabilización de las proteínas 

JAZ. Basándonos en los resultados de Cerrudo et al. (2012) y Cargnel et al. (2014), 

quienes encontraron que JAZ10 es necesaria para los efectos del RL reduciendo la 

resistencia de Arabidopsis al patógeno B. cinerea, evaluamos la estabilidad de JAZ10 

en plantas 35S:JAZ10-GUS. Los resultados presentados en ésta tesis sugieren que las 

bajas relaciones R:RL promueven la estabilización o retardan la degradación de la 

proteína JAZ10, aún en presencia de JA. En conjunto, los resultados sugieren que 

únicamente JAZ10 jugaría un rol preponderante en el mecanismo por el que las bajas 

relaciones R:RL reprimen la vía de señalización de JA. La H3 es aceptada. 

 

La cuarta hipótesis fue que la de-sensibilización de los tejidos frente a JA podría 

involucrar la estabilización de otras proteínas JAZ. La familia de proteínas JAZ está 

compuesta por 13 miembros en Arabidopsis thaliana (JAZ1-JAZ13) (Chini et al. 2007, 

Staswick 2008, Pauwels and Goossens 2011, Thireault et al. 2015). En experimentos 

realizado en esta tesis y en el laboratorio, hemos documentado que las bajas relaciones 

R:RL generan una estabilización de la proteína JAZ10 (Cerrudo et al. 2012). JAZ8 es 

estable a la degradación inducida por JA (Shyu  et al. 2012) y JAZ9 interacciona con el 

dominio GRAS de RGA, una de las proteínas DELLAs (Hou et al. 2010, Yang et al. 

2012). Basándonos en esto, decidimos evaluar si la inactivación por mutaciones en los 

genes que codifican para dichas proteínas, revierten el fenotipo de insensibilidad a JA 

que observamos en plantas expuestas a bajas relaciones R:RL. Llevamos a cabo 

experimentos con dos genotipos mutantes, jaz8 y jaz9-1, de Arabidopsis thaliana y 

medimos las variables de crecimiento y defensa en respuesta los tratamientos con RL y 

JA. Ambas líneas mutantes presentan una respuesta al RL similar al genotipo salvaje 

Col-0 y no parecen ser insensibles al RL. Estos resultados sugieren que, a diferencia de 

JAZ10, estas proteínas no son necesarias para disminuir la sensibilidad a JA en 

condiciones lumínicas que inactivan al phyB. La H4 no es aceptada al menos para estas 

proteínas. 

 La última hipótesis planteada fue que la de-sensibilización de los tejidos a JA 

involucraría a las GA, por un mecanismo independiente de degradación de proteínas 

DELLAs. Las GAs y los JAs regulan antagónicamente el crecimiento y  las defensa 

mediante la alteración del equilibrio entre las proteínas DELLAs y JAZs. GA reprime la 

vía de señalización de JA (Navarro et al. 2008) y la evidencia indica que ésta represión 

es dependiente de la degradación de las DELLAs, lo que hace que las proteínas JAZ 

estén más disponibles para reprimir las respuestas a JA (Hou et al. 2010). Para 

comprender un poco mejor los mecanismos por los cuales las bajas relaciones R: RL 

antagonizan la vía JA, decidimos estudiar el rol de las GAs sobre el balance de las 

proteínas JAZ10 y JAZ1. Para ello realizamos experimentos con plantas transgénicas 

que expresan los constructos 35S::JAZ10-GUS y 35S::JAZ1-GUS, tratadas con GA y 

PAC. Encontramos que las GAs cumplen un rol  importante en el mecanismo por el 

cual la radiación RL reprime las defensas inducidas por JA en condiciones de 

sombreado y según nuestros últimos experimentos podría existir un mecanismo 

alternativo independiente de la degradación de las DELLAs y dependiente de la 

estabilización de proteínas JAZ. La H5 es aceptada.  

Como conclusión general, podemos decir que no parece existir un único 

mecanismo que explique la disminución de la sensibilidad a JA por las bajas relaciones 

R:RL, sino que la represión se produciría por cambios en el balance de proteínas 

represoras (DELLA y JAZs) y factores de transcripción que activan el crecimiento 

(PIFs) y las defensas (MYCs) (Figura 4.1). Un camino a seguir como continuación de 
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los resultados presentados en este trabajo sería explorar en mayor profundidad la 

interacción entre estas dos vías de crecimiento y defensa, con el fin de adquirir un grado 

mayor de conocimiento que permita aplicar modificaciones en los cultivos a gran escala 

de modo de garantizar la expresión del sistema de defensas en un amplio rango de 

densidades de siembra. 
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