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INTRODUCCION

Los estimulos ambientales percibidos en un érgano inducen cambios fisiolégicos y
morfoldégicos a nivel local que, también, generan efectos en tejidos distantes. Tales
efectos son conocidos como efectos sistémicos. La sefializacion sistémica permite,
entonces, preparar otros tejidos de la misma planta para minimizar el dafio que podria
sufrir en un futuro cercano. Por ejemplo, el dafio de un insecto herbivoro induce una
respuesta de defensa local y otra en tejidos distantes. La respuesta sistémica de defensa
busca generar un estado de hipersensibilidad en otros tejidos para responder de forma
mas efectiva a futuros ataques.

Los fitocromos (PHY) son fotoreceptores que perciben diferentes aspectos de la luz, como
calidad, cantidad y duracién controlando la arquitectura final de la planta. Estas proteinas
oscilan entre dos estados conformacionales con diferente actividad y diferentes picos de
absorcion. Asi, la forma activa del fitocromo (forma Pfr), tiene su pico de absorcién en el
RL (730 nm), mientras que, la forma inactiva (Pr) presenta un maximo de absorcién en el
R (680 nm) (Smith, 2000). De esta manera, la actividad biolégica del fitocromo dependera
de la proporcion R:RL de la luz incidente. Este mecanismo le permite a la planta detectar
la luz enriquecida en RL que proviene de la reflexion de tejidos verdes de plantas vecinas
y asi anticiparse a la competencia (Ballaré et al., 1990; Casal, 2013). EI PHYB juega un
rol central en plantas verdes controlando un conjunto de respuestas morfolégicas de la
planta que maximizan la captacion de luz solar para competir mejor con plantas vecinas,
conocido como sindrome de escape al sombreado (SAS) (Casal, 2012). A pesar de que,
el PHYB se expresa en todas las células y tejidos, se demostrd que la expresion en el
mesdfilo es suficiente para suprimir la floracién temprana del mutante phyb (Endo et al,
2005). Este resultado sugiere que algunas respuestas del PHYB son controladas de forma
celular no-autbnoma.

Dado que, la expresion del SAS va acompafado de una inmunodepresion de la defensas,
nos preguntamos si el PHYB puede regular las defensas inducibles de Arabidopsis de
forma celular autbnoma o no autébnoma y, en ese caso, si también lo puede hacer de
forma sistémica.
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Para responder esta pregunta en este contexto que mi trabajo vinculado a la Cientibeca,
usamos un grupo de lineas transgénicas que expresan al PHYB en tejidos especificos en
el background del mutante PHYBO.

METODOLOGIA

Lineas transgénicas y condiciones de cultivo

Para el presente trabajo se utilizaron un set de cinco lineas de Arabidopsis thaliana
descriptas previamente (Casson and Hetherington, 2014). El mutante de fitocromo B
(phyB-9) fue complementado con las siguientes construcciones que dirigen diferentes
patrones de expresion de PHYB::YFP: 1) CamV35SproPHYB::YFP, donde el promotor
viral CamV35S dirige la expresion constitutiva en toda la planta; 2) SUC2proPHYB::YFP,
con expresion en células del floema; 3) BCA1proPHYB::YFP con expresion en células del
mesofilo y 4) SPCHproPHYB::YFP con expresion en células de la guarda (Casson and
Hetherington, 2014).

Las plantas fueron cultivadas en camaras de fotoperiodo corto (10hs de luz blanca) a
22°C.

Tratamiento con metil-jasménico

Plantas de 21 dias fueron divididas aleatoriamente en dos grupos: un grupo control y un
grupo tratamiento. En este caso el tratamiento de dafo fue simulado por aplicacién directa
de una soluciéon 200uM de é&cido metil-jasmoénico (MeJA) sobre las plantas. 6 horas
después de aplicado se procedié a tomar muestras de hojas de roseta. A las 72 horas de
la induccion, también, cosechamos discos de hojas para medir la induccion de
compuestos fendlicos totales (Azx NM).

Mediciones

Para poder llevar a cabo el estudio y analisis sobre los niveles de defensas en las plantas

se plantearon dos estrategias basicas: 1. medir los niveles de expresion de genes

marcadores mediante PCR en tiempo real, 2. medir los niveles de fendlicos totales.

1. Una vez, realizadas las correspondientes extracciones de ARN a partir de tejido
fresco de hoja, se realizaron ensayos de qPCR utilizando como gen normalizador
actinas y como genes marcadores: PHYB9, ERF1 y JAZ10.11. En particular el gen
PHYB9 fue utilizado como control de las lineas mutantes, mientras que, los niveles de
expresion de ERF1 y JAZ10 fueron usados como marcadores de la via de defensa
mediada por el JA.

2. Para cuantificar la concentracion de compuestos fendlicos totales, a los discos
cosechados luego de ser pesados, se les adicioné 400 uL de metanol &cido y fueron
conservadas en esta solucion durante 48hs a 4°C. A continuacion, se le agregaron
300uL de agua desionizada y 700uL de cloroformo para separar la clorofila. La
absorbancia del extracto fue medida a 320nm (Ballaré, 2014).

RESULTADOS

Analisis de los niveles de expresion de genes marcadores. El mutante PHYB9 es mas
sensible a infecciones por Botrytis cinerea, un hongo necrotrofico. Por el contrario, la
expresion ectépica y constitutiva del PHYB, bajo la regulacién del promotor CaMV35S,
genera plantas mas tolerantes al hongo comparado con plantas de genotipo salvaje. En la
misma linea, nuestro grupo demostré que la expresion del PHYB en células de la guarda,



mesofilo y floema es suficiente para restablecer niveles de tolerancia al hongo similares o,
en algunos casos, mayores que el genotipo salvaje. Todos estos datos sugieren que el
efecto del PHYB sobre la tolerancia a B. cinerea es celular-autbnoma. En otras palabras,
aunque la expresion del fitocromo se dé solo en algun tipo celular, ésta es suficiente para
disparar respuestas en toda la hoja. Para verificar si estos patrones de tolerancia a B.
cinerea tenian un sustento molecular, decidimos medir genes marcadores de la via del JA
en tejidos en respuesta a B. cinerea o respuesta a MeJA exdgeno.
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Figura 1. Niveles de expresion relativos del gen Jaz10 en los diferentes genotipos.
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Figura 2. Niveles de expresion relativos del gen ERF1 en los diferentes genotipos.
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