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No entiendes realmente algo a menos que
seas capaz de explicarselo a tu abuela.

Si no puedo dibujarlo, es que no lo entiendo.
Albert Einstein
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V11I. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

VII1.1-Discusion.

En el presente trabajo de Tesis se han presentado resultados experimentales que
en conjunto y con las discusiones particulares conducen a una profunda caracterizacion
funcional de HAHBA4. En este sentido, se han descripto los distintos procesos en los que
participa este factor de transcripcion, discutiendo para cada uno de ellos su relacién con
otras vias conocidas. Se ha discutido también en forma individua y por capitulo la
relacién que establece este factor de transcripcion con ciertos metabolitos y la
regulacion conjunta de procesos tan cruciades como €l ingreso en € estadio de
senescencia, la defensa de las plantas cuando son heridas, la tolerancia a sequia y la
fotosintesis.

Llegando a fina del trabgo experimental y habiendo acumulado una
considerable cantidad de informacion sobre la funcion de esta proteina en plantas, se
nos presentd un nuevo desafio, que fue e de responder a preguntas que solo surgen de
la evaluacion y andlisis global de todos los resultados individuales: ¢Existe una
interpretacion global y coherente de todos los resultados individuales?, ¢Los resultados
obtenidos en cada capitulo son compatibles con los alcanzados por otros autores?
¢Podemos a partir de todos €ellos plantear un modelo Unico de accion para HAHB4? En
este sentido y a modo de g emplo, podriamos encontrar informes que indiquen que la
sintesis de &cido jasmédnico se reprime durante la noche, y esto seria poco explicable a
partir de nuestros estudios. HAHB4, es un por un lado capaz de inducir la sintesis de
jasmonico y por otro aumenta sus niveles de expresion marcadamente durante la noche.

En la presente seccién nos planteamos analizar y discutir de manera global las
funciones que gerce HAHB4 en plantas de girasol y en las plantas transgénicas, asi
como las relaciones entre las distintas vias de transduccion de sefides en las que
participa. Con este objetivo, analizaremos el conjunto de |os resultados obtenidos en los

distintos capitulos y los obtenidos por otros grupos de investigadores.
VII1.1.1 - Lasequiay lasvias en las que participa el acido jasmonico.

Los resultados obtenidos demuestran que HAHB4 participa en la respuesta a

estas dos condiciones estresantes (sequiay heridas). Latolerancia a sequia ya habia sido
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descripta por Dezar y col. (20054) y la respuesta local y sistémica frente a ataque de
insectos ha sido descripta en detalle en el capitulo 3 de esta Tesis. Lo que quisiéramos
discutir ahora es si la accién de este gen en estos dos procesos es 0 no, compatible.
Segun nuestros resultados, a inducirse la expresion de HAHB4 por ambas
condiciones (sequia 0 ataque de insectos), se podria esperar que e aumento de la
expresion del gen, mediado por una de las dos condiciones. produzca una respuesta de
tolerancia a la otra condicion y viceversa. Siguiendo este razonamiento, un aumento de
HAHB4 mediado por jasmonico deberia reflgjarse en una mayor tolerancia a estrés
hidrico. Si bien nosotros no presentamos ninguna evidencia experimental directa que
corrobore que esto suceda realmente, |os informes de otros autores apoyan esta idea, ya
gue en numerosos trabajos se establece que €l aumento de los niveles de JA genera una
mayor tolerancia a sequia (Wang, 1999; Gao y col., 2004). El mecanismo por €l cua
esto sucede es causado, ad menos en parte, por un aumento en la sintesis de
compuestos osmoprotectores. En sentido reciproco ocurre algo similar, ya que al
someter alas plantas a condiciones de estrés hidrico se produce un aumento marcado de
la sintesis de jasmonatos con una concomitante reduccion en el atague de insectos (Yan
Ping y col., 2004). La figura VIII.1 muestra un esquema en & que los procesos de
regulacion que involucran estas dos vias de respuesta se relacionan con la hipotética

accion gque en ellas cumpliria HAHBA.
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Figura VII1.1: Relacion entre las vias de respuesta a heridas y a sequia mediada por
HAHB4. Esguema de la regulacion cruzada de estos procesos. Las flechas verdes
indican acciones inductoras y/o agonistas.

VII1.1.2—-Lasequiay € etileno.

Como ya hemos discutido ampliamente en el capitulo 2 de esta Tesis, €l etileno
cumple funciones variadas en la respuesta a sequia. En plantas que se encuentran en
condiciones de déficit hidrico, alin si este estrés es relativamente leve, la produccion de
etileno se incrementa notoriamente. Sin embargo, la funcion de la hormona en esta
respuesta no ha sido dilucidada completamente. Segun los informes disponibles, en
estas situaciones € etileno fomenta la abscision de las hojas reduciendo asi e consumo
de agua (Berumen y Lownds, 1996). Esto genera como efecto secundario, la
movilizacion de nutrientes desde las hojas hacia las semillas favoreciendo la
maduracion de las mismas y € progreso de la senescencia (Khanna-Chopra y Sinha,
1988, Dolan, 1997; Hey cal., 2002). Este mecanismo de accion de la hormonatiende a
asegurar la progenie de la especie, priorizando la generacion de semillas a expensas de
la supervivencia de la propia planta.

Nuestros resultados y los de otros autores demostraron por otro lado, que
reduciendo la sintesis de etileno o inhibiendo su percepcién, las plantas pueden tolerar
mucho mejor una situacion de déficit hidrico. (capitulo Il de esta Tesis; Rivero y col.,
2007). Aun mirando solamente las plantas de girasol, fue evidente que HAHB4 actla
controlando |a generacion y percepcion de esta hormona en las situaciones de sequia.
De esta forma, si no hay agua disponible, HAHB4 se activa y genera un provecho para
la planta. S €l estrés no es extremo o prolongado, la planta no se “inmola’ y puede
esperar un momento mas propicio para € llenado de granos. La figura VIII.2
esguematiza esta situacion. Aunque es un poco especulativo, este mecanismo mediado
por HAHB4 podria explicar por qué €l girasol es capaz de crecer y producir semillas en
zonas con regimenes pluviales pobres. Esta especulacion toma en cuenta €l hecho de
que no se haya encontrado un gen ortélogo en Arabidopsisy que los més homdlogos no

confieren tolerancia a sequia cuando son sobre-expresados
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Figura VII1.2: Efecto de HAHB4 sobre la comunicacion entre las vias de respuesta a
sequia y del etileno. Las flechas verdes indican acciones inductoras mientras que las
rojas indican represién o antagonismo.

VII1.1.3—Lasequiay lafotosintesis.

Como ya hemos mencionado y discutido en capitulos anteriores, € estrés
hidrico, en especial S es severo, genera una reduccion marcada en la eficiencia
fotosintética. Esta reduccién se produce porque la falta de agua y de CO, (debido al
cierre estomatico), constituyen en si una limitacion en los sustratos necesarios para este
proceso vital (Boyer, 1970, Flexas y Medrano, 2002; Pastenes y col., 2005; Flexas y
col., 2006; Taiz y Zeiger, 2006). En segundo lugar, es importante aclarar que una
reduccion en la actividad fotosintética 'y en la sintesis de los componentes necesarios
para llevarla a cabo, mejoran las chances de la planta de soportar un periodo de sequia
porque en € caso contrario, se produciria un exceso de electrones que provocaria
efectos muy nocivos.

Existen varios informes recientes que indican que algunos genes (varios de ellos
codifican factores de transcripcién) aumentan sus niveles de expresion en condiciones
de sequiay actian como represores de la expresion de genes que codifican componentes

fotosintéticos. En agunos casos, esta induccion/represion combinada mejord la
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capacidad de la planta de tolerar periodos de déficit hidrico (Sakamoto y col., 2004;
Shou y col., 2004; Lin y col., 2007). En forma concordante, nuestros resultados
indicaron que e aumento en la expresion de HAHB4 provocO una represion de la
expresion de genes que codifican proteinas involucradas en casi todas las etapas de la
fotosintesis. Si bien este efecto no disminuyé la eficiencia fotosintética de plantas
transgénicas, si pudo estar previniendo el dafio putativo que se hubiese producido por
un exceso de energia en situacion de estrés hidrico. La figura VIII.3. es una

representaci on gréfica de lo que podria estar pasando en estas situaciones relacionadas.

Figura VIII1.3: Posible efecto protector de HAHB4 sobre e dafio foto-oxidativo
producido durante periodos de sequia.

VI11.1.4 — El &cido jasmonicoy € etileno.

Como se establecié y discutié en el capitulo 111 de esta Tesis, HAHB4 juega un
papel importante en la relacion entre las vias de estas dos fitohormonas. Las dos
hormonas inducen la expresion de este gen en plantas de girasol lesionadas o atacadas
por insectos y éste activa a su vez, mecanismos especificos de defensa. En la figura
VI11.4 presentamos un modelo simplificado de larelacion de estos tres factores.
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Figura VIII.4: Comunicacion entre las vias de transduccion de sefides de etileno y de
acido jasmonico en los procesos de defensa frente alesiones y atagues de insectos. En €l
diagrama se incluye al factor de transcripcion HAHB4 y su intervencion en estas vias.

VII1.1.5 —El &cido jasmonico y la oscuridad.

La mayoria de los insectos herbivoros tienen habitos nocturnos y es durante la
noche cuando se produce la mayor tasa de ataque. Los insectos se ocultan en la
oscuridad de sus depredadores y aprovechan ademés las temperaturas nocturnas, mas
frescas y adecuadas para alimentarse, aparearse y ovar. Gran parte del proceso de
polinizacion mediado por insectos también ocurre durante la noche. Estos hechos
relacionan en forma légica las vias de defensa mediadas por el &cido jasménico (en
especia la defensa indirecta) y e periodo nocturno de oscuridad. Existen varios
informes que indican que los niveles de JA durante |a noche son marcadamente mayores
a los observados durante € dia o cuando la planta sufre algun tipo de lesion. En este
ultimo caso se incrementan alin mas (Engelberth y col., 2004; Arimuray col., 2007). De
esta forma, las plantas emiten grandes cantidades de compuestos organicos volétiles,
especialmente GLV's durante la noche (De Moraes y col., 2001; Colazzay col., 2004;
Dudareva y col., 2004; Engelberth y col., 2004). Los GLVs previenen el ataque de
insectos, ya sea repeliéndolos o atrayendo a sus depredadores naturales Ademés se ha
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postulado que el aumento en la emision de GLVs atrae a los insectos polinizadores
permitiendo la diseminacion de los granos de polen. Una informacion adiciona
importante en este sentido es que el aumento de JA trae aparejado una reduccion en la
expresion de genes relacionados a la fotosintesis produciendo una rapida perdida de
clorofilas (Weidhase y col., 1987; Parthier, 1990; Maslenkovay col., 1992; He y col.,
2002)

Todos estos precedentes nos indican que nuestros resultados globales encagjan
perfectamente en el plano fisiolégico de las plantas presentando un panorama perfecto
paraincluir aHAHB4 en la ecuacion, por muy compleja que ésta sea (Figura VII1.5).
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Figura VIII1.5: Posibles efectos de HAHB4 en los procesos mediados por JA que
ocurren durante la noche como un mecanismo natural de defensa y atraccion de
polinizadores.

VI11.1.6 — El etileno y la fotosintesis.

Para analizar la relacion entre estas dos vias, € mejor gemplo lo constituye €l
efecto del etileno sobre la maguinaria fotosintética, durante la senescencia. Ha sido
establecido experimentalmente que esta hormona en €l estadio senescente provoca una
represion masiva de la expresion de genes involucrados en fotosintesis que se traduce en
una reduccion en la tasa fotosintética concomitantemente con una pérdida creciente de
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clorofila (Jiang y col., 1993; Humbeck y Krupinska, 2003; Hortensteiner, 2006; Park y
col., 2007). Sin embargo, el papel de HAHB4 en la relacion entre estos dos procesos es
bastante menos claro. Podriamos asumir gue durante la senescencia € aumento de
HAHB4 generado por la accion del etileno estaria colaborando en la represion de los
genes involucrados en la fotosintesis. Esta presuncion es factible ya que sabemos que
estos procesos ocurren, HAHB4 se activa por la accion del etileno y este gen provoca
una caida en la biogénesis de la maquinaria fotosintética. Sin embargo, se presenta una
contradiccidn ya que HAHB4 esta retrasando la entrada a la senescencia. Lo que podria
explicar laintervencion de HAHB4 en esta situacion, es la existencia de una regulacion
fina del balance entre la necesidad de entrar en senescenciay llenar granos mientras se

reduce latasa fotosintética.

VII1.1.7 — Consideraciones finales.

En esta Ultima seccién de la Tesis presentamos evidencias bibliogréficas con el
objetivo de respaldar nuestros resultados y conclusiones. Si bien no pretendemos
establecer que HAHB4 sea el Unico eslabon que vincula los procesos de tolerancia a la
sequia, senescencia, vias de defensa contra insectos y fotosintesis, si queremos resaltar
que este gen actla corriente arriba en estas vias y participa activamente de la relacion
entre ellas. Somos conscientes que con la excepcion de las relaciones probadas
experimentalmente (etileno-sequia y etileno-jasmoénico), en las demés relaciones
caemos un poco en € terreno de la especulaciéon. Ahora bien, las relaciones entre los
otros procesos han sido probadas y documentadas por otros autores y esas evidencias
experimentales encgjan bastante bien con nuestros resultados. Esto le da a las
especulaciones un componente méas cientifico y las lleva a terreno de las hipétesis
plausibles de corroboracién en un futuro.

Tenemos una clara nocién de que una parte del rompecabezas alin permanece
oculta. Los procesos que controlan € balance entre las respuestas a distintos tipo de
sefial son extremadamente complejos. Esta complgidad es facilmente visible en la
figura VIII1.6 la cual presenta una integracién globa de los resultados obtenidos y
coordinados con la informacién bibliografica disponible. En este complegjo esquema
faltan muchos actores, entre los cuales puede haber otros factores de transcripcion, otras
hormonas y moléculas de sefidizacion. Como estrategia para poder completar el
esguema, y tal vez corregirlo, tendriamos que identificar con qué otras proteinas
interactia HAHB4 y cuéles son las que participan en la induccion de este gen mediada
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por los digtintos estimulos. Como planteamos en la seccién de objetivos, nos
planteamos algunos al inicio, surgieron otrosy al finalizar, siguen surgiendo preguntas a
responder en este tema fascinante que es la regulacién de los procesos vitales de las
plantas para sobrevivir y perpetuarse.
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Figura VII11.6: Figura esquemética de parte de la red de regulacion (reguloma) de la
gue HAHBA4 forma parte. Las flechas verdes indican procesos agonistas 0 induccion
mientras que las lineas rojas representan efectos antagdnicos y represion.

VI111.2 - Conclusiones.

A modo de cierre de este trabajo de Tesis y con € objetivo de tener una vision
global y resumida de los logros a canzados durante su desarrollo, vamos a presentar una
lista resumida y concisa de las principales conclusiones arrojadas por € trabajo

experimental desarrollado.

1. La expresion transgénica de HAHB4 genera cambios significativos en el
transcriptoma de Arabidopsis thaliana modificando la expresion de mas de

700 genes.

182




. Laexpresion de HAHB4 es fuertemente inducida por la accién de etileno, del
acido jasmonico, de la aparicion de heridas y cuando las plantas estan en
oscuridad.
. Se pudieron identificar los elementos en cis responsables de la activacion del
promotor de HAHB4 por etileno y oscuridad.
. HAHB4 reprime la expresion de genes involucrados en la biosintesis y
percepcion de etileno en plantas de Arabidopsis thaliana y de girasol.
. Laexpresion congtitutiva de este gen en plantas de Arabidopsis e produce un
retraso en la entrada en senescenciay una marcada insensibilidad a la accién
del etileno.
. El etileno y @ acido jasmonico actian de forma independiente pero aditiva
parainducir la expresion de HAHBA4.
. En plantas de girasol, HAHB4 induce la expresion de genes involucrados en
la biosintesis de JA y en la respuesta frente al atague de insectos aumentando
la concentracion de moléculas de defensa como los inhibidores de tripsina 'y
losGLVs.
. La expresion constitutiva de este gen en plantas de Arabidopsis y maiz les
confiere una notable resistencia a ataque de insertos.
. La expresion de HAHB4 es reprimida activamente cuando la planta tiene
disponibilidad de luz.

La expresion nocturna de HAHB4 inhibe la transcripcion de genes
involucrados en lafotosintesis.

La represion de estos genes se ve reflgjada en una menor concentracion
de clorofila pero no afecta la tasa fotosintética.

Los efectos de HAHB4 sobre la biosintesis y percepcion de etileno junto
a los producidos sobre la maquinaria fotosintética pueden explicar la
tolerancia a condiciones de estrés hidrico que presentan las plantas de

Arabidopsis que expresan este gen.
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