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Efectos del ambiente luminico sobre las interacciones
entre plantas e insectos herbivoros. Respuesta a
multiples senales de estrés.

RESUMEN

En los experimentos descriptos en esta tesis evalué los efectos del ambiente luminico
sobre las interacciones entre las plantas y sus insectos consumidores. Me concentré en dos
rangos de longitudes de onda bioldgicamente significativas: el ultravioleta-B (UV-B) y la
region del Rojo-Rojo Lejano (R-RL). El componente UV-B de la radiacion solar puede
inducir cambios en las plantas que resultan negativos sobre los insectos consumidores,
aunque no se han aclarado los mecanismos a través de los cuales actuaria. En esta tesis he
documentado que el UV-B solar reduce la herbivoria en tomate (Lycopersicon esculentum),
efecto que es mediado por la via de defensa dependiente del 4cido jasmonico. También
muestro la similitud entre las respuestas al UV-B y a la herbivoria en plantas de dos
especies de Nicotiana. Esta similitud se manifiesta a nivel transcripcional (mayormente en
genes relacionados con defensas) y a nivel de sintesis de fenilpropanoides con conocida
funcién antiherbivoro. Por otro lado, la percepcion de RL por las plantas desencadena
respuestas de competencia, cuyas consecuencias sobre las defensas antiherbivoro no han
sido estudiadas. Encontré que las sefales de competencia reducen la resistencia de N.
longiflora a insectos masticadores. Esta reduccion se deberia a la inhibicion, provocada por

el RL, de la acumulacion de compuestos de defensa (fenilpropanoides).

Palabras clave: defensas, herbivoria, Lycopersicon esculentum, Nicotiana, radiacion

UV-B, Rojo-Lejano, senales de competencia



Effects of light environment on plant-insect interactions.
Responses to multiple stress signals.

ABSTRACT

The experiments presented in this thesis describe the effects of light environment on
the interactions between plants and their consumers. Specifically, I focused on two
biologically significant radiations bands: ultraviolet-B (UV-B) and Red-Far Red (R-FR)
radiation. Solar UV-B can have a negative impact on consumers, but the underlying
mechanisms are still unclear. Here, I documented that solar UV-B can reduce herbivory in
tomato (Lycopersicon esculentum). This response is mediated by the jasmonic acid-
dependant pathway. Moreover, results from experiments with two Nicotiana species shows
that herbivory- and UV-B-induced responses are very similar. The similarities are at the
transcriptional level (mainly defense-related genes) and in the accumulation of
phenylpropanoids with known antiherbivory function. On the other hand, plants’s
perception of FR radiation triggers competition responses. The consequence of those
responses on antiherbivory defenses has not been addressed. I found that competition
signals can reduce N. longiflora resistance to herbivores, and that this reduction would be

due to the FR-mediated inhibition of defense compounds accumulation (phenylpropanoids).

Key words: defense, Far-Red radiation, herbivory, signals of competition,

Lycopersicon esculentum, Nicotiana, plant-insect interactions, UV-B radiation.
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CAPITULO [ - INTRODUCCION

CAPITULO 1: INTRODUCCION

La radiacion solar v las plantas

La radiacion solar esta formada por un conjunto de ondas electromagnéticas de
distinta frecuencia (o longitud de onda) abarcando desde las ondas de mayor frecuencia y
alta energia, como los rayos gamma y equis, hasta las de menor frecuencia y energia, como

las ondas de radio y television (Fig. 1.1).

La radiacion visible al ojo humano es s6lo una pequena fraccion del espectro
completo y abarca desde los 400 a los 700 nm, coincidente con el espectro de radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) (Fig. 1.1). Esta banda de radiacion es empleada por las
plantas para la obtencion de energia primaria, fijando diéxido de carbono mediante la

fotosintesis.

Espectro de radiacién electromagnética

Alta frecuencia Baja frecuencia

AMARILLO

VIOLETA

500 800
Long. de onda (nm)

Rayos Rayos . Ultra- :
- J Rayos X . Infrarojo
cosmicos gama violeta

Long. de onda 340 31012 310110 3.10% 3.10%
Freq. (MHz) 0% 10t 1012 1010 1

Figura 1.1: Espectro de radiacion electromagnética
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La radiacién solar también constituye una fuente de informacion para las plantas. El
ambiente luminoso varia en condiciones naturales. Asi, la cantidad de luz incidente, la
composicion espectral, la direccion de incidencia y la duracion diaria proveen informacion
que la planta capta mediante sistemas especificos. Las plantas han perfeccionado un
conjunto de fotorreceptores que les permite ajustar su crecimiento y desarrollo a las
condiciones luminicas ambientales. Las longitudes de onda correspondientes al rojo (R,
655-665 nm) y al rojo lejano (RL, 700-800 nm) son absorbidas por los fitocromos (Smith,
2000), el azul (A) y el UV-A (315-400 nm) por los criptocromos y fototropinas (Ahmad y
Cashmore, 1996; Briggs y Christie, 2002) . No han sido identificados atin fotorreceptores
para el UV-B (280-315 nm), pero su existencia es apoyada por numerosas evidencias

(Ballaré et al., 1995a).

La region ultravioleta del espectro solar

Las longitudes de onda més cortas que las correspondientes a la luz visible (400-700
nm) son las mas energéticas y constituyen la region espectral ultravioleta (UV, 100-400

nm). Esta region a su vez es dividida por sus efectos biologicos en tres sub-grupos: el UV-

C (200< A < 280 nm), el UV-B (280 < A < 315 nm) y el UV-A (315 < A < 400 nm).

La penetracion de estas longitudes de onda hacia la superficie terrestre es dependiente
del contenido de ozono presente en el aire, siendo la capacidad de las moléculas de ozono
para filtrar la radiacion ultravioleta variable con respecto a la longitud de onda. A
diferencia del UV-C que es completamente absorbido atin por bajos niveles de ozono, el
UV-A puede atravesar casi completamente la estratosfera. La penetracion del UV-B es
fuertemente influenciada por el contenido de ozono atmosférico y algunos de los efectos

sobre los sistemas biologicos pueden resultar nocivos.

Cerca del 90 % del ozono presente en la atmdsfera se encuentra en la estratosfera,
entre los 10 y 50 km sobre la superficie terrestre. Las mayores concentraciones se
encuentran en la franja comprendida entre los 15 y 30 km. Durante el transcurso de los
ultimos veinticinco afios, la capa de ozono estratosférica ha sufrido una erosion

significativa como consecuencia de la liberacion a la atmosfera de compuestos halogenados



CAPITULO [ - INTRODUCCION 8

de origen industrial (Albritton et al., 1998). Varios modelos de simulacion proyectan para
los préximos afios tendencias negativas en los niveles de ozono estratosférico a todas las
latitudes, excepto en los tropicos (Madronich ef al., 1998). Esta erosion de la capa de ozono
resulta en un incremento en la transmision de la radiacion solar ultravioleta-B (280-315
nm). En los ultimos afios se han documentado aumentos en el nivel de la radiacion UV-B
recibida a nivel del terreno en varios sitios de latitudes medias o altas como resultado de
disminuciones en el contenido de ozono estratosférico (para una revision ver Madronich et
al., 1998) y hasta el momento no es posible afirmar que los niveles de ozono global hayan

alcanzado un minimo (McKenzie et al., 2003).

Impacto bioldgico de la radiacién UV-B

La porcion de radiacion UV-B que alcanza la superficie terrestre representa solo el
1% de la radiacion solar incidente, pero al ser la mas energética puede tener impactos
bioldgicos importantes. El estudio de estos impactos estd siendo abordado a distintas
escalas, abarcando desde el nivel molecular hasta el ecosistémico. Los trabajos sobre
plantas superiores de interés agronomico son los mas abundantes y, en términos generales,
los mayores esfuerzos han sido dirigidos a caracterizar los efectos del UV-B sobre la
morfologia y el crecimiento (Caldwell et al., 1995; Rozema et al., 1997). Estos estudios
han demostrado que si bien la actividad fotosintética en plantas terrestres no es fuertemente
afectada por el UV-B solar, otros atributos y procesos de las plantas pueden ser bastante
sensibles a variaciones en el nivel de UV-B. Entre éstos se encuentran, a nivel celular, la
integridad del ADN, la acumulaciéon de compuestos secundarios con funciéon fotoprotectora,
la expresion de algunos mecanismos de defensa antioxidante y, a nivel de planta entera, el
alargamiento de tallos, la expansion y el alargamiento foliar (ver Searles et al. 1995; Ballaré

et al. 1996; Rousseaux et al. 1998; Mazza et al., 1999a).

Los experimentos realizados en ambientes controlados aportaron la mayor parte de la
informacion disponible hasta el presente sobre respuestas a nivel molecular. Sin embargo,
este tipo de experimentos son fuertemente criticados, basandose en el hecho de la pérdida
de realismo funcional y ecoldgico (Fiscus y Booker, 1995; Caldwell y Flint, 1997). Se ha
demostrado claramente que los tratamientos con relaciones altas de UV-B respecto del

PAR, que son las normalmente empleadas en las exposiciones en ambientes controlados,
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tienden a mostrar efectos exagerados del UV-B sobre algunos procesos como la fotosintesis
y la inhibicion del crecimiento. Debido a que estos efectos son dificiles de duplicar bajo
condiciones de campo, no esta muy claro hasta que punto los datos moleculares y
mecanisticos que han sido obtenidos bajo condiciones espectrales desbalanceadas (las que
comunmente implican niveles de PAR menores que 1:10 de la radiacion solar completa)
contribuyen a la comprension de las respuestas fisiolégicas normales de las plantas al estrés
por el UV-B ambiental. De hecho, se demostré claramente que el nivel de PAR modula
fuertemente el efecto del UV-B sobre la transcripcion de varios genes fotosintéticos: a
mayor PAR se obsevé una menor alteracion producida por el UV-B sobre la abundancia de
mensajeros y, en algunos casos, no puedo ser detectada (Jordan et al., 1992; Strid et al.,

1996).

La mayoria de los estudios realizados con cultivos de plantas a campo se han hecho
simulando condiciones de hasta un 20 % de reduccion en la capa de ozono. Recientemente
Searles et al. (2001) realizaron un meta-analisis abarcativo de 20 afios de experimentacion.
En ¢l se consideraron estudios de campo en los cuales la radiacion solar era suplementada
con sistemas de lamparas. De este meta-analisis emergio que no se observan efectos
mayores provocados por el UV-B en términos de reducciones en el crecimiento ni sobre las
variables relacionadas con fotosintesis. El unico aspecto que parece ser consistente en todos
los estudios es la acumulacién de compuestos fenolicos en respuesta a los aumentos en las
proporciones de UV-B ambiental. Una menor proporcion de estudios se ha realizado
atenuando los niveles ambientales de UV-B con filtros especiales. En estas aproximaciones
mas realistas se observo que el UV-B puede reducir el crecimiento en alguna proporcion

(Hunt y McNeil, 1999; Mazza et al., 1999a; Ballaré et al., 2001; Day et al., 2001).

Efectos del UVB en las interacciones planta-herbivoro

Bajo condiciones de campo, el efecto inhibitorio del UV-B ambiental sobre el
crecimiento de plantas terrestres herbaceas raramente excede el 20% (Ballaré et al., 1996;
Ballaré et al., 2001; Krizek et al., 1998; Rousseaux et al., 2001). Se documento, en cambio,
un impacto mucho mas importante del UV-B solar sobre las interacciones entre las plantas
y sus herbivoros. Los experimentos a campo en un amplio espectro de ecosistemas

muestran que la intensidad de la herbivoria por insectos frecuentemente aumenta cuanto el
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componente UV-B de la radiacion solar es experimentalmente atenuado usando filtros
(Bothwell et al., 1994; Ballaré¢ et al., 1996; Rousseaux et al., 1998; Mazza et al., 1999a;
Zavala et al., 2001). En algunos casos, al menos parte de este efecto del UV-B solar puede
ser atribuido a respuestas comportamentales directas de los insectos a los fotones de UV-B
(Mazza et al., 2002). Sin embargo, el crecimiento de los insectos y ensayos de preferencia
demostraron que los efectos del UV-B sobre la herbivoria son en muchos casos indirectos,
es decir mediados por los cambios inducidos por el UV-B sobre los tejidos de las plantas,
que en ultimo término afecta el comportamiento de alimentacion y el crecimiento del
insecto (Ballaré ef al., 1996; Rousseaux et al., 1998; Mazza et al., 1999a; Zavala et al.,
2001; Rousseaux et al., 2004).

Mecanismos por los que el UV-B influye en las relaciones planta-herbivoro

Si bien los efectos del UV-B sobre las interacciones planta-herbivoro estan bien
documentados, los mecanismos involucrados son aun poco claros. Entre las posibles

explicaciones de la influencia del UV-B en estas interacciones se encuentran:

-cambios en aspectos fisicos groseros de los tejidos (contenido de agua, dureza, etc.)
-cambios en el contenido de N
-induccion de compuestos secundarios de la familia de los fenilpropanoides

-induccion de proteinas de defensa, como los inhibidores de las proteasas insectiles (IP).

Con respecto a las caracteristicas fisicas de las hojas, el UV-B solar puede aumentar
el peso foliar especifico en algunas especies (Ballaré ef al., 1996), lo que posiblemente
determine una mayor dureza de los tejidos. Sin embargo, se han documentado varios casos
en los que las variaciones en el nivel de UV-B afectan la herbivoria sin que medien

cambios detectables en el grosor o peso especifico de las hojas (Rousseaux et al., 1998).

Con referencia a los fenilpropanoides, algunas familias de plantas acumulan
fototoxinas del grupo de las furanocumarinas. McCloud y Berenbaum (1994) demostraron
que la exposicion a dosis relativamente bajas de UV-B promueve la acumulacion de estas
fototoxinas y han sugerido que este efecto podria explicar la mayor mortalidad de larvas de
lepidopteros en plantas expuestas a la radiacion UV-B. Si bien las furanocumarinas estan
distribuidas en un numero restringido de familias, existen evidencias que indican que

cambios en otros fenilpropanoides (tales como distintos tipos de flavonoides) inducidos por
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el UV-B podrian jugar roles importantes alterando las preferencias y supervivencia de
insectos fitofagos en condiciones naturales (Paul et al. 1997; Lavola et al. 1998; Zavala et

al. 2001).

Con relacion a las proteinas de defensa, tema que serd tratado con detalle en el
Capitulo 3, se ha mostrado que, si bien la radiacion UV-B no induce por si misma la
sintesis de proteinas defensivas en tomate, en el caso en que la planta haya sido dafiada
mecanicamente (previa o posteriormente a la irradiacion con UV-B), se observa la
induccion de una proteina defensiva mayor a la obtenida por el dafio mecénico solamente
(Stratmann et al. 2000). Esta evidencia sugiere que algunos de los efectos de la radiacion
UV-B sobre la interaccion de niveles tréficos podrian estar mediados por cambios en la
expresion de genes de las proteinas de defensa. Sin embargo no existen experimentos de

campo o ensayos con dosis realistas de UV-B que hayan puesto a prueba esta hipdtesis.

La region del rojo v del rojo lejano del espectro luminico

La radiacion proveniente del sol correspondiente a las longitudes de onda mas largas
es filtrada por el oxigeno (688 nm y 762 nm) y el vapor de agua (723 nm). Las longitudes
de onda comprendidas entre los 600 nm y los 700 nm corresponden a la region del rojo (R.
La region que abarca los 700 nm y 800 nm es la correspondiente al rojo lejano (RL).
Resulta de particular interés que las relaciones entre el R y el RL (R:RL) en la luz diurna se
ven poco afectadas por las condiciones climaticas y de nubosidad (Holmes y Smith, 1977),
pero cuando la radiacion solar penetra en un canopeo la composicion espectral se afecta
debido a que la clorofila absorbe PAR y refleja RL provocadndose una reduccion en las

relaciones R:RL.

La variacién ambiental en las relaciones R:RL es percibida por una familia de
fotorreceptores, los fitocromos, los que cambian reversiblemente entre la forma que
absorbe el R y la que absorbe el RL e interactuan con vias de transduccion de la sefial para

producir una respuesta plastica sensible.

Las relaciones de R:RL bajas son tipicas del sombreado por vegetacion (Smith,
1982b; Smith, 1995) y las plantas han desarrollado estrategias para responder a esta
situacion. Una de ellas es la de “tolerancia del sombreado” que involucra tasas

relativamente lentas de crecimiento, la conservacion de energia y de recursos. Se
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desarrollan también estructuras fotosintéticas especialmente eficientes a bajos niveles
luminicos. Otra estrategia es la llamada de “evitado del sombreado” ésta constituye un
sindrome en el cual se producen cambios en el crecimiento y el desarrollo. Se favorece la
elongacion de entrenudos y peciolos a expensas del desarrollo foliar. La dominancia apical
adquiere mayor importancia, se acelera la formacion de estructuras reproductivas y la

distribucién de asimilados cambia marcadamente.

La deteccion de las bajas relaciones R:RL se produce mucho antes de que las plantas
estén realmente sombreadas por las plantas vecinas (Ballar¢ et al., 1987; Ballaré et al.,
1990). Se ha postulado que la sensibilidad al R:FR mediada por los fitocromos es
adaptativa porque le permite a las plantas anticipar y evitar la competencia por luz cuando
crecen a altas densidades (Ballar¢ ef al., 1987; Casal y Smith, 1989; Ballaré et al., 1990;
Schmitt y Wulff, 1993).

La resistencia de las plantas a estrés biotico y abiotico

Las plantas han desarrollado mecanismos que le permiten mantener su vitalidad,

longevidad y reproduccion aun cuando reciben agresiones desde su medio ambiente.

Estos mecanismos incluyen barreras fisicas que dificultan el acceso de patdgenos y
herbivoros a los tejidos y células vitales para las plantas. Algunos ejemplos de estas
barreras son las paredes celulares, deposiciones de suberina, calosa y cuticulas que hacen a
los tejidos mas dificiles de ser consumidos y digeridos. También encontramos
aleloquimicos almacenados que pueden tener efectos antixenoticos, esto es que evitan la
colonizacién de los herbivoros, o antibidticos evitando el crecimiento, reproduccion,

desarrollo o supervivencia de los insectos herbivoros (Referencias en Walling, 2000)

La resistencia puede ser generada continuamente por la planta sin necesidad de
estimulos externos y es lo que se ha dado en llamar “resistencia constitutiva”; a diferencia
de ésta existen otras que solo se sintetizan en respuesta a un estimulo particular y son las

llamadas “resistencias inducibles” (Karban y Myers, 1989).
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Resistencia inducida por insectos masticadores

La via de los octadecanoides

La respuesta de las plantas al dafio producido por artropodos herbivoros es compleja
y varia entre los distintos géneros de plantas. El dafio producido induce cambios en la
expresion génica y la acumulacion de metabolitos secundarios. En las plantas, se ha
observado la activacion de varias vias de sefializacion del dano (Reymond et al., 2000;
Rojo et al., 1999; Ryan, 2000) que controlan los cambios en la bioquimica de las plantas
que otorgan resistencia hacia los ataques presentes y futuros en el sitio en donde se produjo

el dafio (respuesta local) y en regiones distantes (respuesta sistémica).

En solanaceas ha sido muy bien descripta la activacion de la via de los
octadecanoides y las respuestas mediadas por acido jasmonico (JA) (ver revisiones de
Ryan, 2000; Gatehouse, 2002; Walling, 2000). En respuesta al dafio mecanico y a los
insectos masticadores se sintetizan una serie de proteinas que han sido clasificadas por
Ryan (2000) de acuerdo a su funcion. Encontramos aqui tres grupos que incluyen: 1)
proteinas antinutricionales, tanto inhibidores de proteinasas insectiles (IPs) y polifenol
oxidasas (PPO), ii) componentes de la via de sefializacion y iii) proteinasas (Tabla 1.1). Se
produce ademas la sintesis de otros genes que cumplen roles distintos a los tres propuestos

pero cuyos roles en la defensa no son demasiado claros (Ryan 2000).

Tabla 1.1: genes que responden en forma sistémica al dafio. Extraido de Ryan (2000).

Genes de defensa Genes de via de sefalizacion Genes de proteasas
Inhibidor de serin proteasas | Prosistemina Aminopeptidasas de leucina
Inhibidor de serin proteasas I1 Lipoxigenasa (LOX) Proteasas de aspartico
Inhibidor de cistein proteasas Alen oxido sintasa (AOS) Proteasas de cisteina
Inhibidor de aspartico proteasas Calmodulina Carboxipeptidasas
Inhibidor de metalo-carboxipeptidasas Poligalacturonasa
Polifenol oxidasa (PPO) ACC sintasa (etileno)

ACC oxidasa (etileno)

NADPH oxidasa

Peroxidasas

Receptor de sistemina
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Los estudios de cinética de activacion de estos genes demuestran que su activacion es
secuencial, rapidamente se observa la activacion de los genes de vias de sefializacion y por
ello son denominados “genes tempranos”, luego se activaran los genes de defensa y de

proteasas, razon por la cual se los denomina “genes tardios” (Ryan 2000)

El dafio producido mecanicamente o por un insecto deriva en la sefial primaria para la
activacion de la via de los octadecanoides; se produce el procesamiento de un precursor de
200 aminoacidos presente en la célula, la prosistemina (McGurl ef al., 1992) a sistemina
(Pearce et al., 1991), atn no se han identificado las enzimas responsables de este
procesamiento. La sistemina, un péptido de 18 aminoacidos, es reconocida por un receptor

de membrana plasmatica (Scheer y Ryan, 1999).

La interaccion de la sistemina con su receptor regula una cascada de eventos
intracelulares que activan a la fosfolipasa A; via una MAP Kinasa (Usami et al., 1995;
Stratmann y Ryan, 1997) liberandose acido linolénico (AL) de la membrana plasmatica. La
sintesis del JA se realiza a partir de AL luego de su liberacion. Tras la accion de la 13-
lipoxigenasa (LOX) y la alen 6xido sintasa (AOS) y la alen 6xido ciclasa se produce acido
oxofitodienoico (por sus siglas en inglés OPDA). La AOS, quien cataliza el paso
intermedio, ha sido sefialada como el punto mas importante de regulacion de la sintesis de
OPDA y de JA (Laudert y Weiler, 1998; Sivasankar et al., 2000). La importancia de estas
dos fitoalexinas en la sintesis de las proteinas defensivas luego de la estimulacion por dafio
ha sido demostrada mediante una mutante de tomate deficiente en esta conversion (def1),
cuya mutacion impide la sintesis de PlIs haciendo a la planta mas suceptible al ataque por

insectos (Howe et al., 1996).

En Arabidopsis se han identificado mutantes deficientes en la percepcion del JA (jinl,
jarl, jard y coil) que presentan problemas en su resistencia a varios patdgenos (Staswick et
al., 1998; Thomma et al., 1998; Vijayan et al., 1998). Recientemente Li y colaboradores
(2002), mediante ensayos de injertos, demostraron que una mutante de tomate (jai-1) es
deficiente en la percepcion del JA, pero aun se desconoce como se realiza la transduccion
de la sefian del JA, probablemente se produzca la activacion de moléculas que reconozcan
especificamente a los jasmonatos y/o al OPDA, sin embargo aun no se ha identificado

ningln tipo de receptor.
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Sin importar como se produzca el reconocimiento de estas moléculas derivadas de
acidos grasos, el resultado es la activacion de la sintesis de los genes de sefalizacion o

“genes tempranos” (Ryan 2000).

El perdxido de hidrogeno

La participacion de las especies reactivas de oxigeno en las respuestas de defensa de
las plantas frente a los patogenos y a la herbivoria se halla muy bien documentada. La
percepcion por la planta de sefiales de avirulencia producidas por un patdégeno genera
rapidamente la produccion de superoxidos y la acumulacion de peroxido de hidrogeno
(H20;) (Lamb y Dixon, 1997). Orozco-Cardenas y colaboradores (1999) mostraron que, en
hojas de tomate, se produce una acumulacion local y sistémica de H,O; en respuesta a la
estimulacion por dafio mecanico, sistemina, polisacaridos y metil jasmonatos (MeJA);
todos estos estimulos son inductores de la poligalacturonasa, enzima regulada por la via de
los octadecanoides (Bergey et al., 1999) y que se encuentra dentro del grupo de genes que
se activan tempranamente dentro del esquema propuesto por Ryan (2000). Estos trabajos
sugieren una relacion causal entre la respuesta al dafo y la generacion de H,O, mediante la

produccion de JA y acido galacturdnico.

El mecanismo de generacion de especies reactivas de oxigeno estaria mediado por la
activacion de una NADPH oxidasa ligada a membrana (Desikan et al., 1996; Keller et al.,
1998) y de acuerdo al modelo propuesto por Orozco-Cardenas y colaboradores (2001) y
resumido en la Fig. 1.2, el H,O, acumulado actuaria como segundo mensajero activador de

la sintesis de los genes de defensa o “genes tardios”.
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Figura 1.2: Diagrama esquematico de las vias de sintesis y sefializacion del acido jasmonico.

Adaptado de Gatehouse (2002).

La via de los fenil propanoides vy las defensas de las plantas

Los fenilpropanoides son productos naturales derivados del aminoacido fenil alanina

por medio de una deaminacion catalizada por la enzima fenil alanina amonio liasa (PAL).

Esta enzima constituye el punto de ramificacion entre el metabolismo primario (via del

Shiquimato) (Herman, 1995) y el secundario (fenilpropanoides) (Harborne, 1988;
Hahlbrock y Scheel, 1989; Lewis y Yamamoto, 1990; Dixon et al., 1992). Varios fenil

propanoides simples se producen a partir del cinamato (producto de la reaccion de la PAL),

como por ejemplo los &cidos p-cumarico, cafeico, ferulico, sinapico y cumarinas simples.

Los acidos libres rara vez se acumulan en altos niveles dentro de las células de las plantas,
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en cambio rapidamente son conjugados con azucares, carbohidratos de pared o con acidos
organicos. Un gran nimero de fenilpropanoides inducidos por estés son derivados del
producto de reaccion de la chalcona sintasa (CHS), éstos incluyen flavonoides, flavonoles,

isoflavonas, isoflavanonas, antocianinas y taninos condensados (Fig. 1.3).

Fotosintesis

!

Acido shiquimico

Y

Acido corismico

Fenilalanina
/ PAL +

Acido cindmico —® Acido p-cumarico ———  » Tetrahidrochalcona

| e

Stilbenos Hidroxicianidinas Antocianinas Dihidroxichalconas
Suberina Chalconas Flavanos
Lignina Auronas Catequinas
Cumarinas Flavonas Biflavonoides
Furanocumarinas Flavonoles Isoflavonoides
Galotaninos Glicoflavonas Proantocianidinas
(taninos hidrolizables) Flavanonas (taninos condensados)

Figura 1.3: Representacion esquematica de la via de sintesis de los fenilpropanoides.

Funciones de los fenilpropanoides inducidos por estrés

Algunos de los fenilpropanoides se sintetizan continuamente en las células y cumplen
funciones tales como componentes de la pared secundaria (Carpita y McCann, 2000), o la
regulacion del transporte de auxinas (Jacobs y Rubery, 1988). Otros en cambio son
sintetizados en respuesta a distintos tipos de estrés (por una revision ver Dixon y Paiva,

1995), algunos de ellos estan ejemplificados en la Fig. 1.4.

La estimulacion por la radiacion UV de la sintesis de flavonoides y especialmente de
antocianinas ha sido estudiada en diferentes sistemas (ver revisiones en Chalker-Scott, 1999

y Harborne y Williams, 2000.
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Se ha documentado que en respuesta al dafio mecénico y la herbivoria se producen
aumentos en los niveles de cumestrol y cumarinas toxicas (Smith, 1982a), también se han
reportado inducciones en acido clorogénico y ésteres de fendlicos unidos a pared que
pueden actuar como defensas directas o servir como precursores de la sintesis de lignina,

suberina y otras barreras polifenolicas (Hahlbrock y Scheel, 1989).

Daiio / herbivoria

Antocian W O 3 Cumarinas
Flavonoides : W, Psoralenos
Esteres de sinapatos Acido clorogénico
Psoralenos Esteres de ferulatos
Lignina
Suberina

Ataque de patégenos

Pterocarpanos I
Isoflavanos N
Stilbenos 7.2
Cumarinas
Furanocumarinas g —
Flavanoles
Isoflavanos

3-deoxiantocianidinas

Figura 1.4: Ejemplos de fenilpropanoides inducidos por estrés (Modificado de Dixon y Paiva,
1995)

Voght y colaboradores observaron que el flavonoide kaempferol se acumula en el
estigma en respuesta a la polinizacion o el dafio y cumple una funcion esencial en fertilidad
de la petunia y postulan que este flavonoide podria prevenir el ingreso de patdégenos durante

la germinacion del tubo polinico que podrian infectar el ovario (Vogt et al., 1994).

En la mayoria de los sistemas estudiados, la induccion de la sintesis de los
fenilpropanoides, bajo condiciones de estrés, es el resultado de la transcripcion aumentada

de los genes de las enzimas clave en su ruta biosintética y en enzimas pertenecientes a vias
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especificas derivadas de ella; algunos ejemplos pueden encontrarse en la respuesta de las
suspensiones celulares de alfalfa (Oommen et al., 1994), perejil (Hahlbrock et al., 1995) y
zanahoria (Glassgen et al., 1998).



CAprITULO [ - OBJETIVOS Q

OBJETIVOS

Sobre la base de los antecedentes presentados en la seccidon anterior, los objetivos
generales de esta tesis fueron:
1) Estudiar los efectos de la radiacion UV-B y del sombreado causado por plantas vecinas
sobre la expresion de mecanismos de defensa en plantas y en las interacciones planta-

insecto.

2) Avanzar en el entendimiento de los mecanismos involucrados en la generacion de los
efectos mencionados.

Las preguntas que buscamos contestar en relacion con los objetivos planteados son:

1.1) ;En condiciones naturales, es el efecto del UV-B sobre la herbivoria dependiente de la
“via de senalizacion del dano”?

1.2) (Afecta el UV-B solar la expresion de genes codificantes para productos de defensa en
condiciones naturales?

1.3) ;Son similares las respuestas desencadenadas por el UV-B y por la herbivoria?

2.1) (Cuales son los efectos del sombreado por plantas vecinas sobre la expresion de
mecanismos de defensa y sobre la calidad del tejido?

2.2) ;Son opuestos los efectos del sombreado y los inducidos por herbivoros?

3.3) (Es el efecto del sombreado dependiente de la calidad de luz?

Los resultados, junto con una definiciéon mas precisa de las preguntas e hipotesis

especificas abordadas, se presentaran en los siguientes capitulos.
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CAPITULO 2

Materiales y métodos Capitulo 3

Material vegetal

Se empled como variedad salvaje Lycopersicon esculentum cv. Castlemart para todos
los experimentos y las mutantes def! (Howe et al., 1996) y jail (Li et al., 2001). Todos los
genotipos fueron colocados sobre papel himedo a germinar en oscuridad a 25 °C. A los tres
dias cuando las raices y el hipocotilo eran visibles se procedi6 a identificar a las mutantes

jail de acuerdo a como se describe en Li L. et al. (2002).

Cultivo de plantas.

Luego del transplante las plantulas se cultivaron durante una semana dentro de un
invernaculo, luego se transfirieron a los sitios en el campo experimental del IFEVA y se
asignaron los tratamientos de UV-B. Las macetas se enterraron en el suelo para facilitar el
riego y evitar el sobrecalentamiento de la region radicular. Hubo tres grupos independientes
de plantas (réplicas). Durante este periodo en el campo (tres semanas), se realizaran dos
fertilizaciones con 0.5 g de N:P:K por maceta y se regd dos veces por dia para mantener el
suelo cerca de la capacidad de campo. Se protegieron las plantas con mallas de tul que

impedian mecanicamente el acceso a los insectos naturales del campo experimental.

Tratamientos de UV-B

En el campo, las plantas se cultivaron en parcelas de 1 x 3 m cubiertas con filtros de
pléstico transparentes (Fig. 2.1). Los filtros eran de dos tipos: poliester transparente (Oeste
Aislante, Buenos Aires; 0.1 mm de espesor), éstos filtran mas del 90% del componente
UV-B de la radiacidn solar (tratamiento de atenuacion del UV-B); y una ldmina de
“Stretch” (Bemis Co., Minneapolis; 0.025 mm de espesor), éstas tienen una transmitancia
muy alta en la region UV-B (tratamiento de UV-B cercano al ambiental). Ambos plasticos
tienen alta transmitancia en las regiones del espectro correspondientes al UV-A y PAR

(para los barridos espectrales y detalles, ver Mazza et al., 2000). Se emplearon tres filtros
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por cada tratamiento experimental. Las exposiciones en el campo se realizaron durante el

verano (Enero a Febrero).

Figura 2.1: Vista de las parcelas de un experimento con tomate a campo, donde se observan los dos
tipos de plasticos (transparentes y opacos a la radiacion UV-B) usados en los ensayos.

Extraccion de ARN e hibridaciones de Northern-Blot

Se pulveriz6 en mortero con nitrogeno liquido 0.5g de tejido congelado. Luego se
agregaron Sml de buffer de extraccion (0.18 M Tris-HCL [pH 8.2], 0.09 M LiCl, 4.5 Mm
EDTA, y 1% [m/v] SDS) y 1.7 ml de fenol acido:cloroformo (5:1 [v:v]). Se homogeneiz6
la suspension y luego se centrifugo6 (12.000g por 20 min a 4° C). Se removid la fase acuosa
y se precipitaron los acidos nucleicos agregando LiCl (concentracion final 2M). Las
muestras se mezclaron bien y los acidos nucleicos se dejaron precipitar durante toda la
noche a 4°C. Luego del paso de precipitacion las muestras fueron centrifugadas (12.000g
por 20 min a 4° C). Se resuspendio el precipitado en 2ml de agua y 200 pl de AcONa
seguido por el agregado de 5.5 ml de etanol 100 % (v/v) y se precipité a —20° C por 2 h. Se
realizé una nueva centrifugacion (12.000g por 20 min a 4° C), y se lavaron los precipitados
con 2 ml de etanol 70 % (v/v) y se centrifugd (12.000g por 20 min a 4° C). Se secaron los

precipitados y se resuspendieron en agua miliQ.
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El ARN total (10-20 pug) se separd en un gel de agarosa 1.4 % (m/v) con
formaldehido y se transfirié a membranas de nylon (Hybond N, Amersham). Las
membranas fueron hibridadas con sonda de PIN 2, marcada con RadPrime DNA labeling
system kit (Gibco-BRL). Las membranas fueron expuestas luego de los lavados
astringentes secuenciales a 65 °C. Se controld que la carga haya sido pareja mediante el
tefiido con bromuro de etidio en la electroforesis. Las cuantificaciones de los niveles de

mRNA se realizaron en relacion con la carga usando el Scion Image Software.

Cuantificaciones de herbivoria natural

Se analiz6 un cultivo de plantas de tomate del genotipo salvaje; éstas plantas fueron
visitadas por una gran variedad de insectos, que incluian insectos chupadores tales como
chinches (Nezara viridula, Hemiptera), mosca blanca (Homoptera: Aleyrodidae); raedores
tales como arafiuela roja (7etranychus sp. Acarina: Tetranychidae), trips (Frankliniella sp.
Thysanoptera: Thripidae); insectos masticadores como langostas (Schistocerca sp.
Orthoptera), pulguilla (Epitrix sp. Coleoptera: Chrysomelidae), orugas de lepidopteros
(Spodoptera eridania, Lepidoptera: Noctuidae) y minadores (Liriomyza sp. Diptera:
Agromyzidae). Las lesiones mas recurrentes y claramente identificables resultaron ser las
provocadas por trips, razon por la cual fueron seleccionadas para caracterizar la intensidad
del ataque de los insectos, se tomaron 5 plantas al azar por tratamiento de UV-B y se contd
el nimero de insectos por hojas, el nimero de foliolos dafiados por planta y se estimé el
dafio producido teniendo en cuenta el porcentaje del area raida. Las mediciones fueron
realizadas al cabo de tres semanas del transplante de los tomates en el campo bajo los

niveles contrastantes de UV-B.

Bioensayos de crecimiento de insectos.

Los bioensayos se realizaron con neonatos de Spodoptera eridania provenientes de
una cria propia originada a partir de ejemplares colectados en el campo experimental del
IFEVA. La identificacion de S. eridania fue realizada por el Dr. Fernando Navarro del
Instituto Superior de Entomologia “Dr. Abraham Willink” (INSUE), Facultad de Ciencias

Naturales e Instituto Miguel Lillo, Universidad Nacional de Tucuman.
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Se colocaron dos larvas neonatas sobre cada una de las plantas de tomate. Las dos
larvas fueron dispuestas en la misma hoja. La mitad de las plantas de cada genotipo habia
recibido UV-B solar por al menos dos semanas antes de que las orugas fuesen colocadas
sobre ellas, y la otra mitad no recibi6 UV-B conformando el grupo de las plantas control. El
tratamiento de UV-B continu6 durante el periodo de alimentacion (1 semana). Para impedir
la exposicion directa de las orugas al UV-B, la hoja huésped de cada planta se encerr6 en
una bolsa de tela de algodon que tenia la parte superior cubierta de papel de aluminio. Estas
bolsas se emplearon tanto en las plantas expuesta al UV-B como en las que no lo fueron.

Las orugas se pesaron al final del experimento.
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Materiales v métodos Capitulo 4

Fuentes de semillas v condiciones de germinacion

Se recogieron las semillas de la planta nativa Nicotiana longiflora Cav. de los
especimenes que crecen cerca del lago La Falda, en el Valle de Punilla (Cérdoba, Argentina
central) y se pusieron a germinar directamente en placas con agar. Las semillas de
Nicotiana attenuata Torr. Ex W. (lineas autofecundadas siete veces a partir de semillas
recolectadas del DI Ranch, Section T40S R19W, Utah) fueron sumergidas por una hora en
una solucidon de GA3 (100 mM) + una solucion de humo (House of Herbs, Passaic, NJ;
Baldwin et al., 1994) y luego colocadas sobre placas de plastico conteniendo agar-agua (0.8
%). Las plantulas se transplantaron a macetas individuales de 0.5 L que contenian suelo

standard.

Cultivo de las plantas en los experimentos de campo

Nuestros experimentos de campo estaban emplazados en el Jardin Boténico Dr.
Miguel Culaciati en Huerta Grande (31° sur, Cordoba, Argentina central, dentro de los 5
km del sitio de recoleccion de las semillas de N. longiflora). Luego del transplante las
plantulas se cultivaron durante una semana dentro de un invernaculo, luego se transfirieron
a los sitios en el campo y se asignaron los tratamientos de UV-B. Las macetas se enterraron
en el suelo para facilitar el riego y evitar el sobrecalentamiento de la region radicular. Hubo
tres grupos independientes de plantas (réplicas). Durante este periodo en el campo (tres
semanas), se realizaron dos fertilizaciones con 0.5 g de N:P:K por maceta y se regd dos
veces por dia para mantener el suelo cerca de la capacidad de campo. Las plantas
experimentales de N. longiflora tenian una apariencia similar a la de sus parientes silvestres

hallados en las 4reas humedas cercanas a los rios o en los campos abandonados.

Cultivo de las plantas para los experimentos de invernadero.

Se cultivaron plantulas (en macetas individuales de 0.5 L.) durante 4 semanas en un
invernadero en Buenos Aires (34° S), recibiendo sélo la radiacion natural, luego se
transfirieron a los tratamientos experimentales de UV-B dentro del mismo invernaculo.

Hubo tres grupos independientes de plantas (réplicas). Durante el periodo en que las plantas
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permanecieron bajo las lamparas de UV-B (tres semanas), se fertilizé una vez con 0.5 g de
N:P:K y se regd diariamente para mantener el suelo cerca de la capacidad de campo. El
pico de PAR en el invernadero fue de 1.400 umol m™ s™'; el fotoperiodo vari6 entre 12.5 y

13.5 h.

Tratamientos de UV-B

En el campo, las plantas se cultivaron en parcelas de 1 x 1.4 m cubiertas con filtros de
plastico transparentes. Los filtros eran de dos tipos: poliester transparente (Oeste Aislante,
Buenos Aires; 0.1 mm de espesor), éstos filtran mas del 90% del componente UV-B de la
radiacion solar (tratamiento de atenuacion del UV-B); y una ldmina de “Stretch” (Bemis
Co., Minneapolis; 0.025 mm de espesor), éstas tienen una transmitancia muy alta en la
region UV-B (tratamiento de UV-B cercano al ambiental). Ambos plasticos tienen alta
transmitancia en las regiones del espectro correspondientes al UV-A y PAR (para los
barridos espectrales y detalles, ver Mazza et al., 2000). Se emplearon tres filtros por cada
tratamiento experimental. Las exposiciones en el campo se realizaron durante el verano
(Enero a Febrero) coincidentemente con el pico de crecimiento en las poblaciones
naturales. Para minimizar la herbivoria natural sobre las plantas experimentales, se

rodearon las parcelas con tul.

En el invernadero, se asignaron al azar las plantas en cada uno de los dos
tratamientos: UV-B ambiental simulado y sin UV-B. La radiacién UV-B se obtuvo con tres
lamparas fluorescentes UV-B 313 (Q-Panel) filtrada a través de una capa de di-acetato de
celulosa (JVC Plastics, Lemirada, CA)de 0.13 mm de espesor para remover los fotones de
UV-C. En el tratamiento sin UV-B, se reemplazd la capa de di-acetato de celulosa por una
hoja de poliester transparente de 0.1 mm de espesor (ésta filtra tanto el UV-C como el UV-
B). El di-acetato de celulosa se reemplazé cada 4 d. Se irradiaron las plantas durante 6 h.
por dia con el periodo de irradiacion centrado en el mediodia solar. La dosis diaria
biologicamente efectiva de UV, calculada el espectro de accion generalizado para plantas
de Caldwell (Caldwell, 1971) normalizado a 300 nm, result6 de 9.9 kj m™. Esta dosis es
comparable con las dosis naturales de UV-B que recibieron las plantas de N longiflora y N.
attenuata reciben en el solsticio de verano en sus areas naturales de distribucion en

Argentina central y en el sudoeste de los Estados Unidos, respectivamente. Sin embargo es
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dificil de establecer una comparacion directa debido a que la salida de nuestras lamparas no
se modul6 para seguir las variaciones naturales del PAR en el invernaculo;
consecuentemente, las relaciones UV-B a PAR probablemente hayan excedido los valores
naturales durante los dias nublados y /o en los extremos del periodo de irradiacion de 6 h.
Una inspeccion de las plantas al final del periodo de irradiacion indico que el tratamiento
resultd efectivo en la induccion significativa de la acumulacion de pigmentos
fotoprotectores que absorben UV en la epidermis sin causar una marcada inhibicion del
crecimiento (18% de reduccion en la altura de la planta; no hubo diferencias obvias en el
area foliar; datos no mostrados). Asi, el tratamiento de UV-B ambiental simulado puede ser

visto como una aproximacion razonable a la exposicion natural al UV-B.

Tratamientos de herbivoria simulada

Para simular el dafio por herbivoria (en los experimentos de microarreglos y de
determinacion de IP), se trataron tres hojas (de la tercera a la quinta) completamente
expandidas de plantas en el estadio de roseta en todos los casos. Se practicaron tres filas de
heridas puntuales con una ruedita metalica a cada lado de la nervadura central y se
colocaron 20 Wl por hoja de una dilucion 1:6 (v/v) de regurgitado de M. sexta recolectado
de orugas del cuarto estadio sobre las heridas recién provocadas (tratamiento de herbivoria

simulada).

Extraccion de ARN

Ver seccion de Materiales y Métodos del Capitulo 3 de esta tesis.

Microarreglos de cADN

El método usado para inmovilizar los genes que responden a M. sexta y a regurgitado
y siete genes control de N. attenuata muy bien caracterizados (I[P, HAPL, PMTI, AOS,
XET, WRKY, laregion 3’ y 5° de LOX) sobre portaobjetos recubiertos de epoxy se describio
en Halitschke et al. (2003). Para cada cADN se sintetizaron por PCR dos fragmentos para
cada hebra, con una modificacion C6 5-aminolink (Sigma-ARK, Darmstadt, Germany). Los
fragmentos con numero par (ver Tabla 1 suplementaria en CD correspondiente a esta tesis)
llevan la modificacion Aminolink en los primers TOP9-22, SMA4-23, o ASV6-22,

mientras que los impares llevan la modificacion en los primers TOP10-24, SMA3-22, o
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ASV5-21. Todas las muestras de cADN, incluyendo los siete genes bien caracterizados
inducibles por M. sexta como controles, se inmovilizaron comercialmente cuatro veces por
Quantifoil Micro Tools GmbH de acuerdo a procedimientos estandar sobre los portaobjetos
usando un robot equipado con seis puntas de impresion (Biorobotics MicroGrid II
Microarrayer: Genemachine, Apogent Discoveries, Hudson, NH). Ademas cada gen estaba
representado en el microarreglo por dos fragmentos de PCR independientes que
subsecuentemente se inmovilizaron en cuadruplicado. Se puede encontrar una lista
completa de las identidades de los productos de PCR inmovilizados en el microarreglo en

Halitschke et al. (2003).

Muestreo, hibridacién del microarreglo, cuantificacion y analisis.

Se cosecharon las tres hojas tratadas de cada planta de los tratamientos de herbivoria
simulada, tres hojas por planta de posiciones nodales equivalentes de cada planta sin dafiar
de los tratamientos de UV-B y tres hojas por plantas de las plantas no danadas de los
tratamientos de UV-B atenuado se cosecharon 24 h. después de aplicar el tratamiento de
herbivoria simulada y se congelaron inmediatamente con nitrogeno liquido. En cada
experimento se emplearon 12 plantas individuales para cada tratamiento (cuatro de cada
parcela replicada), y se agruparon las hojas provenientes de los mismos tratamientos para
realizar las extracciones de ARN. Las muestras de UV-B y las muestras tratadas con
herbivoria simulada se emplearon como tratamiento (Cy3) y las que no recibieron dafio y
las que no fueron expuestas al UV-B se marcaron e hibridaron como controles (Cy5). El
aislamiento del mARN, el marcado, la determinacién de la eficiencia de marcado y la
hibridacion de los microarreglos se realizaron de la forma descripta en Halitschke et al.
(2003). Los microarreglos hibridados se leyeron con un Affymetrix 428 Array Scanner
(Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA). El barrido, andlisis de las imagenes, la correccion del
ruido de fondo, la normalizacion especifica de cada portaobjeto se llevo a cabo de la forma
explicada en Halitschke et al. (2003). Las razones de las fluorescencias normalizadas para
Cy3 y Cy5 de cada mancha individual (ER) y se calcul6 el promedio de las cuatro réplicas
de cada cADN (dos por cada gen, ER1 y ER2). Las transformaciones logaritmicas de los
ERs se sometieron a un test ¢ de Student de una cola contra la hipotesis de no-efectividad

del tratamiento (e.g. ERb=1).
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Nuestro criterio para establecer la significancia en los cambios de expresion para un
gen dado fue: (a) un valor significativo en el test de ¢ Student en la comparacion contra un
ER =1 (n =4 spots replicados; P < 0.05), (b) una desviacion de al menos + 0.25 de ER =1,
y (¢) la verificacion de que los criterios (a) y (b) se cumplieran por los ERs obtenidos para
ambos fragmentos de PCR (e.g. ER1 y ER2). Se emple6 un umbral arbitrario por dos
razones: primero, para dar cuenta de la normalizacion de los errores; y segundo, para dar
cuenta del hecho de que los datos replicados no resultan de hibridaciones repetidas con los
mismos ARNSs sino de sondas inmovilizadas repetidas. Un ER calculado como el promedio
de los ERs replicados y el uso de criterios estadisticos rigurosos para evaluar la varianza
dentro de cada arreglo nos permite bajar los umbrales con este microarreglo de poliepoxido
en comparacion con los microarreglos de poly-Lys empleados en un estudio previo (Hui et
al., 2003). Para evaluar nuestros criterios, se hibridaron dos arreglos con los mismos dos
grupos de cADN (R. Halitschke y I. T. Baldwin, datos no publicados). Encontraron que 210
de 241 genes (87%) tenian la misma regulacion identificados por los criterios descriptos
antes. De los 31 genes que no mostraron regulacion consistente entre las dos hibridaciones
repetidas, 24 tuvieron la misma direccion en el ER promedio, pero no cumplieron con los

requerimientos estadisticos para considerar un cambio significativo.

Determinacion de la actividad de IP

Los tratamientos de UV-B y de herbivoria simulada y los procedimientos de cosecha
se realizaron como ya se describi6 para los experimentos de microarreglos. Los
tratamientos de herbivoria simulada se aplicaron al principio de la tarde, y las hojas se
cosecharon antes y varias veces luego de la estimulacion, fueron congeladas en nitrogeno
liquido. Se realizaron tres réplicas (tres plantas individuales) por tratamiento y por tiempo.
Se determind la actividad de IP en los extractos de hojas usando el método de Jongsma et
al. (Jongsma et al., 1993, Jongsma et al., 1994; van Dam et al., 2001). Los niveles de

proteinas se determinando de acuerdo a Bradford (Bradford, 1976).

Bioensayos de crecimiento de insectos.

Los huevos de M. sexta se obtuvieron del departamento de entomologia de la North
Carolina State University (Raleigh). Se colocaron dos larvas neonatas sobre cada una de las

16 plantas de N. longiflora, y 20 plantas de N. attenuata cultivadas en condiciones de
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invernadero (ver antes). Se colocaron las dos orugas en la misma hoja (cuarta-quinta hoja
completamente expandida de las plantas en estadio de roseta). La mitad de las plantas de
cada especie habia recibido suplementacion con UV-B por al menos dos semanas antes de
que las orugas fuesen colocadas sobre ellas, y la otra mitad no recibié UV-B siendo las
plantas control. El tratamiento de UV-B continué durante el periodo de alimentacion (1
semana). Para impedir la exposicion directa de las orugas al UV-B, la hoja huésped de cada
planta se encerr6 en una bolsa de tela de algodon que tenia la parte superior cubierta de
papel de aluminio. Estas bolsas se emplearon tanto en las plantas expuesta al UV-B como

en las que no lo fueron. Las orugas se pesaron al final del experimento.
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Materiales v métodos Capitulo 5

Cultivo de las plantas

Se cultivaron plantulas (en macetas individuales de 0.5 L.) durante 4 semanas en un
invernadero en Buenos Aires (34° S), recibiendo s6lo la radiacion natural, luego se
transfirieron a los tratamientos experimentales de UV-B dentro del mismo invernaculo.
Hubo tres grupos independientes de plantas (réplicas). Durante el periodo en que las plantas
permanecieron bajo las lamparas de UV-B (tres semanas), se fertilizé una vez con 0.5 g de
N:P:K y se regd diariamente para mantener el suelo cerca de la capacidad de campo. El
pico de PAR en el invernadero fue de 1.400 umol m™ s™';el fotoperiodo varié entre 12.5 y

13.5 h.

Tratamiento de UV-B

Se realizaron de acuerdo a lo detallado en Materiales y Métodos del Capitulo 4

correspondiente a los tratamientos de invernaculo.

Tratamientos de herbivoria simulada

Se realizaron de acuerdo a lo detallado en Materiales y Métodos del Capitulo 4.

Muestreos v extraccion para analisis quimicos

Se cosecharon las hojas dafnadas de las plantas que recibieron herbivoria simulada y
las hojas sin dafar de los controles respectivos correspondientes a posiciones nodales
equivalentes. Las hojas fueron divididas en mitades y la nervadura central fue removida. El

tejido fue inmediatamente congelado en nitrégeno liquido.

El material vegetal fue pulverizado en nitrégeno liquido y colocado en un tubo de
centrifuga. Las muestras se extrajeron agitando vigorosamente durante dos horas con 1.5
mL de MeOh acuoso 40 % conteniendo 0.5 % de 4cido acético. Luego de la centrifugacion
(12 min, 13.000 r.p.m.) se recuperd el sobrenadante y fue empleado para la determinacion

de los compuestos fendlicos.



CAPITULO 2 - MATERIALES Y METODOS 32

Mediciones por HPLC v espectrometria de masas.

La separacion e identificacion de los compuestos se realizé de acuerdo a Roda et al.

(Roda et al., 2003).

Se registr6 el espectro de masas ESI positivo y la fragmentacion de los compuestos
llevé a la determinacion de la estructura de la dicafeilespermidina, para el 4cido
clorogénico y rutina, ademds se compararon los tiempos de retencion y los espectros UV

determinados por Keindnen et al. (Keinédnen et al., 2001).
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Materiales v Métodos Capitulo 6

Cultivo de plantas y disefio experimental

Se obtuvieron semillas de Nicotiana Longiflora a partir de poblaciones salvajes que
crecian cerca del lago La Falda, en el Valle de Punilla (Cérdoba, Argentina central). Las
semillas fueron puestas a germinar en placas de agar (0.8% W/W), bajo luz blanca. Se
transfirieron las plantas de una semana de edad a macetas de 1.5 L conteniendo una mezcla
de suelo estandar y perlita (3:1). Las plantas fueron cultivadas en invernadero durante

cuatro semanas. Luego fueron transferidas a los tratamientos luminicos correspondientes.

Para la mayoria de las determinaciones, se uso un disefio experimental factorial, con
dos niveles del factor “Luz” (Ambiente y RL, ver mas abajo) y dos niveles del factor

“Herbivoria simulada” (Dafio + Regurgitado y control, ver mas adelante).

Tratamientos luminicos

Las plantas fueron mantenidas en el invernadero con luz natural ambiental. Fueron
alineadas frente a un banco de ldmparas incandescentes (se colocaron recipientes de vidrio
abiertos conteniendo agua para absorber el calor proveniente de las ldmparas). Frente a las
lamparas se colocaron filtros opacos (tratamiento Ambiente) o bien una combinacion de
filtros de acrilico azules y rojos (2 mm cada uno, Paolini 2031, Buenos Aires, Argentina)
para el tratamiento de radiacion RL suplementaria (tratamiento RL) (Fig. 6.1A). Los
arreglos de lamparas fueron efectivos en modular las relaciones R:RL (Fig. 6.1B). Se us6
un radiometro Skye SKR100/SKR110 (Skye Instruments, Ltd., UK) para medir las
relaciones R:RL. No se registraron diferencias en la temperatura del aire asociadas a los
tratamientos luminicos. La eficiencia de los tratamientos luminosos se estim6 midiendo los

angulos de las hojas (Fig. 6.1A y Fig. 6.1C).

Tratamientos de herbivoria simulada

Se realizaron de la misma forma que en la seccion Materiales y Métodos

correspondiente al Capitulo 4 de la presente tesis.
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Bioensayos de crecimiento de insectos

Se obtuvieron larvas de Manduca sexta de poblaciones naturales del campo
experimental del IFEVA. La colonia fue mantenida en dieta artificial. Para los bioensayos
se colocaron tres neonatos en las plantas provenientes de los dos tratamientos (seis plantas
por tratamiento); se midid la ganancia de peso luego de seis dias de alimentacion continua

sobre las plantas que continuaban recibiendo los tratamientos luminicos.

Muestreos para analisis quimicos

Se tomaron muestras de discos de hoja (28 mm” cada uno) de las cuatro
combinaciones de tratamientos (12 dias bajo los tratamientos luminicos y cuatro dias
después del tratamiento de herbivoria simulada) para la medicion de los compuestos
fenolicos totales (Asos). El tejido remanente de las hojas se dividi6 en dos mitades y se
congeld inmediatamente en nitrogeno liquido. Una mitad se usé para las determinaciones
de fenolicos por HPLC, mientras que la otra mitad fue empleada para las determinaciones

de carbono y nitrdégeno.

Determinaciones de Compuestos Fendlicos

El grueso de los fendlicos se estimo6 a partir de su absorbancia a 305 nm en extractos
metanolicos acidificados. Cada disco de hoja se extrajo durante tres dias en 1.4 mL de

metanol:HCI (99:1) a —20 °C. Se midi6 la absorbancia de los extractos crudos.

La extraccion de los compuestos fenolicos para los andlisis de HPLC se realiz6 de
acuerdo a Keinénen et al. (2001). La separacion e identificacion de los compuestos se
realizd de acuerdo a Roda ef al. (2003). La confirmacién de los compuestos rutina y acido
clorogénico se obtuvo comparando los tiempos de retencion y el espectro UV de
compuestos de referencia puros (Sigma). A través del espectro de masas ESI positivo de
uno de los picos y su patron de fragmentacion se determind que el compuesto es un

conjugado del kaempferol.

Determinaciones de Carbono v Nitrégeno

Las concentraciones totales de Carbono ( C ) y Nitrégeno (N) del material vegetal se
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determinaron por combustion seca de Dumas (Sollins et al., 1999), usando un
analizador elemental Carlo-Erba (CE Elantech NC 2100, ThermoQuest, Italia, Milano).
Antes del analisis las muestras fueron secadas a 60°C durante 48 h y fueron molidas

finamente para que pasen por un tamiz de 40 micrones.

Determinaciones de Actividad de IP

Se realizaron de la misma forma que la descripta en Materiales y Métodos

correspondiente al Capitulo 4.

Extracciones de RNA

Fueron realizadas de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos correspondiente

al Capitulo 3.

Muestreo, hibridacién del microarreglo, cuantificacion vy andlisis.

Se cosecharon hojas de 10 plantas que recibieron radiacion RL suplementaria y de 10
plantas control ubicadas en posiciones nodales equivalentes a las del experimento de
herbivoria. La cosecha se realizo a los seis dias de iniciado el tratamiento luminoso. En un
experimento independiente se cosecharon las dos hojas tratadas de cada planta de los
tratamientos de herbivoria simulada, dos hojas por planta de posiciones nodales
equivalentes de cada planta sin dafiar. La cosecha se realiz6 a las 24 hs. de la aplicacion del

tratamiento de herbivoria simulada. Se emplearon 12 plantas por tratamiento.

Luego de cosechadas las hojas de cada tratamiento se congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido. Para las extracciones de ARN se agruparon todas las hojas provenientes
del mismo tratamiento. Las muestras de RL y de herbivoria simulada se emplearon como
tratamiento, siendo marcadas con Cy3 y los controles respectivos se marcaron con Cy5. El
aislamiento del mRNA, el marcado, la determinacion de la eficiencia de marcado y la
hibridacion de los microarreglos se realizaron como se describi6 en Halitschke ef al.
(2003). La seleccion de genes, el disefio de los arreglos y los criterios para considerar a un

gen como regulado se describen en Heidel y Baldwin (Heidel y Baldwin, 2004).
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CAPITULO 3

Introduccion

La radiacion UV-B solar puede tener multiples efectos sobre las plantas y
ecosistemas terrestres (Caldwell ef al., 2003). Estudios de campo han mostrado que una de
las influencias mas notorias del UV-B solar se da en el plano de las interacciones entre
plantas e insectos. Las plantas que crecen expuestas al UV-B solar son frecuentemente
menos atacadas por insectos masticadores que las que crecen bajo niveles atenuados de
UV-B, habiéndose documentado efectos similares en ecosistemas nativos de Tierra del
Fuego (Rousseaux et al., 1998 Rousseaux et al., 2001) y en cultivos de diversas especies en
Buenos Aires (Ballar¢ ef al., 1996; Mazza et al., 1999a; Zavala et al., 2001). Otros autores
han detectado efectos comparables del UV-B solar en sistemas acuaticos (i.g., Bothwell et

al., 1994; Williamson et al., 1994; Helbling y Zagarese, 2003).

La influencia del UV-B solar reduciendo los niveles de herbivoria por insectos
masticadores podria estar causada al menos por dos tipos de mecanismos: (1) efectos
directos del UV-B solar sobre la biologia o conducta de los insectos, y (2), efectos del UV-
B solar sobre atributos de las plantas, que indirectamente afectan la conducta o crecimiento
de los insectos. Existen evidencias que demuestran que los efectos directos juegan un rol en
condiciones naturales (Bothwell et al., 1994; Mazza et al., 1999b; Mazza et al., 2002). Por
otro lado, la existencia de efectos indirectos también ha sido documentada a través de
bioensayos en los que se emplearon plantas tratadas con o sin UV-B como fuente de
alimento para distintas especies de insectos masticadores. En experimentos en los que se
emplearon fuentes artificiales de UV-B para irradiar las plantas, se han observado efectos
positivos y negativos del tratamiento UV-B sobre el crecimiento de los insectos (e.g.,
Hatcher y Paul, 1994; McCloud y Berenbaum, 1994). En los experimentos en los que se
estudio la influencia del UV-B solar, los resultados han mostrado efectos
predominantemente negativos del UV-B solar sobre la intensidad de la herbivoria (Ballaré
et al., 1996; Rousseaux et al., 1998; Mazza et al., 1999b) y el ritmo de crecimiento de los

insectos (Zavala et al., 2001).
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La naturaleza de los cambios que el UV-B solar induce en las plantas y que a su vez
afectan a los insectos es por el momento desconocida. En algunos casos se ha atribuido el
efecto negativo del UV-B sobre el crecimiento de los insectos a una potenciacion en la
acumulacién de furanocumarinas (McCloud y Berenbaum, 1994). Sin embargo, esta
explicacion seria aplicable solamente a aquellas especies de plantas capaces de producir
estas fototoxinas. También se ha especulado con la idea de que cambios en el contenido de
N de las hojas, causados por la exposicion al UV-B, podrian jugar algtn rol (Hatcher y
Paul, 1994). Esta explicacion tampoco podria generalizarse ya que el nivel de N foliar es
poco afectado por dosis naturales de UV-B. Estudios mas recientes con cultivos celulares y
plantulas de tomate han mostrado que el UV, al menos en dosis elevadas, puede promover
la expresion de genes de inhibidores de proteinasas insectiles (IPs) (Conconi et al., 1996;
Stratmann et al., 2000). Estos inhibidores son normalmente sintetizados por las plantas en
respuesta al ataque de insectos a través de una cadena de sefalizacion que involucra al
acido jasmonico (JA, por sus siglas en inglés) (Ryan, 2000). Los IPs tendrian por funcion
inhibir las proteasas digestivas de los insectos, reduciendo el ritmo de crecimiento y
aumentando la mortalidad de los animales. Estos resultados sugieren que una de las
acciones del UV-B seria la de potenciar mecanismos de defensa que son normalmente
activados por el dafio mecanico y por estimulantes insectiles. No se cuenta por el momento
con resultados de experimentos de campo que permitan evaluar el significado de estos
mecanismos en condiciones naturales, y tampoco est4 claro en qué punto/s se producen las
interacciones entre las cadenas de sefalizacion disparadas por el ataque de insectos y las

activadas en respuesta al UV-B.

Los experimentos de campo que se detallan en la seccion siguiente fueron disenados
para evaluar el impacto del UV-B sobre el crecimiento de un insecto masticador en un
cultivo de tomate. El tomate (Lycopersicon esculentum) resulta un modelo interesante
porque se dispone de mutantes deficientes tanto en la biosintesis (def1) (Lightner et al.,
1993; Howe et al., 1996) como en la percepcion (jail) (Li et al., 2001) de JA. La mutante
def1 sintetiza pocas cantidades de JA, pero algunas veces esto alcanza para observar una
acumulacion pequena de proteinas de defensa (Ryan y Pearce, 1998), mientras que en la
mutante jail es incapaz de sintetizarlas (Li ef al., 2001). La variedad salvaje (Castlemart)

utilizada en estos experimentos es la linea madre de los mutantes mencionados.
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Los Materiales y Métodos empleados en esta seccion se describen en detalle en la

seccion de Materiales y Métodos correspondientes al Capitulo 3.

Resultados

El UV-B solar reduce la incidencia de la herbivoria de insectos en plantas de tomate

cultivadas en el campo

En el campo experimental del IFEV A, establecimos un cultivo de tomate del tipo
salvaje (Castlemart), en parcelas replicadas con niveles de UV-B cercanos a los
ambientales (tratamiento UV-B +) o con el componente UV-B de la radiacion solar
excluido por filtros especiales (tratamiento UV-B -, por detalles ver Materiales y Métodos).
Las plantas fueron naturalmente colonizadas por los insectos que normalmente se
encuentran en la zona. De las especies encontradas sobre las plantas de tomate (ver
Materiales y Métodos) decidimos tomar a los trips (Frankliniella sp. Thysanoptera:
Thripidae) como organismo de estudio debido a su ubicuidad y el dafio caracteristico que
provocan en las hojas. Se conté el nimero de insectos y se estimo el dafio que éstos
provocaron. La densidad de trips resulté menor en las plantas que recibieron radiaciéon UV-
B solar que en las plantas en donde el componente UV-B de la radiacion solar fue excluido
(Fig. 3.1A). En experimentos realizados con otro género de trips (Caliothrips phaseoli,
Thysanoptera: Thripidae) se mostré que éstos insectos son capaces de percibir la radiacion
UV-B y reaccionar comportamentalmente evitando los sitios expuestos a este tipo de
radiacion (Mazza et al., 2000). Es interesante notar que en nuestro sistema, estudiando otro
género de trips, observamos una preferencia marcada por los ambientes en donde el UV-B
no esta presente. Por nuestro disefio experimental no nos fue posible discriminar si el efecto
sobre la conducta de los insectos estuvo dominado por la percepcion directa del UV-B, o
por los cambios experimentados por la planta en respuesta a la radiacion. El nimero de
foliolos danados (Fig. 3.1B) y el area consumida (Fig. 3.1C) resultaron mayores en las
plantas que recibieron radiacion solar con el componete UV-B atenuado. Los resultados

obtenidos que muestran que el UV-B solar puede reducir la herbivoria en tomate
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concuerdan con los publicados para otras especies vegetales (Ballaré et al., 1996; Mazza et

al., 1999).
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Figura 3.1: Efecto del UV-B solar en plantas del genotipo salvaje sobre A) comportamiento de los
trips, B) distribucion del dafio en la planta, y C) consumo de tejido.

El1 UV-B solar afecta el crecimiento de las orugas de Spodoptera eridania en el campo

Disefiamos un bioensayo con el proposito de estudiar si el UV-B puede afectar el
crecimiento de insectos masticadores. Cultivamos plantas de tomate de la variedad salvaje
en el campo de la misma forma que la descripta en la seccion anterior. Colocamos dos
orugas neonatas sobre una hoja de cada planta de los dos tratamientos luminicos. Cubrimos
la hoja con una bolsa de tela (por detalles ver Materiales y Métodos) para evitar los efectos
directos que pudiese tener la radiacion UV-B sobre los insectos. Al cabo de siete dias las
orugas fueron pesadas. La figura 3.2 muestra que el crecimiento de S. eridania se ve

retardado cuando las orugas se alimentan con plantas que han sido expuestas al UV-B solar.
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Figura 3.2: Efecto del UV-B solar sobre el crecimiento de S. eridania en el genotipo salvaje.
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El1 UV-B solar incrementa las respuestas de defensa dependientes de JA

Algunos experimentos de laboratorio indican que las dosis altas de UV-B pueden
activar componentes de la via de sefializacion de la sistemina, llevando a la expresion
incrementada de los IPs inducibles por dafio (Stratmann et al., 2000). Examinamos
entonces los efectos de la herbivoria y del UV-B solar sobre la acumulacion de los
transcriptos de IP. En las plantas salvajes, los niveles de mRNA de IP se vieron fuertemente
aumentados por la alimentacion de S. eridania (Fig. 3.3). E1 UV-B no pudo provocar esta
respuesta por si mismo, pero se observo un efecto sinérgico cuando se aplicod
concomitantemente con la alimentacion de S. eridania (Fig. 3.3). El efecto del UV-B
potenciando la respuesta de dafio se pudo detectar en dos de tres experimentos realizados
(experimentos #1 y #2), mientras que en el experimento restante (experimento #3) el UV-B

caus6 una disminucién marginal en la acumulacién del mRNA de IP II (Fig. 3.3).

Castlemart Defl
UV-B- UV-B+ UV—B- UV—B+

Se Se

ECECEEER
IEIDIHIE

Experimento #2  Experimento #1

Experimento #3

Figura 3.3: Efecto de la herbivoria y la radiaciéon UV-B sobre la expresion de mensajeros de IP 11
en plantas de tomate del genotipo salvaje y del mutante defI. Se: herbivoria por S. eridania; C:
control.
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En algunos de los experimentos realizados detectamos la presencia de niveles muy
reducidos del mensajero de IP II en la mutante def] en respuesta a la herbivoria, en donde

se observa también la potenciacion por UV-B.

DEF1 vy JAIl son esenciales para la expresion del efecto antiherbivoro del UV-B

La observacion de que la exposicion de las plantas al UV-B solar potencia la
expresion del gen de IP II podria proveer una explicacion funcional para el efecto
antiherbivoro del UV-B. Los experimentos mostrados en la figura 3.3 sefialan que la
mutante def! es capaz de sintezar mensajeros de IP II en respuesta a la herbivoria y, al igual
que en las plantas salvajes, el UV-B potencia la acumulacién de mensajero de IP II. La
mutante jail no sintetiza mensajeros de IP en respuesta a la herbivoria o a la radiaciéon UV-
B (datos no mostrados). El hecho de que la mutante defI retenga en parte su capacidad de
responder a la herbivoria y al UV-B, podria estar implicando que los bajos niveles
remanentes de JA en esta planta sean suficientes para sefalizar la induccién de mensajeros
de proteinas defensivas. Otra posibilidad es que el efecto del UV-B sea canalizado por otra
via. Pusimos a prueba esta hipdtesis mediante un bioensayo del mismo tipo del que se
describio anteriormente. Empleamos el genotipo salvaje, la mutante def1 y la mutante jail.
El crecimiento de las orugas fue mas rapido cuando las orugas se alimentaron con plantas
defl y jail que cuando lo hicieron con plantas salvajes, confirmando el rol fundamental de

las defensas dependientes de JA en el control de la herbivoria de insectos (Fig. 3.4).
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El efecto del UV-B disminuyendo el crecimiento de las orugas puede verse
claramente en el genotipo salvaje; mientras que en la mutante defI este efecto es menos

marcado y en la mutante jail desaparece por completo (Fig. 3.4).

Cuantificamos los niveles de mensajeros de IP II presentes en cada genotipo en
respuesta a los tratamientos de herbivoria y UV-B y realizamos una correlacion con el peso
ganado por las larvas de S. eridania. El resultado, que se grafica en la figura 3.5, muestra
que a medida que aumenta la concentracion de mensajeros de IP II disminuye la ganancia
de peso obtenida por S. eridania. Estos hallazgos estarian indicando que el UV-B podria

estar actuando a través de la via de defensa dependiente de jasmonico.
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Figura 2.5: Correlacion entre los niveles de mRNA de IP Il y el crecimiento de orugas de S.
eridania. Las letras a, b y ¢ representan los valores obtenidos para jail, defl y el genotipo salvaje
respectivamente.

Conclusiones

Los resultados de los experimentos mostrados en este capitulo sugieren que la
exposicion de las plantas al UV-B solar reduce la herbivoria por insectos. En los ensayos
aqui presentados se puede ver que cuando los insectos pueden moverse libremente, como
fue el caso de los trips, eligen las plantas protegidas del componente UV-B de la radiacion

solar. En los experimentos manipulativos realizados con S. eridania documentamos que,
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cuando las plantas de tomate fueron expuestas al UV-B solar, el crecimiento de las larvas se
vio retrasado. Este efecto, aunque de manera menos notoria, se mantuvo en la mutante def1
y se perdid por completo en la mutante jail. Estos resultados sugieren que el la accion
antiherbivoro del UV-B estaria mediada por la via de defensa dependiente del JA. El
mecanismo mediante el cual el UV-B estaria ejerciendo su efecto seria mediante la

potenciacion de la expresion de proteinas defensivas desencadenada por la herbivoria.
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CAPITULO 4

Introduccion

El UV-B induce respuestas multiples en las plantas terrestres. Estas respuestas se
estudiaron usando una variedad de aproximaciones experimentales, desde experimentos en
ambientes controlados hasta ensayos a gran escala en campo, cubriendo un amplio espectro

de escalas, desde el nivel molecular hasta procesos a nivel del ecosistema.

La naturaleza de estos cambios es desconocida. En bioensayos funcionales se
detectaron efectos significativos del UV-B sobre la calidad de los tejidos de las plantas en
ausencia de cualquier efecto del UV-B sobre el crecimiento general de la planta, en el
nitrogeno total (N), en el grosor del tejido, o en el contenido de lignina (Ballaré¢ et al., 1999;

Zavalaet al., 2001).

Las plantas a menudo activan una bateria de mecanismos de defensa en respuesta al
ataque por herbivoros, las que aumentan sus posibilidades de sobrevivir futuros ataques por
la misma o por otra especie de herbivoros (Karban y Baldwin, 1997). Las moléculas usadas
en la defensa de las plantas varian ampliamente entre los distintos taxones de plantas pero
frecuentemente incluyen compuestos secundarios tales como los fenilpropanoides,
alcaloides, terpenos y proteinas de defensa tales como los inhibidores de proteinasas (PIs;
ver revision de Gatehouse, 2002). Se sabe que las oxilipinas, incluyendo al 4cido jasménico
(JA), producidas a través de la via de los octadecanoides (Weber, 2002), juegan un papel
central como moléculas de sefializacion mediadoras de las respuestas de la planta a los
insectos herbivoros, incluyendo la produccion de IP y de metabolitos secundarios
relacionados con defensa (Ryan, 2000; Walling, 2000; Gatehouse, 2002). Resulta
interesante que, los estudios en ambientes controlados con Arabidopsis mostraron que el
UV-B provisto contra un fondo de bajo PAR (aproximadamente 1:10 del solar), puede
desencadenar la acumulacion de JA (A.-H.-Mackerness ef al., 1999b). En tomate
(Lycopersicon esculentum), los tratamientos de UV-B no aumentan los niveles de JA
(Stratmann et al., 2000), pero si se reportd la acumulacion de IP en respuestas a

tratamientos con UV-C germicida (Conconi ef al., 1996). Stratmann y colaboradores.
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(2000) concluyeron que en tomate los tratamientos con UV-B/A no inducen IP por si

mismos, pero pueden incrementar la induccion de IP producida por el dafio mecanico.

Quisimos determinar si los efectos del UV-B solar sobre la resistencia de plantas
cultivadas en el campo estan mediadas por la estimulacion de respuestas de defensa
similares a las inducidas por el ataque de un insecto. Como primera aproximacion en esta
direccion, intentamos identificar los genes involucrados en la respuesta de plantas de
Nicotiana longiflora cultivadas en el campo al UV-B solar usando microarreglos de ADN
disefiados especialmente, que contenian aproximadamente 250 genes de los cuales se sabe
que son regulados en respuesta al ataque por larvas masticadoras de Manduca sexta
(Halitschke et al., 2003). En principio estudiamos las diferencias transcripcionales entre las
plantas expuestas al UV-B ambiental y las plantas que crecieron bajo filtros que atentian
selectivamente el componente UV-B de la radiacion solar. Luego comparamos la respuesta
transcripcional al UV-B con la provocada por un tratamiento que simulaba la herbivoria por

M. sexta.

Resultados

Disefio experimental v aplicacidén de un microarreglo de cDNA para estudiar los impactos

del UV-B sobre genes relacionados con defensa.

El método usado para fijar los fragmentos de PCR de los genes de N. attenuata que
responden al ataque de insectos sobre portaobjetos cubiertos de epoxy fue descripto en

Halitschke et al. (2003).

Los microarreglos contenian genes de N. attenuata conocidos por su expresion
diferencial en respuesta a: (a) la herbivoria por M. sexta (plantas atacadas por M. sexta
versus controles intactos, cosechados 24 hs. después del comienzo de la ingesta)
identificados por “differential display reverse transcription-PCR” y por la técnica de
hibridacion substractiva (Hermsmeier ef al., 2001; Hui et al., 2003), y (b) secreciones
orales de M. sexta y regurgitados (heridas tratadas con regurgitado versus un control
dafiado, cosechados 24 hs. luego de la produccién del dafio) por analisis de cDNA
amplified fragment lenght polymorphism (Halitschke et al., 2003). Ademas los

microarreglos contenian sondas para genes controles muy bien caracterizados para N.
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attenuata implicados en la defensa de la planta: /P (inhibidor de serin proteinasas), HPL
(hidroperoxido liasa), PMT1 (putrescina metil transferasa), 4OS (alen 6xido sintasa), XET -
B1 (xiloglucano endo-transglicosilasa B1), y WRKY-2 (factor de transcripcion WRKY;
Halitschke et al., 2003). Estudios independientes de estos microarreglos que comparaban el
efecto del dafio versus dafio + regurgitado (Halitschke et al., 2003) y plantas atacadas por
M. sexta versus plantas intactas (Voelckel y Baldwin, 2003) mostraron que los patrones de
expresion de los genes son altamente consistentes con los detectados usando otras técnicas

de expresion diferencial, estableciendo de esta manera la confiabilidad del sistema.

Para nuestros experimentos de campo, usamos plantas de cinco semanas de edad de
N. longiflora, una especie salvaje nativa de la region central de Argentina que esta
emparentada con N. attenuata. Se cultivaron las plantas en parcelas replicadas durante 3
semanas en un sitio de estudio en Cordoba, bajo radiacion UV-B solar cercana a la
ambiental o atenuada (ver en materiales y métodos la descripcion completa del disefio
experimental y las condiciones de cultivo). En el momento de la cosecha las plantas estaban
aun en el estadio de roseta, y no se observaron diferencias entre los tratamientos de UV-B
sobre el crecimiento y morfologia de las plantas, estas observaciones son consistentes con
los resultados obtenidos en el campo para otras especies de Solanaceas expuestas por
periodos cortos a tratamientos de UV-B similares (Ballaré et al., 1996). La mitad de las
plantas se expusieron a un tratamiento de herbivoria simulada, en el cual las hojas se
dafaron y las heridas se trataron con regurgitado de M. sexta. Se sabe que este tratamiento
(por detalles ver materiales y métodos) provoca respuestas transcripcionales que son
similares a las inducidas por la herbivoria de M. sexta (Hermsmeier et al., 2001; Schittko et
al.,2001). Se cosecharon muestras de hojas a las 24 hs del tratamiento de herbivoria

simulada.

El UV-B solar regula negativamente la expresion de varios genes fotosintéticos v regula

positivamente la expresion de genes implicados en respuestas de defensa bioticas.

De los 241 genes que responden a M. sexta, regurgitado y controles incluidos en el
microarreglo, 48 revelaron una expresion diferencial en respuesta al UV-B solar en las
plantas de N. longiflora que crecieron en el campo (Fig. 4.1; Tabla 4.1). Los genes incluidos

en el arreglo se agruparon en grupos funcionales basados en la funcién conocida o deducida
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Tabla I: Resumen de los efectos significativos de la exposicion al UV-B solar sobre la expresion de genes en N. longiflora (ver

Materiales y Métodos por una explicacion de los criterios usados para obtener la significancia de los cambios en la expresion). En breve,
se muestra el promedio de las relaciones de expresion obtenidas con las dos sondas para cada gen. La lista completa esta disponible como
Tabla adicional disponible en la version electronica de esta tesis.

ID # Descripcion (nombre o similaridad de secuencia) Clon # de Acceso Media
Fotosintesis
1406/7 L. esculentum [hbC1 gen para LHCII tipo III 61 1 AW191826 0.55
1414/5 N. silvestris mRNA para la subunidad de la ribulosa bisfosfate carboxilasa 64 7 AW191829 0.61
1548/9 H. brasiliensis latex plastidic aldolase-like protein mRNA RE234 CA591767 0.68
1552/3 N. tabacum photosystem II oxygen evolving complex 23 kDa polypeptide RE283 CA591769 1.80
1562/3 S. oleracea mRNA for 6.1 kDa polypeptide of photosystem II RNO032 CA591774 0.65
1584/5 Tobacco ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase small subunit pseudogene RF071 CA591784 0.55
1608/9 N. tabacum photosystem II (NtPII10/ 11) DH108 CA591793 0.51
1612/3 Tobacco ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase small subunit pseudogene DHI120 CAS591795 0.52
1615 N. tabacum GapC mRNA for glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase DH123 CA591796 0.64
Metabolismo del nitrégeno
2400/1 S. oleracea ferredoxin-dependent glutamate synthase precursor 552 AW191824 1.87
2403 N. plumbaginifolia molybdopterin synthase sulphurylase gene 557 AW191825 1.38
2560/1 L. esculentum mRNA for beta-alanine synthase RNO21 CA591773 0.71
Metabolismo de carbohidratos y pared celular
3446/7 L. esculentum xyloglucan endo-transglycosylase Bl mRNA (XET) RB271 CAS591719 1.28
Transporte de membrana
4774/5 P. sativum mRNA for pore protein DH47 CA591865 0.60
Factores de transcripcion
5556/7 N. tabacum mRNA for transcription factor NtWRKY2 RE322 CA591771 1.90
5678/9 N. attenuata WRKY (NtWRKY?2) WRKY CA591771 2.20
Sintesis de oxilipinas
8382 N. attenuata (DIOX_NICAT) pathogen-inducible alpha-dioxygenase DH54 CA591872 1.45
8668/9 N. attenuata HPL HPL AJ414400 1.53
8672/3 N. attenuata LOX LOX AY184822 232
8674/5 N. attenuata AOS AOS AJ295274 1.72
Inhibidores de proteinasas
9666/7 N. attenuata proteinase inhibitor (IP) 1P AY184823 0.60
Genes de respuesta a patdgenos
10652/3 N. tabacum gene for basic form of pathogenesis-related protein DHO099 CA591812 0.41
Genes de respuesta a M. sexta de funcion desconocida
11330/1 C.annuum (Yolo Wonder) Sn-1 gene 61 AWI191805 1.39
11340/1 unknown 11_1/5 AW191807 1.33
11398/9 unknown 54 4 0.64
11426/7 unknown 75_7 1.32
11450/1 unknown RB332 1.63
11496/7 unknown RC131 1.57
11500/1 unknown RC173 1.77
11518/9 unknown RD105 1.33
11524/5 unknown RD151 0.66
11534/5 unknown RE065 1.32
11544/5 unknown RE214 1.47
11590/1 unknown RF101 0.73
11616/7 unknown DH135 1.36
11620/1 A. thaliana putative 60S ribosomal protein (At3g49910) mRNA DH138 0.60
Genes de respuesta a regurgitado de funcion desconocida
12730/1 N. tabacum mRNA C-7 DH25 CAS591843 1.35
12736/7 unknown DH28 1.91
12750/1 unknown DH35 0.64
12776/7 N. tabacum chloroplast genome DNA DH48 CA591866 1.81
12786/7 unknown DHS53 0.59
12798/9 unknown DH59 0.72
Otros
13412/3 M. zapota 18S ribosomal RNA gene 64_4 AW191828 1.32
13464/5 N. aromaticivorans Saro_115 RB493 CA591728 2.07
13582/3 Smilax bona-nox large subunit ribosomal RNA gene RF064 CA591783 1.41
13626/7 Tobacco RNA-binding glycine-rich protein (RGP-1a) mRNA DH162 CA591801 0.62
13656/7 N. tabacum GTP-binding protein (Ran-A1) mRNA DHI124 CA591814 0.70
13728/9 N. tabacum chloroplast genome DNA DH24 CAS591842 1.51
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Figura 4.1: Efecto de la exposicion cronica al UV-B ambiental sobre la abundancia de transcriptos
de los genes que responden a insectos en plantas de N. longiflora. La relacion de expresion (RE)
indica la abundancia de transcriptos en el tratamiento de UV-B cercano al ambiental relativo al
tratamiento de UV-B atenuado. Los genes incluidos en el chip se agruparon en 13 grupos
funcionales de acuerdo a la supuesta funcion del producto del gen. Para una lista de los genes que
responden a UV-B, ver Tabla I. La lista completa de las respuestas de los genes incluidos en el
arreglo estéd disponible como Tabla Suplementaria I en la version electronica de esta tesis.

de sus productos. Para muchas de las secuencias incluidas no hay informacién funcional
disponible mas que la abundancia de sus transcriptos esta regulada en respuesta a la
herbivoria por M. sexta o por el tratamiento de regurgitado; consecuentemente, es probable
que cumplan algun papel en la reconfiguracion metabdlica luego del ataque por un insecto.
Estos genes se incluyeron en dos categorias separadas: genes que responden a M. sexta'y

que responden a regurgitado (por detalles ver materiales y métodos).
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Las respuestas de expresion mas consistentes en respuesta al UV-B solar se
encontraron en el grupo de genes relacionados con fotosintesis y el metabolismo de acidos
grasos (Fig. 4.1; Tabla 4.1). La mayoria de las sondas incluidas en el arreglo para los genes
que codifican para componentes del aparato fotosintético mostraron una abundancia
reducida de transcriptos en las plantas cronicamente expuestas al UV-B solar respecto de
las plantas control. Entre estos genes se encuentran algunas enzimas del ciclo de Calvin,
tales como la subunidad pequeiia de la Rubisco, y algunos genes que codifican para
polipéptidos del PSII (por ejemplo genes con similaridad al gen /AbC1 tipo III de tomate, al
polipéptido de 6.1 kD de espinaca, y el NtPII10). Es interesante remarcar que uno de los
genes relacionado con fotosintesis, que codifica para un polipéptido de 23-kD del PSII-O,
evolving complex se reguld positivamente en las plantas expuestas al UV-B ambiental

(Tabla 4.1).

En contraposicion a la respuesta mostrada por los transcriptos relacionados con
fotosintesis, la mayoria de las sondas para los genes que codifican para enzimas
involucradas en el metabolismo de acidos grasos y en la sintesis de oxilipinas mostraron
una abundancia de transcriptos incrementada en las plantas expuestas al UV-B solar. Entre
estos genes regulados positivamente se encontraron a—DIOX, HPL, LOX y AOS (Fig. 4.1;
Tabla 4.1).

Se encontr6 un incremento similar inducido por el UV-B para genes que codifican
enzimas directa o indirectamente involucradas en el metabolismo del nitrogeno (tales como
la glutamina sintetasa dependiente de ferredoxina [FDGS] y una sintetasa sulfurilasa de
molibdopterina) y en los genes que codifican para factores de transcripcion del tipo WRKY
(WRKY-2). De manera opuesta, la exposicion al UV-B solar redujo la abundancia de
transcriptos de /P y de transcriptos con similaridad a la proteina relacionada con
patogénesis PR1 de tabaco. El UV-B solar también afect6 la abundancia de varios
transcriptos de funcion desconocida que habian sido descriptos como regulados por la
herbivoria natural o simulada de M. sexta y/o por el tratamiento de dafio mas regurgitado

(Fig. 4.1; Tabla 4.1).
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Reproducibilidad del efecto del UV-B

Pusimos a prueba la generalidad del impacto del UV-B comparando las respuestas
transcripcionales mostradas en la Fig. 4.1 con las desencadenadas en N. attenuata por
niveles realistas de UV-B provistos contra alto PAR en un experimento independiente bajo

condiciones de invernaculo (ver Materiales y Métodos).

Los dos experimentos mostraron un patron similar de respuesta al UV-B (Fig. 4.2).

Los paralelos mas obvios fueron: (a) efectos muy similares sobre la abundancia de
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Figura 4.2: Comparacion entre los efectos del UV-B solar en N. longiflora y UV-B ambiental
simulado en N. attenuata sobre la expresion de los genes que responden a los insectos. Los datos
para N. longiflora se obtuvieron de la Figura 1. Los datos para N. attenuata se obtuvieron de forma
completamente independiente en un experimento de invernaculo bajo UV-B simulado (ver
“Materiales y Métodos™). El grafico muestra las respuestas al UV-B en N. attenuata de todos
aquéllos genes que estuvieron significativamente afectados por UV-B en N. longiflora: genes
relacionados con fotosintesis (4), metabolismo de nitrégeno (m), metabolismo de carbohidratos y de
pared celular (x), transporte de membrana(*), respuesta y sefalizacion del estrés (@), sintesis de
oxilipinas (A), IP (o), respuesta a patogenos ( V), genes de respuesta a M. sexta de funcion
desconocida (0), y genes de respuesta a regurgitado de funcion desconocida (A). La lista completa
de las respuestas de todos los genes incluidos en el arreglo esta disponible como Tabla
Suplementaria I
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transcriptos relacionados con fotosintesis, y (b) una regulacion positiva similar para los
genes involucrados en el metabolismo de 4cidos grasos y en la sintesis de oxilipinas y se
observaron también efectos consistentes sobre FDGS (regulacion positiva) y PRI
(regulacion negativa). La unica diferencia remarcable entre los patrones de expresion
detectados en estos experimentos fue el efecto positivo del UV-B artificial sobre la
expresion de /P en N. attenuata, hecho contrastante con la reduccion en la abundancia de
transcriptos en las plantas de N. longiflora expuestas al UV-B ambiental (Fig. 4.2; ver
Tabla Suplentaria I). El analisis de los datos presentados en la Fig. 4.2 muestra una
correlacion altamente significativa entre los grupos de datos (P < 0.0001 para un modelo
lineal; R°=0.29; o R’= 0.5 si los datos de IP son removidos). Esta regulacion similar en dos
especies de Nicotiana, puestas a prueba en experimentos completamente independientes,
provee una fuerte evidencia de que los resultados presentados en las Figuras 4.1 y 4.2
reflejan un patrén general de respuesta transcripcional a las dosis de UV-B ambientales o

cercanas a las ambientales.

El UV-B v la herbivoria de Manduca sexta simulada tienen efectos similares sobre varios

grupos funcionales de genes.

Para comparar los efectos del UV-B solar y la herbivoria por un insecto, aplicamos un
tratamiento de herbivoria simulada a plantas de N. longiflora. Para el tratamiento, dafiamos
las hojas con un instrumento metalico y aplicamos el regurgitado recolectado de larvas del
cuarto estadio de M. sexta. Veinticuatro horas luego de la estimulacion, cosechamos las

hojas y extrajimos el RNA para su analisis.

Las respuestas de expresion observadas para genes muy bien caracterizados ( los
genes y pseudo genes para la subunidad pequefia de la Rubisco, A0S, HPL, a-DIOX, IP y
WRKY-2; ver Tabla Suplementaria), que han sido previamente evaluados por numerosos
analisis de northern-blot y microarreglos de poly-Lys (Hermsmeier et al., 2001; Ziegler et
al.,2001; Hui et al., 2003; Voelckel y Baldwin, 2003), se mostraron consistentes con los
resultados previos. Los cambios en la expresion que se observaron resultaron también
consistentes con las respuestas detectadas con microarreglos de poliepoxido usados en este
estudio en plantas de N. attenuata expuestas al consumo por M. sexta durante 24 hs. (C.

Voelckel & 1. T. Baldwin, datos no publicados). Estas similitudes indicaron que las
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respuestas de expresion a la herbivoria simulada medida en nuestro experimento pueden ser

vista como general y reproducible para las especies de Nicotiana.

La Figura 4.3 muestra una comparacion directa de la expresion de genes en respuesta
al UV-B solar y a la herbivoria simulada en N. Longiflora. Los tratamientos tienen efectos
similares sobre varios grupos funcionales de genes (Fig. 4.3A). En el grupo de genes
relacionados con fotosintesis, se observa que los mismos genes que codifican para
polipéptidos del fotosistema II (PSII) son reprimidos tanto por el UV-B como por la
herbivoria simulada. Las sondas para Rubisco también mostraron una reduccion en la
abundancia de transcriptos en ambos tratamientos. Los dos tratamientos aumentaron la
abundancia de transcriptos de los genes involucrados en el metabolismo de 4cidos grasos
(a-DIOX, HPL y AOS), sin embargo el tratamiento de herbivoria simulada tuvo un efecto

mas marcado sobre los dos primeros genes que la exposicion al UV-B.

La herbivoria simulada, como el UV-B solar, aument6 la abundancia de los
transcriptos de WRKY-2. También, como era esperable a partir de experimentos previos con
herbivoros (Hermsmeier et al., 2001) y consistente con el efecto del UV-B, nuestros
tratamientos de herbivoria simulada aumentaron la abundancia de transcriptos para FDGS'y
para la sintasa sulfurilada de molibdopterina. Los efectos del UV-B y de la herbivoria
simulada resultaron también similares en cuanto a la abundancia de transcriptos de PRI,
que se vio reducida en ambos tratamientos (Fig. 4.3A; ver Tabla Suplementaria). El analisis
de los datos mostrados en la Fig. 4.3 A muestra una correlacion significativa entre las
respuestas al UV-B solar y a la herbivoria simulada (P < 0.001 para un modelo lineal; R’ =
0.22 cuando se eliminan los datos correspondientes a /P). También hubo correspondencia
entre los efectos del UV-B solar y la herbivoria en los casos de genes definidos como de
funcion desconocida y los regulados por M. sexta (Fig. 3B; P = 0.004 para un modelo

lineal).

Pocos genes resultaron afectados en direcciones opuestas por el UV-B solar y la
herbivoria simulada. Esto est4 indicado por los pocos puntos ubicados en los cuadrantes
noroeste y sudoeste de la Fig. 4.3, A y B. Un caso llamativo de respuesta opuestas es el de
1P, que resulta fuertemente regulado de manera positiva por la herbivoria simulada (como

se espera) y regulado negativamente por el UV-B solar en N. longiflora. Encontramos mas
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casos de regulaciones opuestas entre los genes que son regulados especificamente por los

componentes de las secreciones orales de M. sexta y por los regurgitados (Fig. 4.3C).
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Figura 4.3: Comparacion entre los efectos del UV-B solar y el tratamiento de simulacion de oruga
en N. longiflora (ver “Materiales y Métodos”). El grafico muestra las respuestas al tratamiento de
simulacion de oruga (dafio + regurgitado de M. sexta relativo al control intacto, ambos bajo UV-B
atenuado) de los genes que fueron significativamente afectados por en UV-B en plantas cultivadas
en el campo. A, Respuestas en las categorias funcionales 1 a 10: genes relacionados con fotosintesis
(#), metabolismo de nitrogeno (m), metabolismo de carbohidratos y de pared celular (XET; x),
transporte de membrana (*), respuesta y sefializacion del estrés (WRKY-2; ®), sintesis de oxilipinas
(D), IP (0), respuesta a patogenos (PR1; V). B, Categoria funcional 12, genes que responden al
regurgitado de funcidon desconocida (A). La lista completa de los genes incluidos en el arreglo esta
disponible como Tabla Suplementaria I

Efectos funcionales del UV-B sobre las defensas de las plantas

La estimulacion por un insecto comiinmente resulta en un aumento en la resistencia
de las plantas a ataques subsecuentes por herbivoros. Estas resistencias incrementadas
pueden ser medidas empleando bioensayos de crecimiento de los insectos, y en el caso
particular de M. sexta y N. attenuata, la induccion de las defensas de las plantas por parte
del ataque de una oruga se ha detectado con bioensayos dentro de las 24 hs. luego de la
estimulacion con JA (Pohlon y Baldwin, 2001) y por la alimentacion de un insecto (A.
Kessler & Baldwin, datos no publicados). Debido a que detectamos similitudes en las
respuestas transcripcionales provocadas por el UV-B solar y la herbivoria simulada de M.
sexta (Fig. 4.3), nos preguntamos si la reorganizacion transcripcional inducida por el UV-B
solar tenia consecuencias a nivel funcional. Expusimos plantas de N. longiflora'y de N.

attenuata a condiciones simuladas de UV-B ambiental en un invernadero y medimos el
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impacto del UV-B sobre: (a) la cinética de induccion de IP por un tratamiento de dafio +
regurgitado, y (b) el crecimiento de orugas de primer estadio de M. sexta usando un

bioensayo.

La herbivoria simulada indujo actividades mayores de IP en N. attenuata, como era
esperable (Pohlon y Baldwin, 2001; van Dam y Baldwin, 2001). Interesantemente, esta
induccion fue significativamente aumentada por la exposicion al UV-B (Fig. 4.4). Esto es

consistente con el hecho de que tanto el UV-B como la herbivoria simulada regularon
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Figura 4.4: Efecto del UV-B ambiental simulado (experimento de invernaculo) sobre la cinética de
los cambios en la actividad de IP en respuesta el tratamiento de simulacion de la oruga (dafio +
regurgitado de M. sexta) aplicado en el tiempo 0 para plantas de N. longiflora y N. attenuata. Los
niveles de actividad de IP en los controles sin dafar siempre estuvieron por debajo de 0.0008 mg
por miligramo de proteina y no se muestran por claridad. El efecto significativo del UV-B sobre los
niveles de IP (en N. attenuata) esta marcado con asteriscos (P<0.05); las barras indican =1 ER (n =
3 plantas por muestra). N. longiflora produjo niveles muy bajos de IP, y se observo una tendencia a
la reduccion de la actividad de IP en las plantas expuestas al UV-B (P = 0.3 en el tiempo = 48 h).
Los segmentos vacios y los rayados ubicados debajo del eje x representan el dia y la noche,
respectivamente.

positivamente el gen de IP en esta especie (Fig. 4.1). En N. longiflora, la actividad de IP
resultd aproximadamente 10 veces menor que en N. attenuata, y a pesar de que los analisis
detallados revelaron que hubo un sutil aumento en el tratamiento de dafio + regurgitado

(datos no mostrados), no pudimos detectar un efecto significativo del UV-B en la
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promocion de los niveles de actividad de IP (Fig. 4.4). De hecho, hubo una reduccion (no
significativa) en los niveles de IP en las plantas expuestas al UV-B. Nuevamente, esto
resultd consistente con los datos de los microarreglos, que mostraron una regulacion

negativa de IP en respuesta al UV-B ambiental en N. longiflora (Fig. 4.1).

En los bioensayos con ambas especies de Nicotiana, los insectos alimentados con
plantas que estuvieron expuestas a UV-B ambiental simulado, antes y durante los
experimentos, crecieron mas lentamente que sus contrapartes alimentados con plantas
controles (Fig. 4.5). Debido a que los insectos no estuvieron expuestos directamente al UV-
B durante los ensayos de alimentacion, resulta claro que las diferencias en el crecimiento

reflejan cambios en la calidad de los tejidos de las plantas inducidos por el UV-B.
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Figura 4.5: Efectos del UV-B ambiental simulado (experimento de invernaculo) sobre el
crecimiento (ganancia de peso) de orugas de M. sexta. El experimento dur6 una semana. Las barras
indican =1 ER (n = 10 [N. attenuata] y 8 [N. longiflora] plantas por muestra, cada una con dos
orugas).

Conclusiones

Nuestros datos proveen una primera aproximacion a los cambios transcripcionales
activados por el UV-B solar en plantas que crecieron en el campo. Las comparaciones de la
Fig. 4.3 indican que el UV-B ambiental induce una reorganizacion transcripcional en NV.
longiflora que tiene paralelos con la respuesta inducida por la herbivoria de una oruga.

Estos resultados sugieren que el UV-B y los insectos masticadores activan elementos
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regulatorios comunes y que esta convergencia de sefales en ultima instancia lleva a un
aumento en la resistencia al ataque por un herbivoro de las plantas que crecieron expuestas

a la radiaciéon UV-B solar (Fig. 4.5).
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CAPITULO 5

Introduccion

Como se ha mencionado en la introduccion general, el UV-B puede tener una
influencia notable sobre la interaccion entre las plantas y sus organismos consumidores,
generalmente reduciendo el nivel de herbivoria causada por insectos en condiciones de
campo (Bothwell et al., 1994; Ballaré et al., 1996; Rousseaux et al., 1998; Mazza et al.,
1999a; Zavala et al., 2001).

Parte de este efecto puede estar mediado por modificaciones en el comportamiento de
los insectos (Mazza et al., 1999b; Mazza et al., 2002) o por alteraciones en la calidad del
tejido vegetal (ver introduccion general). Con respecto a estos Gltimos, uno de los
mecanismos posibles involucrados es la activacion de la via de los fenilpropanoides. La
primer enzima de esta via es la fenil alanina amonio liasa (PAL) y es la responsable del
metabolismo de los fenilpropanoides en general. Otra enzima clave es la chalcona sintasa
(CHS), quien cataliza el primer paso de la ruta biosintética de los flavonoides. Ambas son
transcripcionalmente activadas en respuesta al UV-B (Chappell y Hahlbrock, 1984) y al
dafio mecanico (Reymond et al., 2000; Richard et al., 2000), por lo tanto la via de los
fenilpropanoides surge como un firme candidato para explicar el efecto antiherbivoro de la

radiacion UV-B.

En este capitulo mostraré y discutiré los resultados de experimentos realizados en
invernaculo y en campo, donde buscamos comparar los efectos del UV-B y la herbivoria
simulada sobre la abundancia de compuestos fendlicos foliares en Nicotiana attenuata y N.

longiflora.

Resultados

Cultivamos plantas de N. longiflora en parcelas replicadas en un campo experimental
en Cordoba, las cuales fueron divididas en dos grupos. Un grupo recibié radiacion UV-B

cercana a la ambiental y el otro recibi6 radiaciéon UV-B atenuada (los detalles del
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experimento pueden verse en la seccion de Materiales y Métodos). Al cabo de tres semanas
aplicamos el tratamiento de herbivoria simulada, dafiando la mitad de las plantas de cada
tratamiento luminico y aplicando en las heridas regurgitado de M. sexta. En un experimento
paralelo, cultivamos plantas de N. attenuata en invernaculo bajo dosis de radiacion PAR
cercanas a las naturales. Suplementando la radiacion PAR, la mitad de las plantas fue
irradiada con dosis realistas de UV-B, mientras que las plantas restantes formaron el
tratamiento control (ver detalles en Materiales y Métodos). A la mitad de las plantas de

cada tratamiento luminico se le realizaron tratamientos de herbivoria simulada.

En ambas especies, luego de 24 hs de la aplicacion de herbivoria simulada se
cosecharon hojas de tres ejemplares de cada combinacion de tratamientos para las

determinaciones de compuestos fenolicos.

El perfil de compuestos detectados por HPLC en las dos especies de Nicotiana,
medidos a través de la absorbancia a 320 nm, mostrd nueve picos con induccion diferencial
en respuesta a la radiacion UV-B y a la herbivoria simulada. Se realiz¢ la identificacion de
esos picos mediante espectrometria de masas y los resultados evidenciaron la presencia de
tres isdmeros del 4cido clorogénico, tres isdmeros de la dicafeilespermidina, dos isémeros
de un compuesto desconocido pero cercanamente relacionado con la dicafeilespermidina y

el flavonoide rutina (Tabla 5.I). En promedio, N. attenuata acumuld 2 veces mas fendlicos

Tabla 5.1: Abundancia de compuestos fendlicos en plantas de Nicotiana en los distintos
tratamientos, segun las determinaciones por HPLC.

N. attenuata N. longiflora

control regurgitado UV-B control regurgitado UV-B
ACL1 15.4 (12.9) 21.0 28.4 14.0 (16.6) 19.6 16.6
ACL2 34.0 (28.5) 58.0 71.2 42.8 (50.7) 64.4 65.3
ACL3 3.0 (2.50) 49 6.0 4.4 (5.20) 7.0 6.0
DCEl 1.0 (0.90) 7.5 5.1 0.5 (0.60) 0.3 0.8
DCE2 4.1 (3.40) 25.0 24.0 0.8 (1.00) 1.2 23
DCE3 5.2 (4.30) 37.0 259 1.3 (1.50) 4.5 2.9
D1 4.8 (4.00) 25.0 11.8 1.2 (1.40) 2.7 33
D2 10.1 (8.50) 414 29.0 2.5(3.00) 6.1 4.5
Rutina 41.8 (35.0) 51.7 106.0 16.9 (20.2) 21.5 374
Total 119.4 271.4 307.5 84.3 127.2 139.1
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que N. longiflora (p: 0.0184, Tabla 5.1), aunque este resultado puede deberse a las
diferentes condiciones en que se realizaron los experimentos. Las dosis de UV-B recibidas
por las plantas de N. attenuata, si bien son similares a las encontradas en verano en
Cordoba, fueron aplicadas en forma continua y no hubo correccion durante los dias
nublados, por ende las dosis acumuladas pudieron ser mayores que las recibidas por N.

longiflora.

En N. attenuata se observa que los compuestos mas abundantes son el acido
clorogénico y la rutina (43.9% y 35.0% respectivamente, Tabla 5.1). En N. longiflora el
acido clorogénico da cuenta del 72% de la absorbancia observada, mientras que la rutina

aporta el 20% (Tabla 5.1).

Calculamos la relacion entre los valores de abundancia de cada compuesto con
respecto al control y observamos que tanto el UV-B como la herbivoria simulada
aumentaron las concentraciones de los fendlicos medidos. La respuesta de las plantas a
ambos tratamientos fue muy similar tanto cualitativa como cuantitativamente (Fig. 5.1; r*:

0.73). La similitud de las respuestas encontradas es muy llamativa, ya que se trata de dos
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Figura 5.1: Efecto del UV-B y de la herbivoria simulada en dos especies de Nicotiana.
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especies de Nicotiana, en dos experimentos independientes, bajo condiciones de irradiacion
de UV-B diferentes. Estos resultados proveen una fuerte evidencia de la existencia de un
patron general convergente en la induccion por la radiacion UV-B y la herbivoria de la

sintesis de compuestos derivados de la via de los fenilpropanoides.

Conclusiones

Existe convergencia entre las respuestas de las plantas de Nicotiana frente al ataque
de insectos herbivoros y en respuesta a la radiacién UV-B. Esta convergencia ocurre al
menos en la acumulacién de compuestos de la via de los fenilpropanoides y permitiria
explicar, al menos en parte, el menor nivel de herbivoria que sufren las plantas expuestas a

la radiaciéon UV-B.
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CAPITULO 6

Introduccion

Como todos organismos, las plantas necesitan balancear la disponibilidad de recursos
limitados con los requerimientos de supervivencia y reproduccion. Es un lugar comtn entre
los bidlogos de plantas dividir los procesos metabolicos entre metabolismo primario y
metabolismo secundario. El metabolismo primario se asocia con los procesos “principales”
de crecimiento y reproduccion mientras que el metabolismo secundario se relaciona con los
procesos “subalternos” de coordinacion, sefalizacion y defensa. El metabolismo secundario
incluye una miriada de pequefias moléculas que aumentan la aptitud de un organismo (Firn
y Jones, 2000). Muchos de estos compuestos son inducidos en respuesta a sefales bidticas
y abidticas. Las defensas antiherbivoro estdn ampliamente distribuidas en el reino vegetal y
los compuestos involucrados pertenecen a varias familias quimicas. Los mas abundantes
son los fenilpropanoides, una gran familia de compuestos con actividades bioldgicas
multiples (por una revision ver Harborne y Williams, 2000). Las propiedades antiherbivoro
de los fenilpropanoides y sus derivados incluyen cambios en las propiedades fisicas del
tejido vegetal (sintesis de ligninas y taninos). Algunos fenilpropanoides pueden funcionar
como atractores o repelentes de la alimentacion. También se han observado efectos toxicos
de compuestos individuales sobre los consumidores. Entre éstos, el 4cido clorogénico (AC)
y la rutina estan ampliamente distribuidos en plantas (Melgaard y Ravn, 1988) y se ha
documentado su actividad modulando las relaciones intertroficas (Felton et al., 1989a;
Ikonen et al., 2001). En la familia de las solanaceas se han detectado tres isdmeros
comunmente agrupados bajo el nombre de 4cido clorogénico y dos parientes cercanos
(isémeros del 4cido isoclorogénico). El efecto de la acumulacion de AC sobre los
consumidores depende de los insectos y las plantas que se estén estudiando. Algunos
reportes indican una influencia del AC sobre las decisiones de alimentacion de los
herbivoros, el desempefio de las larvas o mortalidad (Traugott y Stamp, 1997; Mallikarjuna
et al., 2004), mientras que otros trabajos indican que no hay actividad bioldgica alguna

sobre las interacciones planta-insecto. Sin tener en cuenta su impacto biologico, existen
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muchos reportes sobre la acumulacion de AC en respuesta a los herbivoros; esto implica

para la planta un costo energético y de recursos.

Las respuestas a la competencia y sus sefiales han sido extensamente estudiadas,
particularmente aquéllas asociadas con los cambios en las relaciones R:RL (R: 660 nm; RL:
730 nm). La relacion entre las radiaciones R y RL, percibida por los fitocromos, es
indicadora de la densidad de plantas que rodea a un individuo (Ballar¢ et al., 1990; Ballar¢,
1999). Los tejidos vegetales transmiten y reflejan principalmente en la region del RL,
reduciendo las relaciones R:RL a medida que aumenta la densidad de plantas. Esta sefial de
competencia estimula la particion de recursos hacia la elongacion del tallo, de manera de
obtener la mejor posicion para la intercepcion de luz. Varios autores han sugerido que este
“sindrome de evitado del sombreado” puede restringir, debido a la disponibilidad de
recursos, la expresion de respuestas de defensa inducidas (Herms y Mattson, 1992). De
hecho, hay mucha evidencia en la literatura que apoya esta idea (Jansen y Stamp, 1997,
Baldwin y Hamilton, 2000; Cipollini y Bergelson, 2001; Cipollini, 2002; Cipollini y
Bergelson, 2002). La mayoria de estos experimentos fueron realizados en condiciones de
competencia real, esto es, manipulando la densidad de plantas (Cipollini y Bergelson, 2001;
Cipollini, 2002) o la poblacién de malezas circundantes (Cipollini y Bergelson, 2002)
creciendo en el mismo sustrato. También se han estudiado las limitaciones de nitrégeno
(Baldwin y Hamilton, 2000) y la disponibilidad de luz (Jansen y Stamp, 1997). Casi no ha
habido reportes que documenten el efecto de las sefales de competencia sobre las defensas
inducidas. Un trabajo reciente de Kurashige y Agrawal (2005) muestra que un hébitat con
sombreado simulado, obtenido por la reduccion de la irradiancia total y las relaciones
R:RL, puede obstaculizar las respuestas antiherbivoro. Ningun trabajo previo ha
investigado si los cambios en la calidad de luz per se, similares a los provocados por
plantas que aun no producen sombreado, pueden restringir la acumulacion de productos de
defensa. En este trabajo, describimos la reduccion de respuestas inducidas por herbivoria
(acumulacion de fenolicos) en plantas sujetas a sefiales de competencia (bajas relaciones
R:RL). Nuestros resultados apoyan la hipotesis de un conflicto en la particion de recursos
entre competencia y defensa. Este conflicto no estaria basado en la disponibilidad de

recursos sino mas bien en reareglos metabolicos que anticipan competencia futura.
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Resultados

Efectividad del tratamiento luminico

Las plantas de N. longiflora fueron expuestas a dos tratamientos luminicos. Un grupo
de plantas recibio6 radiacion natural suplementada con radiacion RL proveniente de uno de
los lados (Fig. 6.1A). El otro grupo de plantas recibi6 sélo radiacion natural, ya que la luz
proveniente de las lamparas fue interceptada por una pantalla opaca (Fig.6.1A; por detalles
ver Materiales y Métodos). La calidad del ambiente luminico se determiné por las
relaciones establecidas entre la luz R y RL aportada a las plantas (Fig. 6.1B; por detalles
ver Materiales y Métodos). La efectividad de los tratamientos luminicos se estimo
midiendo el angulo formado por las hojas de la roseta de N. longiflora y la base de la
planta. Puede observarse en las Figs. 6.1A y 6.1C la posicion erecta de las hojas de las
plantas que percibieron bajas relaciones R:RL. En contraste, las plantas que percibieron

relaciones R:RL altas mantienen sus hojas en posicion horizontal.
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Figura 6.1: Disefio experimental y eficiencia del tratamiento luminico. A) Representacion
esquematica del banco de luces y la distribucion de las plantas, mostrando fotografias
representativas de plantas pertenecientes a cada tratamiento. B) Relacion R:FR de ambos
tratamientos luminicos. Las mediciones fueron tomadas en los dos bancos de lamparas
(tratamientos FR y Ambiente) con el sensor apuntando hacia los bancos de lamparas a la altura de
las plantas. C) Eficiencia del tratamiento: angulo de las hojas de las plantas. Se midio6 el angulo de
todas las hojas de cada planta y se calcularon los valores medios para cada planta. Los datos
presentados corresponden a la media de siete plantas por tratamiento luminico.
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La percepcion por las plantas de N. longiflora de bajas relaciones R:RL acelera el

crecimiento de las orugas de M. sexta.

Realizamos bioensayos con el propoésito de determinar si las respuestas mediadas por
RL estan involucradas en las interacciones con otros niveles tréficos. Colocamos neonatos
de M. sexta sobre plantas de N. longiflora sometidas a los tratamientos luminicos descriptos
anteriormente. Se mantuvieron tanto las plantas como las orugas bajo los tratamientos
luminicos. Se observa que el peso de las larvas alimentadas con plantas que perciben dosis
mayores de RL aumento significativamente ~30 % (Fig. 6.2) respecto de las larvas

alimentadas con plantas Ambiente.
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Figura 6.2: Peso de las larvas en respuesta a los tratamientos luminicos. Las larvas de M. sexta se
alimentaron durante cuatro dias de las plantas expuestas a los tratamientos luminicos. Al finalizar
ese periodo las larvas fueron pesadas.

Estas diferencias en el peso de las orugas podrian ser explicadas por diferencias en el
contenido de agua de las hojas. Sin embargo, no encontramos diferencias en el peso foliar
especifico (PFE) entre los tratamientos (Tabla 6.1). El contenido proteico resulté menor en
las plantas RL que en las plantas Ambiente. Este resultado establece una relacion inversa
entre el contenido proteico y el peso ganado por las larvas. Observamos un efecto marginal
sobre la herbivoria simulada reduciendo el contenido de proteinas (Tabla 6.1). Las
relaciones carbono/nitrégeno (C:N) fueron similares en todos los tratamientos; no se
observaron diferencias significativas en respuesta a la luz o el tratamiento de herbivoria

simulada. En resumen, los pardmetros morfoldgicos y bioquimicos groseros no fueron
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responsables de los resultados de los bioensayos; por lo tanto se desprende que un rearreglo

metabolico mas sutil debe estar involucrado.

Tabla 6.1: Valores de media (+ES) de las caracteristicas de las hojas en las cuatro combinaciones
de tratamientos, y resultados del analisis de ANOVA de dos vias.

Tratamiento de herbivoria valores de p del ANOVA de dos
Regurgitado Control

simulada — vias

Tratamiento luminico - RL Ambiente RL Ambiente Luz Herb Interaccion

PFE (mg cm™) 3.17 (2 0.42) 3.20 (2 0.16) 3.36 (£ 0.10) 293 (x0.11) 0.22 0.81 0.16

Contenido de proteinas
[mg prot (g PF)"']
C:N 10.67 (£ 1.40)  11.06 ( 1.69)  8.46 (£ 1.45)  7.97(£1.01)  |0.98 0.79 0.79

8.26 (= 1.26) 1595 (£1.66) 11.26(x1.86) 21.47(x3.33) |(0.0014 0.074 0.57

Nos preguntamos si las proteinas de defensa estarian involucradas en esta respuesta y
medimos la presencia de serin proteasas. En el Capitulo 4 mostramos que N. longiflora
acumula pocas cantidades de IP II. En los ensayos de este capitulo, no logramos siquiera
detectar la presencia de IP II. Estos resultados indican que las serin proteasas no estan
involucradas en la respuesta antiherbivoro montada por N. longiflora. No se puede
descartar la presencia y/o accion de otras proteinasas porque no fueron medidas en estos

experimentos.

La percepcidn de senales de competencia puede inhibir la acumulacion de compuestos

fenodlicos disparada por la herbivoria.

La absorbancia a 305 nm de los extractos metandlicos crudos de las hojas, suele ser
empleada como un estimador del contenido de compuestos fenolicos solubles presentes en
el tejido vegetal. Determinamos la Asgs de hojas de N. longiflora de plantas FR y Ambiente
sometidas o no a tratamientos de herbivoria simulada. Se dafiaron las hojas con una ruedita
metalica y se aplico regurgitado de M. sexta sobre las heridas (ver Materiales y Métodos
por detalles). Cuatro dias después se separaron discos de hoja que fueron extraidos en
metano acidificado. El RL suplementario por si mismo no tuvo efecto sobre la acumulacion
de fendlicos extractables, pero disminuy6 marcadamente la respuesta de los fenolicos a la

herbivoria simulada (Fig. 6.3). Bajo el tratamiento Ambiente, el regurgitado pudo duplicar
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casi el contenido de fenodlicos de las hojas, mientras que en el tratamiento RL (la situacion
esperada cuando hay plantas vecinas proximas), el regurgitado fue incapaz de estimular la

acumulacion de fenoélicos (Fig.6.3 ).
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Figura 6.3: Determinaciones de fendlicos totales.

Las Asgs no permiten identificar compuestos individuales, siendo para ello preciso
refinar el andlisis con el empleo de técnicas sensibles y especificas. Los compuestos
fenolicos fueron separados e identificados mediante HPLC/MS. En la figura 6.4 se muestra
un perfil de elucion tipico obtenido para N. longiflora. Todos los picos detectados
estuvieron presentes en todos los tratamientos, indicando que la respuesta observada es una
cuestion de modulacidn cuantitativa mas que diferencias en la composicion de fendlicos
entre los tratamientos. Se detectaron nueve picos que presentaban diferencias entre los
tratamientos. Cinco de ellos fueron identificados como isémeros del AC. Un pico
correspondid a Rutina y otros dos picos fueron identificados por sus patrones de ruptura en
el espectrometro de masas como conjugados de kaempferol. La comparacion de sus
tiempos de retencion y espectros de absorcion UV con compuestos de referencia puros, nos
permiti6 descartar que se tratara del kaempferol-3-O-rutinésido o el kaempferol-3-

glucdsido, pero no nos fue posible determinar los grupos conjugados a este flavonoide.



CAPITULO 6 - CONFLICTOS ENTRE COMPETENCIA Y HERBIVORIA EN PLANTAS DE NICOTIANA 67

Norm.
350

300

250

200

150

100

50

Figura 6.4: Cromatograma representativo de los datos de HPLC, mostrando el perfil de
absorbancias a 210 nm, 254 nm y 320 nm El pico principal corresponde al acido clorogénico. Las
flechas indican la localizacion esperada aproximada de la Nicotina (254 nm) y DTGs (210 nm),
indicando la ausencia o escasa acumulacion de estos compuestos en N. longiflora.

De los compuestos identificados, el pico méas abundante (~80 %) correspondi6 al AC
(Tabla 6.11). En la Fig. 6.5 puede observarse que uno de los isémeros del AC refleja el
patrén observado para los compuestos fenolicos totales observado en la figura 3. Este hecho
no es sorprendente debido a que es el compuesto mas abundante y estd explicando gran

parte de la absorbancia a 305 nm.

Tabla 6.11: HPLC datos de fendlicos de N. longiflora, y resultados del analisis de ANOVA.

valores de p del ANOVA de dos vias®
Nombre del compuesto Tiempo de retencion (min) Abundancia relativa® (%) |RL Regurgitado Interaccion
Acido clorogénico 12.863 79.12 0.021 0.006 0.048
Rutina 16.713 4.25 0.174  0.175 0.514
Acido criptoclorogénicol 14.973 3.35 0.652  0.019 (1) 0.184
Acido clorogénico2 12.132 3.23 0.338  0.048 (1) 0.106
Acido criptoclorogénico3 15.861 2.05 0.863  0.470 0.817
Acido criptoclorogénico2 15.587 1.64 0.370  0.105 0.299
Derivado de kaempferoll 17.457 1.56 0.988 0.223 0.819
Derivado de kaempferol2 17.808 1.21 0.133  0.002 (1) 0.546
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Figura 6.5: Acumulacion de acido clorogénico en respuesta a los tratamientos de luz y herbivoria
simulada.

En todos los casos, excepto para rutina, el tratamiento de herbivoria simulada tendi6 a
aumentar la acumulacion del compuesto dado. El RL tendi6 a reducir la acumulacion de
compuestos inducida por la herbivoria. La mayoria de estas respuestas son estadisticamente
no significativas para cada pico individual, pero existe un patron general en el cual la
respuesta al regurgitado fue mucho mayor en el tratamiento Ambiente que en el RL (Fig.
6.5). Esto es particularmente cierto para el AC y sus isdbmeros, para los que el efecto del
regurgitado sobre las plantas Ambiente resultd 2.6 veces mayor que el de las plantas RL
(Fig. ; p=0.0013). La rutina y los derivados de kaempferol mostraron un nivel de induccioén

mas débil (1.09 para la relacion Ambiente:RL. Fig. 6.5; p: 0.92).
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Figura 6.6: Relacion de induccion

por herbivoria simulada para todos

los compuestos fenodlicos
Ambiente identificados en ambos
tratamientos luminicos. Las barras
muestran las relaciones de
acumulacion entre los valores
medios de las plantas de herbivoria
simulada y las plantas control. La
linea punteada gruesa indica no
induccion, mientras que las lineas
punteadas delgadas representan la
induccion media en el tratamiento
Ambiente para los fendlicos
relacionados con el acido
clorogénico y los derivados de
flavonoides.

relacion de induccion
(Regurgitado/Control)

Tanto la herbivoria como el RL regulan la expresion de genes relacionados con defensa.

Nos preguntamos si los cambios metabolicos responsables de la reduccion en las
defensas de las plantas irradiadas con RL serian debidos a la expresion de genes
relacionados con defensas. Particularmente nos interesamos por los genes que tenian
regulacion opuesta frente a los estimulos del RL y la herbivoria. Analizamos el patréon de
expresion de genes en respuesta al RL suplementario comparandolas con las alteraciones
provocadas en esos mismos genes por la herbivoria. Empleamos la técnica de microarreglos
de ADN. El microchip del cual dispusimos contenia 789 oligonucleodtidos representando en
su mayoria a genes que responden al dafio (Heidel y Baldwin, 2004). Los genes contenidos
en el microarreglo fueron agrupados en categorias funcionales (Tabla Suplementaria 6.11)
para facilitar el analisis de los resultados. La mayoria de los genes con regulacién opuesta
(24 de 27) estuvieron regulados negativamente por el RL y regulados positivamente por la
herbivoria simulada (Tabla 6.III). Entre estos genes encontramos reguladores de la
transcripcion como los WRKY. Estos genes pertenecen a una gran familia de factores de
transcripcion que regulan elementos responsivos a patégenos y estimulantes (Eulgem ef al.,
2000). También se ha demostrado que responden a herbivoria (Voelckel y Baldwin, 2004;
Capitulo 2 de esta tesis) y a radiacion UV-B (Capitulo 2 de esta tesis). Se observa también

que cinco genes involucrados en la sintesis de terpenos son inhibidos por el RL 'y
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estimulados por la herbivoria. Cuando una planta es danada por un insecto herbivoro emite

una serie de compuestos volatiles (e.g2. mono y sesquiterpenos) que atraen predadores o

parasitoides de herbivoros (Dicke et al., 1990 Turlings ef al., 1990). Este tipo de defensas,

llamadas “indirectas” han sido reportadas en mas de 15 especies vegetales luego del dafio

por un artropodo herbivoro (Dicke, 1999; Dicke y Van Loon, 2000 Kessler y Baldwin,

2001 Meiners y Hilker, 2000).

Tabla 6.I11: Genes regulados en direcciones opuestas por FR y tratamientos de herbivoria

simulada.
Categoria Descripcion del gen / homologo a RL Regurgitado
regulacion regulacion

otros terpeno sintetasa 0.46 negativa 2.19 Positiva
defensa patogenos Nicotiana tabacum gen PR basica #1 0.58 negativa 1.75 Positiva
defensa patogenos N.s. relacionado con patogénesis 3 0.39 negativa 3.17 Positiva
defensa patdgenos N.t. relacionado con patogénesis 8 0.41 negativa 443 Positiva
metabolismo primario Solanum tuberosum alfa-amilasa (Amy21) 0.74 negativa 9.39 Positiva
regulacion N.t. WRKY2 0.28 negativa 1.28 Positiva
regulacion N.t. WRKY2 0.35 negativa 1.37 Positiva
regulacion N.t. WRKY6 0.51 negativa 1.33  Positiva
metabolismo secundario  N.sylvestris mRNA for S-adenosilmetionina decarboxilasa 0.71 negativa 1.48 Positiva
metabolismo secundario  N.t. cytochrome P450(makes capsdiol) 0.26 negativa 1.26 Positiva
metabolismo secundario  N.sylvestris mRNA for 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa |0.51 negativa 2.00 Positiva
metabolismo secundario  N. tabacum 5-epi-aristoloqueno sintasa mRNA 0.31 negativa 2.09 Positiva
metabolismo secundario  3-hydroxy-3-metilglutaril-CoA reductasa 0.56 negativa 2.13 Positiva
metabolismo secundario  A.t. S-adenosil-L-metionina:acido jasmoénico carboxil metiltransferase  [0.67 negativa 1.63 Positiva
metabolismo secundario ~ S. tuberosum chalcona sintasa 2 2.64 Positiva 0.65 negativa
sefializacion N.a. ACC oxidasa 1 0.70 negativa 1.37 Positiva
sefalizacion Nicotiana attenuata oxidasa alternativa (AOX) 0.43 negativa 1.43 Positiva
sefializacion L.e. SNF-1 proteina de anclaje relacionado con kinasas SIP1 1.26 Positiva 0.75 negativa
respuesta a estrés N.a. germina similar a S.t. germina 0.58 negativa 2.58 Positiva
respuesta a estrés homologo de germina 0.72 negativa 2.64 Positiva
respuesta a estrés Avicennia marina aluminium induced protein 1.38 Positiva 0.53 negativa
desconocido desconocido 0.67 negativa 1.63 Positiva
desconocido desconocido 0.73 negativa 1.25 Positiva
desconocido desconocido 0.61 negativa 1.75 Positiva
desconocido desconocido 0.60 negativa 1.26 Positiva
desconocido desconocido 0.73 negativa 1.30 Positiva
desconocido desconocido 0.28 negativa 1.42  Positiva
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Otro grupo de genes con regulacion opuesta fue el de los genes involucrados en la via
de sintesis de los fenilpropanoides. La herbivoria simulada aumento los niveles de
expresion de los genes que producen fendlicos simples de esqueletos carbonados C6-C3,
como el AC, pero no de los genes involucrados en la sintesis de fendlicos mas complejos

como flavonoides.

Conclusiones:

Las relaciones R:RL bajas permiten un crecimiento mas rapido de M. sexta. Este
efecto se deberia a la inhibicion, en condiciones de competencia, de la respuesta
antiherbivoro de N. longiflora. En esta especie, una parte importante de esta respuesta se
corresponde con la acumulacion de fenilpropanoides de estructura sencilla (e.g. ACy
derivados) pero parece ser independiente de fenilpropanoides mas complejos (derivados de
flavonoides). Nuestros resultados apoyan la idea de que la utilizacion de recursos a fin de
mejorar la competencia, limita la posibilidad de acumular metabolitos secundarios de
defensa frente a otros niveles troficos. Esta reacomodacion en la asignacion de recursos a
crecimiento o defensa es desencadenada por sefiales de presencia de vecinos mucho antes

de que exista competencia real.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES GENERALES

En los experimentos detallados en las secciones anteriores de la presente tesis he

descripto algunos de los efectos de factores del ambiente luminico sobre la herbivoria por

insectos masticadores. En particular estudiamos los efectos de dos rangos de longitudes de

onda bioldgicamente significativas (UV-B y R-RL) sobre la expresion de mecanismos de

defensas antiherbivoros y logramos documentar que:

1)
2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

E1 UV-B solar retarda el crecimiento de los estadios larvarios de insectos herbivoros.
Existen paralelos entre las respuestas transcripcionales inducidas por la herbivoria y el
UV-B solar.

El UV-B solar potencia la expresion de proteinas defensivas inducidas por orugas.

El1 UV-B solar dispara cambios transcripcionales, siendo ésta la primera aproximacion
empleando estudios a campo.

Existe convergencia de respuestas al UV-B y a la herbivoria en la acumulacion de
fendlicos con actividad en relaciones planta-herbivoro.

En presencia de sefiales de competencia la resistencia de las plantas frente a los insectos
fitéfagos se ve disminuida.

Para algunos genes las respuestas transcripcionales a las sefiales de competencia y a la
herbivoria son opuestas.

Las senales de competencia interfieren con la induccion de genes que codifican enzimas
biosintéticas de fenilpropanoides. Esta inhibicion se ve reflejada en la menor

acumulacion de fenilpropanoides con funcion defensiva en respuesta a la herbivoria.
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DISCUSION GENERAL

En esta tesis doctoral se plantearon experimentos con el objetivo de proveer
informacion sobre los mecanismos subyacentes a la interaccion entre sefiales provenientes
del ambiente luminico percibido por las plantas y la capacidad de las plantas para responder
a los organismos que las atacan. El resultado que surge con mayor claridad de los
experimentos descriptos en los capitulos anteriores es que el nivel de defensas inducidas en
las plantas por la herbivoria puede ser modulado por el ambiente luminico al que estan

sometidas las mismas.

Discutiré primero los efectos del UV-B sobre las interacciones planta insecto, luego
continuaré¢ con un andlisis sobre los resultados obtenidos para la influencia del RL sobre las

defensas de las plantas.

Uno de los objetivos de la presente tesis fue el de aportar informacion sobre los
mecanismos a través de los cuales el UV-B podria estar disminuyendo la herbivoria en un
ambiente natural. Posiblemente sean varios los mecanismos involucrados en el aumento de
la resistencia de las plantas a la herbivoria en presencia del UV-B. Durante el desarrollo de
esta tesis estudié dos de los mecanismos probables. Por una lado, disefi¢ experimentos que
me permitieron dilucidar si la calidad de la radiacion incidente influye sobre la via de
defensa dependiente de JA. Por otro, investigué si la acumulacion de compuestos de la via

de los fenilpropanoides, muchos de los cuales pueden tener actividad antiherbivoro.

En los Capitulos 3 y 4 se presentaron resultados que muestran que la radiacion UV-B
afecta al crecimiento de larvas de lepidopteros, y que este efecto estd mediado, al menos en
parte, por la via de las oxilipinas, ya que a) En tomate la radiaciéon UV-B potencia la
acumulacion en respuesta a la herbivoria de IP II (un gen cuya activacion es dependiente de
JA), y b) el efecto antiherbivoro de la radiacion UV-B solar desaparece en mutantes
deficientes en la percepcion o sintesis del acido jasmonico. En plantas de Nicotiana
documentamos un aumento en la abundancia de transcriptos de los genes de sintesis de

oxilipinas en respuesta al UV-B (Fig. 4.1). Este efecto del UV-B parece resultar en una
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acumulacion aumentada de IP luego del ataque de un herbivoro en N. attenuata (Fig. 4.2).
Sin embargo no sucede lo mismo en N. longiflora (Fig. 4.2). N. longiflora produce niveles
muy bajos de IP, lo que sugiere que otros productos de defensa, y no los IP, estan

involucrados en las defensas inducidas por el UV-B (e insectos) en esta especie.

(En qué punto convergen las cascadas de sefalizacién inducidas por el UV-B y por
las orugas? Un gran obstaculo en la busqueda de respuestas a esta pregunta es nuestro
limitado conocimiento de los mecanismos de percepcion y sefializacion del UV-B. En
plantas se han caracterizado muy bien los fotorreceptores especificos para las radiaciones
correspondientes al R, RL, azul, y UV-A; en contraposicion, no se han identificado
receptores especificos para el UV-B. Basados en la evidencia aportada por estudios
realizados en otros organismos, se cree que algunas respuestas de las plantas al UV-B son
iniciadas por sefiales derivadas del dafio al ADN (Beggs y Wellmann, 1994). Sin embargo,
consideraciones espectrales (Ballaré ef al., 1995b; A.-H.-Mackerness et al., 1996;
Frohnmeyer et al., 1999), experimentos de aclimatacion (Kalbin et al., 2001), y estudios
realizados con mutantes en la reparacion del ADN (Boccalandro ef al., 2001) sugieren que
al menos algunas respuestas al UV-B estan disparadas por la activacion de otros blancos
moleculares ademds del ADN. Se cree que en células animales la activacion de receptores
de membrana por el UV-B es el paso inicial en la cadena de eventos que llevan a la
generacion de algunas respuestas celulares al UV-B, tales como la apoptosis inducida por la
exposicion a altas dosis de UV-B. En forma andloga pero en sistemas vegetales,
Yalamanchili y Stratmann (Yalamanchili y Stratmann, 2002) usando células cultivadas en
suspension de Lycopersicon peruvianum, pusieron a prueba la posibilidad de que el UV-B
esté activando el receptor de membrana para la sistemina. Sus experimentos mostraron que
los pulsos de UV-B son efectivos en desencadenar los componentes tempranos de la
respuesta al dafio: alcalinizacion del medio y fosforilacion de MAP kinasas (Stratmann et
al., 2000). Experimentos farmacoldgicos posteriores indicaron que los efectos del UV-B
sobre estas respuestas pueden ser inhibidos por tratamientos de la célula con suramina, un
inhibidor del receptor de la sistemina, y sistemina-Ala-17, un analogo de la sistemina que
inhibe competitivamente la union de la sistemina a su receptor. Esta evidencia,
conjuntamente con experimentos de desensibilizacion reciproca utilizando UV-B y

sistemina, llevaron a Yalamanchili y Stratmann (2002) a sugerir que el receptor de la
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sistemina y/o otros elementos de sefializacion que responden a la sistemina son los
fotorreceptores que disparan las respuestas a los pulsos de UV-B en células de L.
peruvianum. En principio, este modelo puede ser compatible con nuestros resultados de
expresion global de genes en Nicotiana spp. y de IP II en tomate, lo que revela un efecto
consistente de los niveles fisiologicos del UV-B en la activacion de genes que se sabe que
estan activados en respuesta al dafo (y sistemina en el modelo de tomate), tales como los
que codifican enzimas involucradas en la sintesis de oxilipinas (Ryan, 2000). Resulta muy
interesante la demostracion reciente de que el receptor de la sistemina (SR 160) es idéntico
al receptor de brasinoesteroides (tBRI1) (Montoya et al., 2002). Este descubrimiento
sugiere que también puede haber similitudes para explorar entre la sefalizacion por el UV-

B y la sefializacion de las hormonas esteroideas.

Otro punto potencial de superposicion entre las respuestas de defensa inducidas por el
UV-B y por los herbivoros puede ocurrir a nivel de la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Existen antecedentes al respecto que derivan fundamentalmente de

experimentos con plantas de tomate y Arabidopsis.

Trabajos con plantulas de tomate mostraron que el peroxido de hidrogeno (H,0O,) es
generado sistémicamente en respuesta al dafio y a la sistemina, y esta respuesta esta ausente
en plantas def1, deficientes en la sintesis de JA (Orozco-Cardenas y Ryan, 1999).
Experimentos de suplementacion usando H,O,, generadores de radicales libres, e
inhibidores de NADPH-oxidasa sugirieron que la produccion de H,O, por una NADPH-
oxidasa juega un rol preponderante en los eventos de senalizacion que llevan a la activacion
de genes de defensa tales como los /P y PPO (polifenol oxidasa; Orozco-Cardenas et al.,
2001). E1 UV-B puede generar ROS en tejidos vegetales (Malanga y Puntarulo, 1995;
Hideg et al., 2000; Hideg et al., 2002), y resulta tentador especular que esta produccion
incrementada de ROS activa elementos de sefializacion involucrados en las respuestas
inducidas por herbivoros. De hecho, una convergencia a nivel transcripcional provocada
por el UV-B artificial y los agentes oxidantes (tales como el 0zono), inhibidores
antioxidantes, y generadores artificiales de ROS se not6 en experimentos realizados en
ambientes controlados con otras especies vegetales (Willekens et al., 1994; Green y Fluhr,
1995 Rao et al., 1996; Surplus et al., 1998, A.-H.-Mackerness et al., 1999a, A.-H.-
Mackerness et al., 2001; Savenstrand et al., 2002).
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En Arabidopsis, los trabajos realizados han aportado evidencias acerca de la
naturaleza de la interaccion entre el UV-B y la sefializacion por oxilipinas. Se mostro que el
UV-B, provisto en un ambiente de baja intensidad PAR, induce la expresion del gen de la
defensina (PDF1.2), un gen que puede ser activado por el dafio y por JA (A.-H.-
Mackerness et al., 1999, 2001). Los efectos del UV-B sobre PDF1.2 pueden ser cancelados
por el pretratamiento de las plantas con un antioxidante como el &dcido ascorbico. Ademas,
los aumentos en la expresion de PDF1.2 pueden ser desencadenados por la aplicacion de 3-
amino-1,2,4 triazol (un oxidante) en las plantas salvajes (Col4), pero no sucedio lo mismo
en el mutante jar-1, que esta disminuido en la sensibilidad al acido jasménico. Basados en
esta evidencia, A.-H.-Mackerness et al. (1999) concluyeron que los efectos del UV-B sobre
la expresion de PDF 1.2 estan mediados por la produccién de ROS inducida por el UV-B, lo
cual, a diferencia con el modelo vigente para tomate (Orozco-Cérdenas et al. 2001),
parecen jugar un rol en la sefializacion que precede a la sintesis del JA. Es notable también
que el UV-B promueve la acumulacion de JA en Arabidopsis (A.-H.-Mackerness ef al.
1999), mientras que en tomate no se pudo detectar un aumento en la concentracion de JA
por efecto del UV-B (Stratmann et al., 2000). Recientemente, en Arabidopsis, se ha
caracterizado una familia de factores de transcripcion que se unen a la calmodulina
(AtSR1-6, por genes de Arabidopsis “signal-responsive’) que son inducidos por muchos
reguladores internos (etileno y metil jasmonato) y factores externos (“heat shock”, frio,
UV, NaCl y dafio) (Yang y Poovaiah, 2002). Esta familia podria estar involucrada en la
interaccion entre las vias de sefializacion iniciadas por la herbivoria y el UV-B; sin
embargo, ninguna de las técnicas de “diffential display” usadas para detectar los
transcriptos regulados por la herbivoria de Manduca sexta en N. attenuata revelaron
secuencias con similaridad a la familia SR de Arabidopsis (I. T. Baldwin, comunicacion

personal).

Sin embargo, existen reservas con la aplicacion de los mecanismos mediados por
ROS en los experimentos presentados en esta tesis. Primero, no se ha establecido que los
niveles de UV-B en condiciones naturales induzcan niveles elevados de ROS en plantas
cultivadas en el campo, aunque si se han documentado incrementos en la actividad de las
enzimas depuradoras de H,O; (catalasa y ascorbato peroxidasa) debidos a la exposicion al

UV-B solar (Mazza et al., 1999a). Segundo, los estudios de expresion de genes en el
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modelo de tomate indican que, de los genes inducidos por el dafio o por la sistemina, s6lo la
expresion de los genes “tardios” (por €j. I[P y PPO) es dependiente del H,O,, mientras que
la induccion de los genes “tempranos” (e.g. genes asociados con la via de los
octadecanoides, tales como A0S y LOX) es independiente del H,O, (Orozco-Cérdenas et
al., 2001). En nuestros experimentos con tomate (Capitulo 1) no detectamos que el UV-B
per se activara genes “tardios” (IP II), mientras que en N. longiflora (Capitulo 4) el UV-B
solar activa los genes “tempranos” pero no los productos de defensa “tardios”. Es decir que
nuestros resultados muestran que, en condiciones naturales de radiacion, la acumulacion de
ROS no seria el principal mediador del efecto antiherbivoro del UV-B, sino que existiria
otro sistema de sefializacion diferente. Sobre la base de nuestros resultados y de las
consideraciones que anteceden, parece mucho mas probable que la radiacion UV-B influya
sobre los genes de defensa a través del receptor de la sistemina que mediante la generacion

de ROS, aunque ambos mecanismos no son necesariamente excluyentes.

Hasta aqui hemos discutido el rol de la via de las oxilipinas en la respuesta
antiherbivoro de las plantas, y los posibles modos de interaccion de la radiacion UV-B
sobre dicha via. Sin embargo, las respuestas antiherbivoro de las plantas no se limitan a
mecanismos dependientes del 4cido jasmonico. La herbivoria, al igual que otros numerosos
factores de estrés, es capaz de activar otras vias del metabolismo secundario. Entre ellas la
via de los fenilpropanoides. Los resultados del Capitulo 5 muestran la notable convergencia
entre la respuesta a la radiacion UV-B y a la herbivoria en la acumulacion de algunos
compuestos fendlicos (Fig. 5.1). Wilkens y colaboradores (Wilkens et al., 1996)
encontraron que las concentraciones de 4cido clorogénico y rutina aumentan en plantas de
tomate expuestas a la radiacion solar completa, respecto de las plantas cultivadas a la
sombra. Estos resultados son confirmados y ampliados por los resultados presentados en el
Capitulo 5. Nuestros resultados muestran que el componente UV-B de la radiacion solar es

por si so6lo efectivo en provocar estas.

Algunos de los fendlicos identificados tienen actividad antiherbivoro conocida. Se ha
demostrado que el 4cido clorogénico inhibe el crecimiento de las larvas de lepidopteros
cuando es incorporado a las dietas artificiales (Elliger et al., 1981; Felton et al., 1989b;
Isman y Duffey, 1982; Stamp et al., 1994, Yang et al., 1996). Para este compuesto fendlico

se ha propuesto que el mecanismo de accion sobre los insectos se basa en su interaccion
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con las proteinas. Cuando el insecto mastica las hojas de una planta la PPO, una enzima
“tardia” cuyo gen es activado por JA, cataliza en el estomago del insecto la oxidacion de
los dihidrofenoles (e. g. 4cido clorogénico) a la O-quinona correspondiente (Felton ef al.,
1989b). Los dihidroxifenoles pueden también autooxidarse en el estomago del insecto
(Summers y Felton, 1994). La alquilacion de las proteinas por las quinonas puede alterar las
propiedades de las proteinas interfiriendo con la solubilidad, digestion, absorcion y
asimilacion (Stahmann ef al., 1977; Leatham et al., 1980; Pierpoint, 1983; Hurrell y Finot,
1985). Se ha documentado que otro de los compuestos identificados en los experimentos de
esta tesis (Capitulos 3 y 4), el derivado de flavonoide rutina, es toxico para las larvas de
lepidopteros (Lukefahr y Martin, 1966; Elliger et al., 1981; Isman y Duffey, 1982). Los
estudios realizados sobre el mecanismo de accion de la rutina mostraron que este fendlico
puede retrasar el inicio del proceso de muda en M. sexta alargando la duracion de los
estadios (Stamp, 1990; Stamp y Horwath, 1992; Horwath y Stamp, 1993). Las
consecuencias de la ingestion de tejido de poca calidad alimenticia sobre las larvas de
lepiddpteros son grandes. Ademas del retraso en el crecimiento larvario se observa una
disminucién en el tamaifio de las pupas y en consecuencia un menor tamafio de adultos. Esto
redunda en una menor cantidad de huevos dejados para la generacion siguiente (Slansky Jr.,

1982 y referencias alli citadas)

Como se ha indicado anteriormente, N. longiflora no acumula cantidades importantes
de IP, es decir que las defensas contra los herbivoros deben ser canalizadas por una ruta
metabolica independiente de la de las oxilipinas. Los resultados presentados en el Capitulo
3 sugieren que una parte importante del efecto antiherbivoro en esta especie podria ser
debida a la acumulacion de fenilpropanoides, y que la reduccion en los niveles de
herbivoria debidos a la radiacion UV-B se deberia a la induccion de una respuesta muy

similar a la disparada por los insectos fitéfagos.

Desde un punto de vista ecofisiologico, es hasta cierto punto intrigante que los
efectos del UV-B y de la herbivoria por una oruga sean tan similares (Fig. 4.3). Una
posibilidad es que estas similitudes sean solo aparentes y que las diferencias sutiles en los
tiempos en que esto ocurre y los cambios relativos en los niveles de expresion de genes
cardinales sean de importancia central para definir la especificidad funcional de la

reorganizacion transcripcional desencadenada por cada estimulo particular (por un



CAPITULO 7 - DISCUSION GENERAL 79

tratamiento del tema, ver Bowler and Fluhr, 2000). Sin embargo, el producto final de la
respuesta al UV-B en Nicotiana sp., que de hecho resulta en una resistencia incrementada al
ataque por un herbivoro, sugiere que la especificidad funcional puede ser en realidad un
tanto limitada. Se puede argumentar que las plantas tienen sélo un numero limitado de
circuitos de sefializacion y moléculas disponibles, y, por ello, la redundancia o
superposicion en las respuestas iniciadas por diferentes sefiales sea en cierta medida
inevitable. Es posible que tanto el UV-B y el ataque por herbivoros tiendan a ocurrir
simultaneamente en los habitats en los cuales estas especies han evolucionado y, como
resultado, hayan sido seleccionadas vias de sefializacion compartidas. Por otro lado,
también es posible que la convergencia transcripcional observada represente un
compromiso evolutivo entre las respuestas altamente "estimulo especificas" y respuestas
"multiprop6sito" que ayudan a las plantas a lidiar con los factores de estrés que, desde "el
punto de vista de la planta", son mas semejantes de lo que parecen desde nuestra
perspectiva reduccionista. Por ejemplo, bajo condiciones naturales, la exposicion al UV-B
solar completo (e.g. en espacios abiertos dentro de un canopeo) y la exposicion a insectos
que se alimentan de hojas puede someter a limitaciones similares el crecimiento de la
planta, lo cual subsecuentemente imponga reacomodaciones parecidas en su fisiologia.
Ejemplos de las respuestas morfoldgicas y bioquimicas que pueden aumentar la resistencia
a la alta radiacion UV-B, y al mismo tiempo reducir el dafio impuesto por los insectos
folivoros, pueden incluir la inversion reducida en éarea foliar, la produccion de hojas
gruesas, aumentos en los niveles de antioxidantes, y niveles aumentados de compuestos

fenolicos. Estas respuestas implican un costo metabolico.

En el capitulo 6 de esta tesis se muestran los resultados de experimentos en donde las
plantas fueron expuestas a situaciones en las cudles presumiblemente existia un conflicto en
la asignacion de recursos. La percepcion de sefiales de competencia, tales como las
reducciones en las relaciones R:RL, pueden inducir mecanismos mediante los cuales las
plantas reaccionan al sombreado, una respuesta conocida como “sindrome de evitado del
sombreado”. Esta respuesta involucra la elongacion de tallos y peciolos de manera de
asegurar una Optima intercepcion luminica. La plasticidad fenotipica asociada con esta
respuesta le permite a la planta captar luz en canopeos densos, pero previene que se invierta

una excesiva cantidad de recursos en la elongacion de tallos y peciolos en condiciones de
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canopeo abierto, donde no existe competencia por luz. Se ha mostrado que la manipulacion
de las relaciones R:RL reducen la aptitud cuando una planta aislada es expuesta a sefales
de alta densidad de vecinos, o en las plantas incapaces de percibir a los vecinos cultivadas a
altas densidades Estas evidencias subrayan el rol adaptativo de la redistribucion de recursos
inducida por las bajas relaciones R:RL en la competencia de las plantas. Otro tipo de
sefales estan asociadas a las interacciones con niveles troficos superiores. Como se ha
comentado en parrafos anteriores, la generacion de defensas inducidas por la herbivoria
incurre en costos metabolicos al producirse la sintesis de varios metabolitos secundarios de
proteccion, y se ha demostrado que estas respuestas pueden reducir la aptitud de la planta
(por una revision ver Cipollini et al. 2003). Naturalmente, de esto se desprende que ambas
situaciones, competencia y herbivoria, al coexistir probablemente interactiien, aunque el
resultado final de tales interacciones no es claramente predecible. Los resultados
presentados en el Capitulo 4 muestran que los cambios inducidos por el RL sobre los
tejidos de las plantas aumentan la ganancia de peso de las larvas de M. sexta, y que este
incremento en la calidad forrajera del tejido no esta relacionado con el contenido de
proteinas o pardmetros groseros de las hojas. Varios compuestos de conocida funcion
antiherbivoro fueron ensayados con resultados negativos. No pudimos detectar nicotina ni
glicésidos de diterpenoides (GDT) IP. Nuestros resultados coinciden con reportes previos
en donde se sefiala que no hay casi acumulacion de nicotina en N. longiflora. Tampoco
pudimos detectar la acumulacion de IP en N. longiflora que, a diferencia de N. attenuata,
acumula muy pequefias cantidades de IP, las que no fueron detectadas en estos
experimentos. En el capitulo 2 de esta tesis se document6 que N. longiflora acumula
cantidades casi imperceptibles de IP. Sinclair y colaboradores (2004) describieron que no
existia efecto del dafio en N. alata, un miembro de la misma seccion del género Nicotiana
(Alatae) que N. longiflora. La concentracion de alcaloides también es extremadamente baja
en N. alata, una caracteristica que parece ser general de las especies de la seccion Alatae
(incluida N. longiflora), con las excepciones de N. langsdorffii y N. sylvestris (Sinclair et
al., 2004). En resumen, muchos de los grupos de compuestos de los que se sabe que tienen
actividad antiherbivoro, tales como DTGs, nicotina, alcaloides o IP, no parecen jugar un

papel muy importante en nuestro sistema de estudio.
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En cambio, la acumulacién de compuestos fendlicos si podria ser central en las
respuestas antiherbivoro en N. longiflora. El principal compuesto fendlico detectado fue el
acido clorogénico, del cual ya se han discutido sus propiedades como antiherbivoro. El
acido clorogénico representa casi el 80 % del total de fendlicos detectados. No resulta
extrafio entonces que su patron de acumulacion resulte muy similar al detectado a través de
la Asos (Figs. 3 y 5). Lo que resulta muy notorio en nuestros resultados es que, en las
plantas del tratamiento Ambiente, la herbivoria simulada es capaz de inducir la
acumulacién de acido clorogénico, pero esta capacidad se pierde en las plantas
suplementadas con RL. Nuestra hipotesis es que, cuando la relacion R:RL es alta (es decir,
en ausencia de sefiales de competencia), la herbivoria es capaz de producir una
redistribucion de recursos de manera de aumentar las defensas de las plantas, mientras que
cuando existen bajas relaciones R:RL pareciera haber un conflicto por el uso de recursos
entre la competencia y la herbivoria y, al menos en N. longiflora, las sefiales de
competencia impedirian la respuesta antiherbivoro, presumiblemente por la necesidad de
utilizar los recursos para el crecimiento (Figs. 6.5 y 6.6). En el tratamiento de RL
practicamente no se detecta ninguna respuesta de los fendlicos a la herbivoria simulada,
mientras que en el tratamiento Ambiente la induccion de fenolicos parece estar asociada
con el acido clorogénico y compuestos asociados, en lugar de estarlo con el derivado de
kaempferol o la rutina (Fig. 6.6). Todos estos compuestos derivan del acido p-cumarico, el
lugar de divergencia de distintas rutas biosintéticas. Mientras que el acido clorogénico y
compuestos similares son el resultado de la esterificacion del acido cafeico (4cido hidroxi-
p-cumarico) con el cido quinico, el kaempferol y la rutina se obtienen luego de numerosas
reacciones enzimaticas que incluyen la formacion de chalcona (Fig. 6.7). Nuestros
resultados sugieren que la acumulacion de fenolicos inducida por la herbivoria en ausencia
de competencia no es el resultado de un aumento general en la regulacion de la via de los
fenilpropanoides, sino en una regulacion especifica de los compuestos relacionados con el
acido clorogénico, que por otro lado representan cerca del 90 % del total de fendlicos en V.
longiflora (Tabla II). Esta tendencia es confirmada por los datos generales de expresion
(Tabla IV). La herbivoria incrementa la expresion de varias enzimas de la via de los
fenilpropanoides “simple” como la isocorismato sintasa, PAL, acido cafeico O-

metiltransferasa, acido cindmico 4-hidroxilasa, ferulato-5-hidroxilasa o 4-cumarato CoA
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ligasa, muchos de cuyos productos pueden actuar como precursores del acido clorogénico.
Por otro lado los genes ensayados correspondientes a los compuestos derivados de la CHS
(flavonoides de esqueleto carbonado C15) como el conjugado de kaempferol y la rutina, no
mostraron ninguna regulacion luego de la induccion por M. sexta. La CHS, la flavonol
sintasa, la flavanona 3-beta-hidroxilasa y la UDP ramnosa:antocianidina-3-glucésido
ramnosiltransferasa no cambid su expresion en respuesta a la herbivoria. Tomados en
conjunto, los resultados de la acumulacion de fenolicos en respuesta a la herbivoria (Figs.
6.3, 6.5y 6.6) y la expresion de genes (Tabla IV) mostré una disminucion de las respuestas
antiherbivoro mediada por el RL. Bajo condiciones en las cuales no hay competencia, las
respuestas antiherbivoro estdn dominadas por la activacion de una rama especifica de la via
de los fenilpropanoides que lleva a la sintesis de compuestos con el esqueleto basico de la
fenilalanina. Son estas respuestas las afectadas por la deteccion del RL y su disminucion no
es el resultado de una cancelacion de los efectos de la herbivoria simulada y el RL, dado
que el FR per se no tuvo efecto sobre estos genes (Tabla IV). En cambio, el RL parece

modular la acumulacion de fendlicos provocada por la herbivoria.

Los resultados presentados en el Capitulo 6 sugieren fuertemente que las sefiales de
competencia y la herbivoria producen un conflicto en la asignacion de recursos. Las plantas
de N. longiflora presentan una estrategia conservativa, priorizando la asignacion de
recursos a la competencia a expensas de las defensas inducidas contra herbivoros. Es
importante notar que esta “decision” es tomada antes de que exista una limitacion real de

récursos.

A modo de resumen final podemos decir que los resultados obtenidos a lo largo de
esta tesis han permitido ampliar el conocimiento existente hasta el comienzo de los mismos.
Nuestro trabajo en el drea de las relaciones entre el ambiente luminico y la resistencia de las
plantas a la herbivoria es uno de los primeros en mostrar un mecanismo posible para
explicar genéticamente estas interacciones. En este sentido hemos sido pioneros en emplear

tecnologia de gendmica para encarar problemas ecologicos.

Todavia queda un largo camino por recorrer hasta develar la intrincada red de
mecanismos que gobiernan las respuestas de las plantas a los estimulos ambientales. El

estudio de sus implicancias ecoldgicas abre posibilidades excitantes de investigacion.
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