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El catabolismo de los jasmonatos por la sulfotransferasa ST2a promueve el crecimiento y
la habilidad competitiva en Arabidopsis

Resumen

En las plantas, el crecimiento y la resistencia a la herbivoria suelen estar correlacionados
negativamente. Los jasmonatos son fitohormonas con un rol clave en los mecanismos que
regulan esta relacidn antagdnica. Estos compuestos lipidicos orquestan la acumulacion de
defensas quimicas contra los atacantes y, al mismo tiempo, son potentes inhibidores del
crecimiento. La sulfotransferasa 2a (ST2a) es una enzima involucrada en el catabolismo de los
jasmonatos y se ha propuesto que desempeiia un papel en la optimizacion del crecimiento y
la habilidad competitiva en plantas que crecen en un canopeo denso. En este trabajo
evaluamos la relevancia de la via de inactivacidon de jasmonatos mediada por ST2a en un
contexto de competencia real con plantas vecinas. Plantas incapaces de inactivar jasmonatos
por esta via (mutantes st2a-1) mostraron un mayor flujo de jasmonatos hacia la formacién de
conjugados bioactivos que las plantas salvajes. Este cambio en el flujo metabdlico en plantas
st2a-1 estuvo acompafiado de una menor tasa de crecimiento y una mayor resistencia a un
insecto herbivoro (Spodoptera frugiperda). La resistencia al patégeno Botrytis cinerea
(también regulada por la via de los jasmonatos) no fue afectada por la mutacién st2a-1 en
nuestras condiciones. La produccién de frutos de las plantas st2a-1 se vio muy comprometida
en cultivos mixtos, donde compitieron con plantas salvajes. Sin embargo, en monocultivos, la
produccion de frutos de las mutantes st2a-1 fue igual a la de las plantas salvajes. Concluimos
qgue la atenuacion de la sefalizacion de jasmonatos a través de ST2a es un determinante
importante de la capacidad competitiva y es necesaria para maximizar el fitness individual en
Arabidopsis. Manipular la inactivacién de jasmonatos con herramientas biotecnoldgicas
podria tener utilidad en el desarrollo de cultivos mas compactos o resistentes a plagas, si un
mecanismo semejante al descripto para Arabidopsis operara en especies de interés
agronémico.

Palabras claves: competencia, compromiso crecimiento-defensas, herbivoria, inmunidad de
las plantas, jasmonatos, sulfotransferasa.



Jasmonate catabolism by the sulfotransferase ST2a promotes growth and competitive
ability in Arabidopsis

Abstract

In plants, growth and resistance to herbivory are often negatively correlated. Jasmonates are
key phytohormones in the mechanisms that regulate this trade-off. These lipid-derived
compounds orchestrate the accumulation of chemical defenses against attackers and, at the
same time, they are potent inhibitors of plant growth. The sulfotransferase 2a (ST2a) is an
enzyme involved in jasmonate catabolism and it has been proposed to play a role optimizing
growth and competitive ability in plants growing in dense stands. In this work, we evaluated
the relevance of the ST2a-mediated jasmonate inactivation pathway in a context of real
competition with neighboring plants. Loss-of-function st2a-1 plants, which are unable to
inactivate jasmonates by sulfation, showed an increased overall flux of jasmonates toward
the formation of bioactive conjugates compared to wild type plants. This redirection of the
metabolic flux in st2a-1 plants was accompanied by reduced plant growth and enhanced
resistance against an herbivorous insect (Spodoptera frugiperda). The resistance against the
necrotrophic pathogen Botrytis cinerea (which is also regulated by the jasmonate pathway)
was not affected by the st2a-1 mutation under our experimental conditions. The fruit
production of st2a-1 plants was greatly compromised in mixed cultures, where they
competed with wild type plants. In monocultures, however, the fruit production of st2a-1
mutants did not differ from that of wild type canopies. We conclude that attenuation of
jasmonate signaling through ST2a is an important determinant of competitive ability and it is
required to maximize individual fitness in Arabidopsis. If a similar mechanism of jasmonate
inactivation operates in species of agronomic interest, its manipulation via biotechnology
could represent an interesting avenue to generate more compact or pest-resistant crops.

Key words: growth-defense trade-off, herbivory, jasmonates, plant competition, plant
immunity, sulfotransferase
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Capitulo 1: Introduccion,
objetivos e hipotesis



Percepcion de plantas vecinas

Las plantas, al ser organismos fotosintéticos, dependen de la disponibilidad de radiacidn
fotosintéticamente activa (PAR 400-700 nm), fuente de energia necesaria para la fijacion de
COs. Por lo tanto, la reduccién de la PAR debido al sombreado de plantas vecinas (por debajo
de ciertos niveles que dependen de cada especie) puede comprometer fuertemente el
desarrollo de la planta y su éxito reproductivo. Es por esto que, en plantas intolerantes a la
sombra, se han seleccionado a lo largo de la evolucidn mecanismos que les permiten detectar
el sombreado, y responder modificando su crecimiento para lograr una mayor intercepcion
de la luz. A esta respuesta se la conoce como el sindrome de escape al sombreado (SAS por
sus siglas en inglés) e implica un crecimiento en altura de la planta (alargamiento del
hipocotilo, tallo y peciolos, posicionamiento erecto de las hojas e inhibicion de las
ramificaciones), que permite posicionar el tejido fotosintético en un estrato mas alto del
canopeo (Casal, 2012).

Por otro lado, las plantas también compiten con plantas vecinas por los nutrientes y el agua
disponibles en el suelo; y son capaces de responder a la presencia de vecinas modificando la
arquitectura y direccién del crecimiento de la raiz (Caffaro et al., 2013; Craine, 2005; Mufioz-
Parra et al., 2017; Padilla et al., 2013).

La presencia de plantas vecinas genera una gran diversidad de sefiales (luminicas, mecanicas,
guimicas) que pueden ser percibidas por las plantas, y otorgan informacién sobre las vecinas
gue la rodean, desencadenando respuestas especificas a esta competencia (Ballaré & Pierik,
2017; Yoneyama & Bennett, 2023) (Fig. 1.1.A).

Sefales luminicas de competencia

La luz, ademas de ser fuente de energia para las plantas, es una importante fuente de
informacién sobre el ambiente en el que se encuentran. De la luz solar, los tejidos verdes de
las plantas absorben, reflejan y transmiten diferencialmente cada longitud de onda, por lo
gue la proximidad de plantas vecinas afecta tanto la intensidad como la calidad de la luz
(Fiorucci & Fankhauser, 2017). De la PAR, las hojas absorben principalmente en el rojo (R, A =
600-700 nm) y en el azul (A = 400-500 nm), mientras que reflejan en el rojo lejano (RL, A = 700-
750 nm). Ademas, el tejido foliar absorbe en el ultravioleta-A (UV-A, A = 315-400 nm) y UV-B
(A =280-315 nm) (Fiorucci & Fankhauser, 2017). Las plantas son capaces de detectar cambios
en la calidad de la luz incluso en condiciones que no generan un sombreado real, cuando las
vecinas se encuentran a una distancia que no afecta a la intensidad de PAR que reciben. Esto
se debe a la propagacién lateral del RL reflejado por los tejidos fotosintéticos. El aumento en
el RL es una de las primeras sefales de proximidad de vecinas que detectan las plantas (Ballaré
et al., 1990). Luego, a medida que crece el canopeo, disminuye la luz R, azul, UV-A y UV-B
(Casal, 2012) (Fig. 1.1.B).

Las plantas son capaces de detectar estos cambios en la intensidad y la calidad de la luz por
medio de fotorreceptores, moléculas fotosensibles que desencadenan respuestas celulares.



Los fotorreceptores mas estudiados en cuanto a la deteccidon de plantas vecinas y las
respuestas de escape al sombreado son los fitocromos, en particular el fitocromo B (phyB).
Estos fotorreceptores absorben luz en la longitud de onda del R y del RL, y tienen dos
conformaciones foto-reversibles. La forma inactiva Pr, en la cual es sintetizado el fitocromo,
absorbe principalmente en el Ry se transforma en la forma Pfr (activa), que a su vez absorbe
principalmente en el RLy se inactiva a la forma Pr. El phyB también se inactiva lentamente en
oscuridad. Por lo tanto, la actividad del phyB es modulada por la intensidad de luz R y por la
relaciéon R/RL (Li et al., 2011). Ademas de los fitocromos, existen otros fotorreceptores
involucrados en la percepcion del sombreado. Los criptocromos perciben cambios
principalmente en la luz azul y UV-A, y UV RESISTANCE LOCUS 8 (UVR8) en la luz UV-B (De Wit
et al., 2016; Fraser et al., 2016; Hayes et al., 2014; Keller et al., 2011) (Fig. 1.1.B).

Los fitocromos y criptocromos activos interaccionan con los PHYTOCHROME-INTERACTING
FACTORs (PIFs), inhibiendo su actividad. Los PIFs son factores de transcripcion que
promueven la expresién de genes vinculados al crecimiento y las respuestas del SAS. Las
principales fitohormonas promotoras del crecimiento son las auxinas (IAAs), y su biosintesis
es regulada de forma positiva por los PIFs (Fiorucci & Fankhauser, 2017; Leivar & Monte, 2014;
Leivar & Quail, 2011). Ademas, fitocromos, criptocromos y UVR8 estabilizan a factores de
transcripcidén que promueven la fotomorfogénesis e inhiben a los PIFs, al regular la actividad
del complejo ubiquitina ligasa CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 / SUPPRESSOR OF
PHYA-105 (COP1/SPA) (Fiorucci & Fankhauser, 2017; Huber et al., 2021).

Por lo tanto, los cambios en el ambiente luminico generados por la presencia de plantas
vecinas promueven las respuestas de SAS mediante una red de regulacidn compleja que
involucra a distintos fotorreceptores (Fernandez-Milmanda & Ballaré, 2021; Huber et al.,
2021).

Sefiales mecanicas de competencia

El contacto mecdnico entre las puntas de las hojas antecede a los cambios en el ambiente
luminico, en plantas que presentan un crecimiento horizontal (en forma de roseta) (De Wit et
al.,, 2012). Este contacto entre hojas produce una respuesta de hiponastia (aumento del
angulo foliar), y es esta elevacion de las hojas la que lleva a que disminuya la relacion R/RL en
un cultivo denso de Arabidopsis (De Wit et al., 2012). Recientemente se describié que la
hiponastia en respuesta al contacto mecdnico involucra a un mecanismo distinto al
movimiento hipondastico en respuesta a RL, y requiere de una onda de calcio citosélico que
comienza en los tricomas de la punta de las hojas y se expande hasta los peciolos
(Pantazopoulou et al., 2023). Ademads, estd reportado que pueden transmitirse sefiales
eléctricas y de especies reactivas del oxigeno entre plantas vecinas que tengan hojas en
contacto, evidenciando nuevos mecanismos posibles de comunicacién por medio del
contacto foliar (Szechynska-Hebda et al., 2022).



Sefiales quimicas de competencia

Por otro lado, existen mecanismos de comunicacién entre plantas vecinas por medio de
sefales quimicas. Las plantas pueden enviar y recibir sefiales a través de compuestos
organicos volatiles (VOCs, por sus siglas en inglés) y por medio de exudados radiculares. Estas
comunicaciones se estudiaron principalmente en respuesta a estreses bidticos o abidticos,
donde se cree que tienen una funcién “alertando” a plantas vecinas, ya que desencadenan
respuestas de defensa en plantas que de hecho aln no sufrieron el estrés (Ameye et al., 2018;
Baldwin & Schultz, 1983; Falik et al., 2012; Ninkovic et al., 2021; Sweeney et al., 2017).
También se piensa que los VOCs y exudados radiculares tienen un rol en la percepcion
temprana de vecinas, permitiéndoles a las plantas obtener informacion sobre la identidad y
el estado de quienes las rodean y responder de manera especifica (Badri et al., 2012; Caffaro
et al., 2013; Chen et al., 2019; Kegge et al., 2015; Ninkovic et al., 2016; Semchenko et al.,
2014; Wang et al., 2021).
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Figura 1.1. Seiales indicadoras de la presencia de plantas vecinas. A) Se representan algunas de las sefiales que
se cree perciben las plantas como indicadores de la presencia de vecinas: 1) Cambios en el ambiente luminico,
2) Contacto mecanico entre hojas, 3) Compuestos orgdanicos volatiles, y 4) Metabolitos provenientes de
exudados radiculares. Se representa la radiacidn incidente sobre una hoja con una flecha blanca, la radiacidn
transmitida con una flecha gris, y la radiacién reflejada con una flecha bordd. Figura adaptada de Yoneyama &
Bennett, 2023. B) Cambios en el ambiente luminico causados por un canopeo. Se muestran los espectros de la
radiacion solar plena (superior) y de la radiacion solar bajo un canopeo denso (inferior). Se esquematiza el
espectro electromagnético y se indican las longitudes de onda percibidas por los principales fotorreceptores
involucrados en las respuestas de escape al sombreado. Figura adaptada de Fiorucci & Fankhauser, 2017.

Percepcion de atacantes y activacion de las defensas

A lo largo de la evolucién, se han seleccionado en las plantas una gran diversidad de
estrategias para defenderse de patégenos y herbivoros, que llevan a reducir los dafios
ocasionados por consumidores. Los mecanismos de defensa pueden ser constitutivos (las



plantas los expresan todo el tiempo) o inducibles (se expresan en respuesta a la presencia de
atacantes); directos (aquellos que restringen al atacante) o indirectos (mecanismos que
atraen a predadores o parasitoides de los atacantes) (Heil, 2008; War et al., 2012; Wu &
Baldwin, 2009).

Una percepcién temprana de los atacantes es crucial para que las defensas inducibles resulten
eficaces. Las plantas son capaces de detectar la presencia de atacantes por medio de patrones
moleculares no-propios (patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs) y patrones
moleculares asociados a herbivoros (HAMPs)). Ejemplos de PAMPs son la flagelina y
lipooligosacaridos presentes en bacterias, la quitina de la pared celular fungica y glucanos de
oomycetes. Ejemplos de HAMPs presentes en herbivoros son volicitina e inceptinas. Las
plantas también reconocen a moléculas propias que se acumulan de forma pasiva por el dafio
causado en los tejidos (patrones moleculares asociadas al dafio (DAMPs)), como los
oligogaracturdnidos (fragmentos de pectina, polisacarido presente en la pared celular
vegetal) (Erb & Reymond, 2019; Gust et al., 2017). Ademas, las plantas producen sefiales de
dano secundarias que abarcan a una diversidad de oligopéptidos agrupados con el nombre
de fitocitocinas, por su funcién analoga a las citocinas animales indicando invasién o dafio
celular (Gust et al., 2017). Los PAMPs, HAMPs y DAMPs son percibidos por la planta por medio
de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), y en respuesta al reconocimiento de
estas sefiales, las plantas inducen la expresién de defensas, orquestadas principalmente por
la accién de fitohormonas como los jasmonatos, el acido salicilico (SA) y el etileno (ET) (Abdul
Malik et al., 2020; Acevedo et al., 2015; Erb & Reymond, 2019; Ge et al., 2022; Gust et al.,
2017).

A lo largo de la co-evolucion de las plantas con sus atacantes, patégenos y herbivoros
desarrollaron moléculas efectoras que atenudan la activacién de las defensas, y a su vez, las
plantas pueden ser capaces de reconocer estas moléculas efectoras y activar mecanismos de
proteccidn especificos (Ge et al., 2022; Spoel & Dong, 2012).

Antagonismo entre el crecimiento y las defensas

Existe una compensacion entre el crecimiento y las defensas. Cuando las plantas detectan la
presencia de patégenos o herbivoros, inducen mecanismos de defensa, a la vez que suelen
restringir el crecimiento (Ballaré et al., 2012; Cipollini et al., 2017; Garcia et al., 2021; Van Dijk
et al., 2021). Por el contrario, cuando las plantas detectan la presencia de vecinas promueven
el crecimiento, atenuando las defensas (Ballaré et al., 2012; Chan, 2022; De Wit et al., 2013).
Las defensas pueden ser costosas para las plantas. Por un lado, los recursos utilizados en la
biosintesis de metabolitos de defensa no van a estar disponibles para el crecimiento (Bekaert
et al., 2012; Gershenzon, 1994). Por otro lado, las defensas pueden tener costos ecoldgicos
(efectos negativos de las defensas en la interaccion de las plantas con su ambiente bidtico o
abidtico), de oportunidad (pequefias diferencias en el crecimiento que no afectarian de por
si al éxito reproductivo, pero que pueden llevar a desventajas si la planta se encuentra



compitiendo con vecinas) y de autotoxicidad (efectos negativos de las defensas en el
metabolismo de las plantas) (Cipollini et al., 2017; Zlst & Agrawal, 2017).

El uso de herramientas genéticas permitido desacoplar las respuestas de defensa de las de
crecimiento, evidenciando que, al menos en ciertas condiciones, no es la asignacién de
recursos limitantes lo que lleva a esta compensacion entre el crecimiento y las defensas
(Campos et al., 2016; Cerrudo et al., 2017; Moreno et al., 2009). Se han descrito mecanismos
moleculares que regulan el antagonismo entre el crecimiento y las defensas en respuesta a
sefiales de competidoras y de atacantes (Fernandez-Milmanda & Ballaré, 2021). Esto permitio
gue, mediante la manipulacidn genética, se pudieran obtener plantas mas resistentes, sin que
esto conlleve una penalidad en el crecimiento (al menos en condiciones controladas) (Campos
et al., 2016; Cerrudo et al., 2017; Fernandez-Milmanda et al., 2020; Hu et al., 2013; Tang et
al., 2020; L. Yang et al., 2021). Sin embargo, hasta el momento no esta claro si esto se
mantiene en un contexto natural, donde pueden entrar en juego los costos ecoldgicos y de
oportunidad de las defensas.

El antagonismo entre crecimiento y defensas podria surgir de un conflicto configuracional
(Ballaré & Austin, 2019). La base de este antagonismo no esta en la disponibilidad de recursos
presentes o futuros, sino que restringir el crecimiento formaria parte de una respuesta
integral de defensa de las plantas para minimizar la exposicidn a patégenos o herbivoros. Una
configuracion éptima en un contexto con atacantes foliares, que implica una baja relacion
vastago: raiz, hojas gruesas y compactas, tallos bajos y con un alto nimero de ramificaciones,
es perjudicial para competir con plantas vecinas. De la misma forma que una configuracién
Optima para interceptar luz en competencia con plantas vecinas (una alta relacién vastago:
raiz, hojas delgadas con peciolos largos, y tallos altos sin ramificaciones) es mala para
defenderse de atacantes (Ballaré & Austin, 2019) (Fig. 1.2).

Configuracion 6ptima | Competencia | Defensas

Elongacion de tallos y
peciolos 1 ‘
Dominancia apical 1 ‘
Area foliar especifica 1 ‘
Relaci6n vastagol raiz 1 ‘

Figura 1.2. Conflicto configuracional entre fenotipos de competencia y de defensa. Se muestran dibujos
esquematicos de las configuraciones éptimas para competir y para defenderse de atacantes (consumidores de

8



tejido aéreo). En la tabla se enumeran distintas respuestas morfolégicas y con flechas se indica la direccion del
cambio en este caracter en la configuracién 6ptima de competencia y de defensa (flecha verde hacia arriba =
aumento; flecha roja hacia abajo = disminucidn). Figura adaptada de Ballaré & Austin, 2019.

Los jasmonatos

Los jasmonatos son fitohormonas que clasicamente se asociaron con las respuestas de
defensa frente a insectos herbivoros y patégenos necrétrofos. En presencia de estos
atacantes, los niveles de jasmonatos aumentan, e inducen distintos mecanismos de defensa
(Howe et al., 2018; Howe & Jander, 2008). Estos mecanismos incluyen metabolitos
especializados (como glucosinolatos, alcaloides, compuestos fendlicos y terpenos), proteinas
de defensa (mirosinasas, inhibidores de proteasas, enzimas oxidativas) y barreras fisicas
(como la produccién de tricomas y la disminucion del nUmero y la apertura de estomas) (Feng
et al., 2021; Forster et al., 2019; Han et al., 2018; Li, Wang et al., 2021; Wang et al., 2007,
Wasternack & Strnad, 2019). Ademas, los jasmonatos promueven tanto defensas directas
como indirectas (Heil, 2008).

A la vez que promueven las defensas quimicas, los jasmonatos son potentes inhibidores del
crecimiento, lo que los vuelve hormonas claves en el balance entre el crecimiento y las
defensas. Los jasmonatos inhiben el crecimiento de la raiz, la elongacion del hipocotilo y la
expansion de las hojas (Huang et al., 2017). El efecto de los jasmonatos sobre el crecimiento
se debe tanto a una reduccién en la expansién como en la divisién celular (Noir et al., 2013;
Zhang & Turner, 2008). Ademas, los jasmonatos estan involucrados en distintos procesos a lo
largo del desarrollo de las plantas: inhibicidn de la germinacién, promocidn de la senescencia
foliar, inhibicién del pasaje del crecimiento vegetativo al reproductivo, promocién del
desarrollo de estambres (Huang et al., 2017; Linkies & Leubner-Metzger, 2012; Pan et al.,
2020; Zhai et al., 2015). Se ha reportado que, en ausencia de atacantes, la respuesta a
jasmonatos tiene costos en cuanto al crecimiento y éxito reproductivo en una gran variedad
de especies, aunque la magnitud de estos costos depende del contexto en el que se evalien
(Baldwin, 1998; Cipollini et al., 2017; Guo et al., 2018, 2022; Van Dam & Baldwin, 2001).

Ademas, los jasmonatos juegan un rol importante en respuesta a estreses abidticos. Se
reportaron funciones en la aclimatacién y tolerancia a frio, sequia, salinidad, calor,
anegamiento, alta intensidad de luz, ozono y metales pesados (Raza et al., 2021; Wang et al.,
2020).

Biosintesis y sefializacion del JA-lle

Dentro de los jasmonatos, la forma biolégicamente mas activa en angiospermas es el
jasmonoil-isoleucina (JA-lle). Su biosintesis comienza en los cloroplastos, con la liberacion de
acido linoléico a partir de lipidos de la membrana, catalizada por fosfolipasas (Kimberlin et
al., 2022). Se identificaron DEFECTIVE IN ANTHER DEHISCENCE1 (DAD1) y PLASTID LIPASE2
(PLIP2)/PLIP3 como las lipasas necesarias para la biosintesis de jasmonatos en estambres y en
respuesta al acido abscisico (ABA), respectivamente (Ishiguro et al., 2001; Wang et al., 2018).



Sin embargo, hay controversias sobre cuales son las lipasas que catabolizan la liberacién de
acido linoleico en respuesta a atacantes (posiblemente debido a que existe redundancia
génica) (Ellinger et al., 2010; Ishiguro et al., 2001; Kimberlin et al., 2022; Wang et al., 2018).
El 4cido linoléico es metabolizado en los cloroplastos por las enzimas LIPOXYGENASE (LOX),
ALLENE OXIDE SYNTHASE (AOS) y ALLENE OXIDE CYCLASE (AQC), para dar acido 12-oxo-
fitodienoico (OPDA) (Wasternack & Feussner, 2018; Wasternack & Strnad, 2018). En
Arabidopsis existen 4 isoenzimas LOX, 1 AOS y 4 AOC. Alternativamente, la biosintesis puede
comenzar con la liberacién de acidos grasos hexadecatrienoicos de la membrana y en este
caso, tras ser metabolizado por las mismas 3 enzimas, se produce acido dinor-12-oxo-
fitodienoico (dnOPDA). EI OPDA y dnOPDA son transportados al citosol y luego a los
peroxisomas, donde son reducidos por 12-OXOPHYTODIENOATE REDUCTASE 3 (OPR3) y
acortados por ciclos de B-oxidacién, dando como resultado la formacion de acido jasmédnico
(JA) (Wasternack & Feussner, 2018; Wasternack & Strnad, 2018). Ademads, existe un
mecanismo de biosintesis de JA a partir de dnOPDA que es independiente de OPR3 (Chini et
al., 2018). El JA es exportado al citosol donde JASMONIC ACID RESISTANT 1 (JAR1) cataliza la
conjugacion con isoleucina, para dar la forma biolégicamente mas activa, el JA-lle (Staswick
& Tiryaki, 2004). Recientemente se describié que la amido sintetasa GRETCHEN HAGEN 3.10
(GH3.10), una enzima de la misma familia que JAR1, también es capaz de conjugar al JA con
isoleucina (Delfin et al., 2022). Finalmente, el JA-lle ingresa al nucleo, donde ejerce su funcion
regulando la expresién génica (Wasternack & Feussner, 2018; Wasternack & Strnad, 2018)
(Fig. 1.3).

En el nucleo, el JA-lle es percibido por el complejo co-receptor CORONATIVE INSENSITIVEL
(COI1)- JASMONATE ZIM-DOMAIN (JAZ). COI1 es una F-box del complejo E3 ubiquitin ligasa
SKP1-Cullin-F-box (SCF), que en presencia de JA-lle interacciona con las proteinas JAZs y las
ubiquitina, llevando a su degradacién por proteasoma 26S (Howe et al., 2018). Las proteinas
JAZs son represoras de la sefializacion del JA-lle, interaccionan con las proteinas MYCs y otros
factores de transcripcion e impiden que ejerzan su funcién induciendo la expresién génica
(Howe et al., 2018). En respuesta al JA-lle las proteinas JAZs son degradadas, liberando a los
MYCs que van a formar homo/heterodimeros y promover la expresion de genes de respuesta
al JA-lle (Howe et al., 2018). En Arabidopsis se reportaron 4 proteinas MYCs y 13 proteinas
JAZs involucradas en las respuestas al JA-lle. Si bien existen muchas funciones redundantes
entre las proteinas homologas, también se han descrito roles en respuestas especificas para
algunas de ellas, por lo que se cree que las diferentes combinaciones de proteinas JAZs y MYCs
permiten ajustar finamente las respuestas al JA-lle (Fernandez-Calvo et al., 2011; Howe et al.,
2018; Johnson et al., 2023; Liu et al., 2021; Song et al., 2017) (Fig. 1.3).

Existe un loop negativo en las respuestas al JA-lle, ya que los genes JAZ aumentan su expresion
por la sefializacidn del JA-lle, evitando una activacion desmedida de la via (Howe et al., 2018;
Wasternack & Feussner, 2018). Ademas, existe un loop positivo, ya que la expresién de los
genes que codifican para las enzimas de biosintesis y los MYCs es inducida por la misma
sefializacion del JA-lle (Howe et al., 2018; Wasternack & Feussner, 2018). Sin embargo, el
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principal factor que limita la biosintesis del JA-lle no es la expresion de enzimas de biosintesis
sino la disponibilidad de precursores (Kimberlin et al., 2022; Scholz et al., 2015). En los ultimos
afios se caracterizaron algunos de los transportadores que permiten la exportacion e
importacion del JA-lle y sus precursores a los distintos compartimentos celulares, y se vio que
tienen un rol importante en la regulacién de su biosintesis y senalizacion (Li, Yu et al., 2021).
También juegan un rol los transportadores del JA desde el citosol al apoplasto, y desde el
apoplasto al citosol, que parecen tener una funcién en las respuestas sistémicas de defensa,
permitiendo el transporte de jasmonatos entre células (Li, Yu et al., 2021).
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Figura 1.3. Biosintesis y sefializacion del JA-lle. La biosintesis del JA-lle comienza en los cloroplastos, con la
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liberacién de acido linoleico u acidos grasos hexadecatrienoicos de la membrana por accidn de lipasas. Estos
acidos grasos son metabolizados por las enzimas LOX, AOS y AOC, para dar OPDA o dnOPDA respectivamente.
Luego, en los peroxisomas el OPDA y dnOPDA son reducidos por la enzima OPR3 y luego acortados por ciclos de
B-oxidacién (3 ciclos el OPDA y 2 ciclos el dnOPDA), para dar JA. Alternativamente el dnOPDA puede acortarse
por dos ciclos de B-oxidacién para dar 4,5-dideshidrojasmonato (4,5-ddh-JA), y en el citosol el 4,5-ddh-JA es
reducido a JA por OPR2. El JA es conjugado con isoleucina por las enzimas JAR1 y GH3.10, para dar JA-lle, el
jasmonato bioldgicamente mas activo. El JA-lle ingresa al ntcleo donde es percibido por el co-receptor SCF<©'1-
JAZ, llevando a la ubiquitinizacién y posterior degradacion por proteasoma 26S de las proteinas JAZ. Al
degradarse las proteinas JAZ, se liberan los factores de transcripcién MYC (y otros factores de transcripcién),
que van a inducir la expresion de genes de respuesta al JA-lle. Estos cambios en la expresion génica producen
un aumento en las defensas y una inhibicidn del crecimiento. Figura basada en Heitz, 2021; Wasternack & Strnad,
2018.

Diversidad de jasmonatos

En los ultimos afios tomaron mayor relevancia los mecanismos de catabolismo e inactivacion
del JA-lle, por medio de los cuales se obtiene una diversidad de metabolitos con diferentes
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niveles de actividad bioldgica (algunos de ellos representados en la Fig. 1.4) (Heitz, 2021). El
término jasmonatos abarca al conjunto de estos metabolitos, que incluye al JA-lle y todos los
derivados de su catabolismo, asi como sus precursores desde el OPDA y sus derivados.

Si bien el JA-lle es la forma biolégicamente mas activa, no es la Unica con actividad. Se reporté
gue tanto las formas conjugadas con otros aminodcidos no polares (Alanina, Leucina, Valina
y Metionina) como la forma oxidada 12-hidroxi-jasmonoil-isoleucina (12-OH-JA-lle), tienen
actividad por la via candnica de correceptores SCF''-JAZs (Fu et al., 2022; Jimenez-Aleman
et al.,, 2019; Poudel et al., 2019; Yan et al., 2016). Ademas, estos jasmonatos presentan
diferente afinidad por correceptores con distintas proteinas JAZ, por lo que se cree que
modularian una regulacién fina de las respuestas a jasmonatos (Fu et al., 2022; Jimenez-
Aleman et al., 2019; Poudel et al., 2019; Yan et al., 2016).

Para otros jasmonatos, como el dcido 12-O-glucopiranosil-jasmdnico (12-0O-Glc-JA), la cis-
jasmona, el jasmonil-triptéfano (JA-Trp) y el OPDA, también se reportd actividad bioldgica,
pero por mecanismos independientes de correceptores SCF©'1-JAZs. El 12-O-Glc-JA estd
involucrado en el movimiento nictindstico de hojas en Samanea y Albizzia (Nakamura et al.,
2006, 2011; Yang et al., 2022). En un principio el 12-0-Glc-JA y OH-JA se identificaron como
promotores de la formacién de tubérculos en papa (y por eso el OH-JA es llamado acido
tuberdnico), pero actualmente se cree que esto puede ser un efecto indirecto (Wasternack &
Song, 2016). La cis-jasmona es un jasmonato volatil que esta involucrado en la comunicacién
entre plantas, afecta al contenido y composicién de los VOCs y promueve las defensas directas
e indirectas contra insectos (Ali et al., 2021; Bruce et al., 2008; Matthes et al., 2010). El JA-Trp
restringe respuestas a auxinas en raices al impedir la actividad de una permeasa
transportadora de auxinas (Staswick et al., 2017; Staswick, 2009). Sin embargo, los autores
concluyen que no parece tener un rol muy relevante, debido a la baja concentracién en la que
se sintetiza este JA (al menos en las condiciones estudiadas). Se reportaron funciones del
OPDA en germinacion de semillas, desarrollo de embriones, apertura de estomas,
termotolerancia, homeostasis de especies reactivas del oxigeno y defensas contra insectos y
patdgenos (Jimenez Aleman et al., 2022). Algunos de estos resultados deben ser tomados con
cautela ya que es dificil separar las respuestas causadas directamente por el OPDA de las que
se generan debido a su metabolismo hacia el JA-lle, y durante afios se utilizaron mutantes
opr3 que luego se describié que son capaces de sintetizar JA-lle (Chini et al., 2018). En los
ultimos anos se encontraron diversas funciones del OPDA y dnOPDA en briofitas. Estas plantas
no sintetizan JA ni JA-lle, pero conservan el correceptor SCF®°'*-JAZ, y la molécula percibida
por el mismo es dnOPDA. En estas especies se describieron respuestas del dnOPDA
dependientes e independientes de COI1 (Jimenez Aleman et al., 2022).

La expresion de las enzimas que participan en el catabolismo del JA-lle es inducida por la
sefalizacion del JA-lle, por lo que se propone que el catabolismo forma parte de un loop
negativo de regulacién. Alteraciones en los niveles de expresion de las enzimas que participan
del catabolismo del JA-lle afectan los niveles de jasmonatos y las respuestas de defensa de las
plantas (Caarls et al., 2017; Fernandez-Milmanda et al., 2020; Heitz et al., 2012; Koo et al.,
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2011; Marquis et al., 2020, 2022; Tang et al., 2020). Trabajos recientes sugieren que la
inactivacion de los jasmonatos puede ser utilizada por las plantas para regular el fino balance
entre los distintos jasmonatos en respuesta a sefiales ambientales; y contribuiria a Ila
modulacién del crecimiento y las defensas (Fernandez-Milmanda et al., 2020; Marquis et al.,
2020; Widemann et al., 2016; Zhang et al., 2024; Zhu et al., 2021).

JA-AA JA 12-OH-JA \ ; Shf & & s

. . ' 7on| [ Activos
¢ o P & e <
\< .;;f" H/ : \j Parcialmente activos

Jasmona 12-HSO,-JA Inactivos

Me-JA

Figura 1.4. El catabolismo del JA-lle. Se muestran esquemas de algunos de los jasmonatos producto del
catabolismo del JA-lle. Con flechas se indican las reacciones enzimaticas y sobre las mismas se representan las
enzimas descriptas que catalizan esta reaccidn. Los jasmonatos bioactivos estan recuadrados con linea verde
entrecortada (), los parcialmente activos (se reporté actividad, pero por mecanismos independientes de COI1)
con linea rosa punteada (. . .) y los inactivos con linea gris llena (). El JA-lle puede ser oxidado por
CYTOCHROMES P450 94 B1 (CYP94B1) y CYP94B3 para dar 12-OH-JA-lle, que a su vez puede volver a ser oxidado
por CYP94C1 a 12-carboxi-jasmonil-isoleucina (12-COOH-JA-Ile). Por otro lado, el JA-lle y 12-OH-JA-lle pueden
ser deconjugadas por las amidohidrolasas IAA-ALANINE RESISTANT 3 (IAR3) e IAA-AMINO ACID HYDROLASE ILR1-
LIKE 6 (ILL6) para dar JA o acido tuberdnico (12-OH-JA). A su vez el JA puede ser oxidado por las JASMONATE-
INDUCED OXYGENASE (JOX/JAO) para dar 12-OH-JA. El 12-OH-JA es tanto sustrato de SULFOTRANSFERASE 2a
(ST2a), que cataliza la formacion de un sulfo-jasmonato (12-HSO4JA), como de UDP-DEPENDENT
GLYCOSYLTRANSFERASE 76E1 (UGT76E1), que cataliza la formacidn de acido 12-O-glucopiranosil-jasmodnico (12-
O-Glc-JA). El JA puede ser metilado, descarboxilado o conjugado con otros aminodcidos ademas de isoleucina.
Me-JA = metil-jasmonato, JA-AA = jasmonoil-aminodacido (aminoacidos descriptos: alanina, valina, leucina,
metionina, triptéfano), JMT = JASMONATE O-METHYLTRANSFERASE. Figura adaptada de Heitz, 2021;
Wasternack & Strnad, 2018.

ST2a en el balance entre el crecimiento y las defensas

La enzima SULFOTRANSFERASE 2a (ST2a) participa en el catabolismo del JA-lle, catalizando la
formacion de 12-HSQO4.JA a partir de 12-OH-JA (Fernandez-Milmanda et al., 2020; Gidda et al.,
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2003). Al igual que otras enzimas que participan en el catabolismo de los jasmonatos, la
expresion de ST2a es inducida por la via del JA-lle (Fernandez-Milmanda et al., 2020). Ademds,
la expresién de ST2a se induce en respuesta a tratamientos luminicos que simulan
competencia (aumento del RL lateral), por medio de los PIFs (Fernandez-Milmanda et al.,
2020). Cuando las plantas son expuestas a sefiales luminicas de competencia, la inactivacién
de jasmonatos mediada por ST2a restringe el aumento en el pool de jasmonatos bioactivos
en respuesta a atacantes, llevando a una disminucidn en la expresién de marcadores del JA-
Ile y en la capacidad de las plantas de defenderse frente a herbivoros y patdgenos necrétrofos
(en comparacion a plantas que no fueron expuestas a sefales luminicas de competencia)
(Fernandez-Milmanda et al., 2020). Plantas mutantes st2a-1 resultaron ser mas resistentes
contra patégenos necrotrofos e insectos herbivoros particularmente en condiciones de bajas
relaciones R/RL (Fernandez-Milmanda et al., 2020). Por lo tanto, la via de ST2a es un
mecanismo molecular novedoso que explica cdmo en respuesta a un ambiente luminico que
simula competencia, disminuyen las respuestas de defensa de las plantas (Fernandez-
Milmanda et al., 2020) (Fig. 1.5). Ademas, plantas mutantes st2a-1 crecen en forma similar a
las plantas salvajes en condiciones control, pero, bajo condiciones de induccion de los
jasmonatos, responden menos a tratamientos luminicos que simulan competencia que las
plantas salvajes (en cuanto a respuestas de SAS) (Fernandez-Milmanda et al., 2020).

Existen otros trabajos que proponen la inactivacidon de jasmonatos por la via de ST2a como
un mecanismo que utilizan las plantas para promover el crecimiento y el fenotipo de SAS, en
respuesta a sefales ambientales. Por un lado, se vio que plantulas de Arabidopsis activan la
expresion de ST2a y JASMONATE-INDUCED OXYGENASE (JOX) en respuesta a temperaturas
calidas para permitir la elongacion del hipocotilo; y plantulas de trigo acumulan mas 12-HSQO4.
JA y menos JA-lle (Zhu et al., 2021). Por otro lado, se describid en plantulas de Arabidopsis
qgue la expresion de ST2a es regulada por el reloj circadiano, por medio de los PIFs, y su
expresion aumenta particularmente al final de la noche en fotoperiédos de dia corto,
momento en el cual también aumenta la elongacién del hipocotilo (Yamashino et al., 2013).

Otros mecanismos involucrados en el balance crecimiento-defensas

Ademas de la inactivacion de jasmonatos por la via de ST2a, existen otros mecanismos que
contribuyen a la atenuacién de las defensas mediadas por jasmonatos en respuesta a la
sombra (Fig. 1.5). Esta reportado que condiciones de sombra simulada desestabilizan a las
proteinas MYCs, lo que contribuye a atenuar las defensas (Chico et al., 2014). Por otro lado,
la inactivacion del phyB por bajas relaciones R/RL promueve la acumulacién de giberelinas
(GAs), al menos en parte al inducir la expresidon de sus genes de biosintesis (Bou-Torrent et
al., 2014; Hisamatsu et al., 2005). Las GAs regulan respuestas de escape al sombreado,
promoviendo un alargamiento de hipocotilos y tallos (Kipers et al., 2020; Yang & Li, 2017).
Las proteinas DELLAs son represores de las respuestas a GAs e interaccionan con los PIFs y
con las JAZs (De Lucas et al., 2008; Hou et al., 2010). Las GAs llevan a la degradacion por
proteasoma de las proteinas DELLAs, liberando asi a los PIFs (y permitiendo que promuevan
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la expresién de genes de respuesta al sombreado, entre ellos genes de biosintesis de IAA) y a
las JAZs, que van a reprimir la expresion de las defensas mediadas por jasmonatoss (Hou et
al., 2010; Leone et al., 2014). Recientemente se ha descripto un mecanismo independiente
de las GAs que desestabiliza las DELLAs en respuesta a la sombra y posiblemente también
contribuya en la liberacidn de proteinas JAZs (Blanco-Tourifian et al., 2020) (Fig. 1.5). También
estd reportado que los fitocromos interaccionan con JAR1 (enzima que conjuga JA con lle),
regulando su actividad (Jiang et al., 2023; Peng et al., 2023; Swain et al., 2017).

El balance DELLAs-JAZs también explica, al menos en parte, la represion a las respuestas de
escape al sombreado que ejerce la via del JA-lle. En respuesta al ataque de consumidores
aumenta el JA-lle y se degradan las proteinas JAZs, liberando a las DELLAs, lo que lleva a
reprimir el crecimiento (Leone et al., 2014; Pierik & Ballaré, 2021; Yang et al., 2012). Por otro
lado, la menor disponibilidad de JAZs también contribuiria a restringir el crecimiento, ya que
las JAZs atenuan la expresion de PHYTOCHROME RAPIDLY REGULATED1 (PAR1) y PAR2,
represores de los PIFs (Liu, Wei et al., 2019). En plantulas de Arabidopsis, se describié que los
MYCs restringen la elongacién del hipocotilo al inducir la expresién de ELONGATED
HYPOCOTYL5 (HY5), factor de transcripcidn central en la fotomorfogénesis (Ortigosa et al.,
2020). En plantas adultas los MYCs también parecen restringir la elongacién del peciolo de
manera independiente de los PIFs, aunque se desconoce el mecanismo molecular (Li et al.,
2020). Recientemente se reportd que la sefializacion de los jasmonatos, en Arabidopsis y
arroz, promueve el catabolismo de las GAs e inhibe su biosintesis, evidenciando nuevos
mecanismos moleculares por los cuales los jasmonatos contribuyen a atenuar el crecimiento
(Fukazawa et al., 2023; Jin et al., 2023; Wang et al., 2023). Por otro lado, se propone que los
metabolitos secundarios de defensa (y sus derivados) pueden afectar directamente al
crecimiento, sumando un nivel mas en la regulacion del balance crecimiento-defensas
(Malhotra et al., 2023).

Ademas, existen loops negativos de regulacidon que impiden una activacion desmedida de las
respuestas a sombra y a atacantes. Por ejemplo, la inactivacién del phyB promueve la
expresion de distintos represores de los PIFs, mientras que los MYCs promueven la expresion
de JAZs y ST2a (ademas de los genes que codifican para otras enzimas del catabolismo del JA-
lle). Por otro lado, esta reportado que los MYCs pueden inducir la expresién de genes de
biosintesis de IAA (Machado et al., 2016; Pérez-Alonso et al., 2021). Pareciera ser que,
dependiendo del contexto ambiental y la respuesta estudiada, las vias de jasmonatos e IAA
pueden funcionar de forma antagdnica o sinérgica (Naseem et al., 2015). La regulacidn a nivel
molecular del balance entre crecimiento y defensas es sumamente compleja y, pese a los
grandes avances de los ultimos anos, aln no la conocemos por completo. La complejidad de
esta red posiblemente explique el hecho de que al manipular las defensas de las plantas no
siempre se detecta un antagonismo claro sobre el crecimiento, sino que parece depender de
la interaccion del mecanismo estudiado con otras vias de regulacién de la planta, y del
contexto ambiental (Ferndndez-Milmanda et al., 2020; Hu et al., 2013; Meldau et al., 2012;
Tang et al.,, 2020; Zhang et al., 2024).
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Figura 1.5. Conexiones moleculares entre el crecimiento y las defensas. Esquema simplificado de los vinculos
moleculares entre el crecimiento en respuesta a competidoras y la induccidon de mecanismos de defensa en
respuesta a atacantes. Sefales luminicas de competencia inactivan al phyB, liberando a los PIFs, factores de
transcripcion que promueven la biosintesis de auxinas y el crecimiento. A su vez los PIFs inducen la expresion de
ST2a, enzima involucrada en el catabolismo del JA-ile que reduce el pool de jasmonatos bioactivos, atenuando
asi las respuestas de defensa. Por otro lado, la inactivacion de phyB lleva a una mayor acumulacién de GA, que
degradan a las DELLAs, liberando a las proteinas represoras JAZs. Una mayor disponibilidad de JAZs va a generar
una mayor represion de los genes regulados por MYCs, atenuando asi las defensas. La inactivacion del phyB
reduce la estabilidad de los MYCs lo que también contribuye a la atenuacion de las defensas. En respuesta a la
presencia de insectos herbivoros y patédgenos necrétrofos aumentan los niveles de JA-lle. El JA-lle lleva a la
degradacion de las JAZs, liberando a los MYCs, factores de trancripcion que inducien respuestas de defensa y
atenuan la acumulacién de GAs, reprimiendo asi el crecimiento. Por otro lado, la degradacion de las JAZs va a
llevar a una menor disponibilidad de PIF (de manera dependiente e independiente de las DELLAS), lo que también
contribuye a reducir el crecimiento. Las flechas (->) indican una regulacion positiva (induccidn, estabilidad,
activacion); mientras que las lineas truncadas (-l) indican una regulacidon negativa (represion, degradacion,
inactivacion). Figura basada en Fernandez-Milmanda & Ballaré, 2021.

Implicancias del antagonismo crecimiento-defensas en cultivos

En sistemas productivos, una mayor activacion de los mecanismos de defensas naturales de
las plantas podria incrementar la sanidad de los cultivos. Sin embargo, debido a sus costos
sobre el crecimiento y a su menor eficacia (a corto plazo) en la eliminacién de atacantes en
comparacion al uso de pesticidas, no se ha expandido el uso de las defensas naturales de las
plantas. En los ultimos afios, la busqueda de formas de produccidon de alimentos mas
amigables con el ambiente y con la sociedad, vuelve a poner atencién en la promocién de
mecanismos de defensas naturales como una herramienta mds dentro de un manejo
integrado de pestes (Bruce et al., 2017; Yassin et al., 2021). Algunas de las estrategias que se
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han propuesto con el objetivo de promover las defensas de las plantas sin afectar la

Ill

productividad son el “priming” y el uso de microorganismos benéficos (que pueden promover

III

el crecimiento de las plantas y a la vez producir metabolitos de defensa). El “priming” consiste
en exponer a las plantas a moléculas inductoras, que no llevan a una activacion per se de las
defensas (y por lo tanto no implican grandes costos en el crecimiento), pero causan que las
plantas produzcan una respuesta de defensas mas intensa/rapida al ser expuestas a atacantes

(Buswell et al., 2018; Sestari & Campos, 2022).

Por otro lado, los costos en cuanto al crecimiento y la habilidad competitiva de las plantas
producto de una mayor activaciéon de las defensas no necesariamente van a reducir el
rendimiento en un cultivo. Por el contrario, hace décadas Donald planted que el ideotipo que
maximiza el rendimiento por unidad de drea de un monocultivo es el de plantas con baja
habilidad competitiva (Donald, 1968; Donald & Hamblin, 1983). En sintonia con este ideotipo,
trabajos recientes encuentran que una reduccion en las respuestas a la competencia trae
ventajas sobre el rendimiento de distintos cultivos (Cossani & Sadras, 2021; Lake et al., 2016;
Pantazopoulou et al., 2021; Wuest et al., 2022; Zhai et al., 2021). Las respuestas de escape al
sombreado que los individuos muestran son ventajosas cuando compiten con vecinas menos
sensibles a la sombra, pero no van a mejorar su posicién en el cultivo si sus vecinas presentan
las mismas respuestas; por el contrario, pueden traer desventajas (por ejemplo, mayor
susceptibilidad al vuelco). De hecho, en la actualidad, se buscan seleccionar variedades
cooperativas (que maximizan la produccion por unidad de drea) y no competitivas (que
maximizan la produccion por planta) (Biernaskie, 2022; Wuest et al., 2022).

En este contexto, comprender la regulacién de las defensas naturales de las plantas y los
efectos que tiene una mayor activacién de estos mecanismos de defensa sobre la resistencia
frente a distintos atacantes, el crecimiento y el rendimiento en un ambiente de competencia,
puede contribuir al disefio de nuevas estrategias de mejoramiento y/o manejo de cultivos.

La inactivacion de jasmonatos por la via de ST2a parece jugar un rol clave en la modulacidn
del balance entre crecimiento y defensas en respuesta a sefiales luminicas que simulan
competencia. Plantas mutantes st2a-1 son incapaces de responder a un aumento del RL
lateral atenuando el pool de jasmonatos bioactivos, lo que lleva a que resulten ser mas
resistentes a patégenos y herbivoros que las plantas salvajes (en ambientes luminicos que
simulan competencia), pero no presentan penalidades obvias sobre el crecimiento
(Fernandez-Milmanda et al., 2020). Dado que en sistemas productivos se suelen utilizar altas
densidades de siembra, podemos pensar que plantas incapaces de inactivar jasmonatos por
esta via podrian aumentar la sanidad del cultivo, si este mecanismo se encontrara conservado
en especies de interés agricola. Sin embargo, hasta el momento desconocemos si plantas
st2a-1 son mas resistentes a atacantes que las plantas salvajes cuando se encuentran
compitiendo con plantas vecinas. Tampoco sabemos cuales son los costos de la falta de ST2a
en cuanto al crecimiento y la producciéon de frutos en este contexto.
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Objetivos e hipodtesis

El objetivo general de esta tesis es avanzar en la comprensién del rol que tiene el catabolismo
de los jasmonatos en el balance entre crecimiento y defensas.

Nuestro objetivo especifico es estudiar la relevancia del mecanismo de inactivacién de
jasmonatos por la via de ST2a en condiciones de competencia en cuanto a 1) las defensas
contra patégenos y herbivoros y; 2) el crecimiento, la habilidad competitiva y el éxito
reproductivo.

En linea con el objetivo especifico, se plantearon las siguientes hipdtesis, que fueron
evaluadas a lo largo de este trabajo.

Hipotesis:

1) En condiciones de competencia, la inactivacion de jasmonatos por medio de ST2a
restringe las defensas contra patégenos y herbivoros.

2) En condiciones de competencia, la inactivacién de jasmonatos por medio de ST2a es
relevante para promover el crecimiento y la habilidad competitiva.

3) La relevancia de ST2a sobre el éxito reproductivo en condiciones de competencia
depende de la presencia de atacantes y de la capacidad de inactivar jasmonatos que
tengan las plantas competidoras.
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Capitulo 2: Materiales y Metodos
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Material vegetal y condiciones de crecimiento

Todos los experimentos se realizaron con plantas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Se
utilizaron plantas salvajes ecotipo Columbia (Col-0) y mutantes st2a-1, que se encuentran en
un fondo genético ecotipo Columbia (Ferndandez-Milmanda et al., 2020).

Las semillas se sembraron en recipientes plasticos con tierra de jardin (sustrato profesional
exterior, Hi-Soil), se cubrieron con film y se dejaron 72 h en oscuridad a 4°C. Luego se
colocaron a la luz en un invernadero. A la semana de ser expuestas a la luz, las plantulas se
trasplantaron a macetas N14 (capacidad 1.2 L) con una mezcla de tierra (sustrato profesional
exterior, Hi-Soil): Perlita 10:1 y se fertilizaron con N16-P7-K15 (Floranid Tween Permanent,
Floranid®) (1gr fertilizante/litro de sustrato). Las macetas se colocaron al azar sobre una
mesada del invernadero. Los experimentos fueron realizados de Abril a Octubre, en las
instalaciones del IFEVA, situado a -34.591069° latitud y -58.479283° longitud. En dias
soleados, al mediodia, la irradiancia medida alcanzé los 1000 pmol m™ s7%. El invernadero
cuenta con calefaccion por radiadores de agua caliente y refrigeracidon por circulacion forzada
de aire enfriado con agua. El control de temperatura esta ajustado entre los 102C (se enciende
la calefaccién) y los 252C (se enciende la circulacién de aire enfriado).

Las plantas se distribuyeron en distintas densidades, sin competencia (1 planta por maceta) y
con competencia (4 u 8 plantas por maceta segln se especifique en cada experimento) (Fig.
2.1.A). Se realizaron experimentos bajo competencia en monocultivo, que consistido en
macetas con todas las plantas del mismo genotipo (Col-0 o st2a-1), y en cultivos mixtos, que
consistié en macetas con ambos genotipos dispuestos de forma intercalada (Fig. 2.1.B).

A
Sin competencia Concompetencia

~

B
Cultivo mixto Monocultivo
st2a-1 = Col-0

Col-0  st2a-1

Figura 2.1. Disefo experimental. A) Fotografia de macetas sin y con competencia (1 y 4 planta por maceta). B)
Fotografias de macetas en cultivo mixto y monocultivo.
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Cuantificacion de fitohormonas

La cuantificacién de fitohormonas se llevé a cabo en dos experimentos independientes. En el
primer experimento se utilizaron macetas con dos densidades de siembra distintas (1 y 4
plantas por maceta) y se compararon los genotipos Col-0 y st2a-1. La mitad de las macetas
fueron sometidas a un tratamiento de cepillado, con el objetivo de generar un aumento en
los jasmonatos. Este tratamiento consistid en pasar un pincel suavemente sobre cada roseta
5 veces, y el procedimiento se repitié una vez al dia durante 11 dias. La cosecha se realizé una
hora después del ultimo tratamiento con el pincel, cuando las plantas tenian 6 semanas de
edad. En el segundo experimento se buscé incrementar la intensidad de la competencia. Este
tratamiento de competencia consistié en sembrar 8 plantas por maceta, 4 plantas en los
bordes y 4 plantas en el centro. Estas ultimas fueron utilizadas al momento de la cosecha,
cuando tenian 5 semanas de edad. Para ambos experimentos el tratamiento de competencia
se realizé en monocultivo y cada réplica consistié en un pool de 3 rosetas (para condiciones
de competencia provenientes de una misma maceta), que fueron cosechadas en nitrégeno
liguido y guardadas a -802C hasta su liofilizacion.

La extraccién y cuantificacion por LC-MS/MS se realizé en colaboracidn con los laboratorios
de Jonathan Gershenzon (Max Planck Institute for Chemical Ecology, Jena), siguiendo el
protocolo descripto en Ferndndez-Milmanda et al., 2020.

Cuantificacién de metabolitos de defensa

Se utilizaron macetas con distintas densidades (1 y 4 plantas por maceta, en monocultivo) y
genotipos (Col-0 y st2a-1) y se cosecharon plantas de 6 semanas de edad. Cada réplica
consistio en un pool de 3 rosetas, que fueron cosechadas en nitrégeno liquido y guardadas a
-802C hasta su liofilizacion.

Las antocianinas se cuantificaron por espectrofotometria, a partir de extractos foliares. Se
pulverizd el tejido liofilizado y se realizé la extraccidon de pigmentos con metanol acido,
siguiendo el protocolo descripto en Neff & Chory, 1998, con modificaciones menores. Se
pesaron 8 mg de tejido liofilizado a los que se le agregé 1 ml de MeOH:HCI 1% y se dejo
durante 24hs a 4 °C en oscuridad. Luego se tomaron 400 ul y se realizé una extraccidn de las
clorofilas con 700 pl de cloroformo:H20 (4:3). La fase acuosa se utilizd6 para medir la
absorbancia a 530 y 657 nm por espectrometria. Se analizd la diferencia entre la absorbancia
a 530y 657 nm por mg de tejido liofilizado.

Los Glucosinolatos se extrajeron y cuantificaron siguiendo el protocolo descripto en Cargnel
et al., 2014. Se agregaron 1.2 ml de metanol 70% a microtubos con 15 mg de tejido liofilizado
molido. Los microtubos se incubaron 5 min a 70°C, luego fueron centrifugados a 13000 rpm
por 2 minutos y se colectd el sobrenadante. Se agregaron 0.125 umoles de sinigrina como
estandar interno. Se repitid la extraccién otras dos veces y los sobrenadantes fueron
combinados. Los sobrenadantes se transfirieron a columnas de DEAE-Sephadex A-25
(previamente equilibradas con metanol 70%). Los glucosinolatos retenidos en la columna se
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desulfataron incubando las columnas con una solucidén de arilsulfatasa durante una noche a
temperatura ambiente. Luego, los desulfoglucosinolatos fueron eluidos de la columna con
agua miliQ. Los desulfoglucosinolatos fueron cuantificados por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) en una columna Restek Pinnacle Il C18 (5 um, 4.6 x 150 mm), con los
solventes A (agua miliQ) y B (acetonitrilo 20%), eluidos con un gradiente de 1% B a 0 min, 10%
B a 10 min, 75% B a 22-24 min, con un tiempo de equilibracién de 10 min y un flujo de 1 ml
min. El volumen de inyeccién fue de 20 pl, y la elucién fue monitoreada con un detector de
arreglo de diodos a una A de 229 nm. 4-metilsulfinilbutil (4MSOB), 3-metilsulfinilpropilo
(3MSP) e indol-3-il-metil (13M) fueron identificados en funcién de sus tiempos de retenciéon
relativa y sus espectros de absorcién UV. Para calcular la concentracion de los glucosinolatos,
se utilizaron factores de correccién por las diferencias en la eficiencia de extraccion entre el
estandar interno y los otros compuestos (Brown et al., 2003).

Expresion génica

Se realizaron 3 experimentos independientes. En los primeros dos se cuantificaron
Unicamente plantas Col-0 y en el tercero se compararon plantas Col-0y st2a-1. Se utilizaron
macetas con distintas densidades (1 y 4 plantas por maceta, en monocultivo) y se cosecharon
plantas de 6 semanas de edad. Cada réplica consistidé en un pool de 3 rosetas, que fueron
cosechadas en nitrégeno liquido y guardadas a -802C hasta su utilizacién.

Las rosetas se pulverizaron a mano en un mortero con nitrégeno liquido y aproximadamente
100 mg del polvo fue utilizado para extraer ARN con Bio-Zol (P-BL), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se cuantificé la absorbancia de la muestra a 230, 260 y 280 nm para determinar
la concentracion de ARN y detectar contaminaciones. Posibles contaminaciones con ADN
fueron eliminadas de las muestras por medio del tratamiento con DNAsa (RQ1 RNase-Free
DNase, Promega). El ADNc fue obtenido con la M-MLV Reverse Transcriptasa (Promega) a
partir de 1ng de ARN, siguiendo las instrucciones del fabricante. La cuantificacién del ADNc
fue realizada en un equipo 7500 real-time (Applied Biosystems), siguiendo los protocolos
estdndar y utilizando FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (Merck). IPP2a
(AT3G02780) y UBC21 (AT5G25760) fueron considerados genes de referencia ya que su
expresion no fue afectada por nuestros tratamientos ni varié en los diferentes genotipos. La
expresion relativa fue calculada utilizando el método de 2-22%, La eficiencia de amplificacién
de los primers utilizados fue estimada con el programa LinRegPCR (Heart Failure Research
Center), y en todos los casos se obtuvo una eficiencia entre 1.87 y 2. La secuencias de los
primers utilizados se muestran en la Tabla 1.
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Gen Primer 1 Primer 2

PIL1 AAGACGACCTACGATGTTGCCAATG |[GTAGCCTGAGTCTGAGAAACACACG
ATHB2 ATGAGCCCACCCACTACTTTGAC CAGGCGCCCACGCATTGACC

HFR1 ACGTCGTATCCAGGTCTTAAGT GAGAACCGAAACCTTGTCCG

I1AA2 TAGAGCAGGAGCGTCGGATC ATGGTGACTGGATGTTGGTTGG
ST2a CTGAGGGCCTACTATATACG CGACAAACTTCGGTGTTGAC

AOC4 ATCCACCACTTCCTCCACTG CGGTGATTCCTATGCGTTTT

JAZ1 GCCAATCCAATCCTCCCCAA GGGTTTGAAGACGCTTTGGC

MYC2 CCGAAAACCCGAATCTGGAT GGGTCTGAGAATGAACCGGAC

VSP2 CGTCGATTCGAAAACCATCT GGCACCGTGTCGAAGTCTAT

PDF1.2 |[TTGCTGCTTTCGACGCA TGTCCCACTTGGCTTCTCG

IPP2A ATGGTTCAGATTGGTGGTGGAC AAAGATGTTCAGAGTTTGTGGATGG
UBC CTGCGACTCAGGGAATCTTCTA TTGTGCCATTGAATTGAACCC

Tabla 1 Secuencia de los oligonucleétidos utilizados como primers en las PCRs en tiempo real.

Bioensayos con Botrytis cinerea

Se cultivé y mantuvo la cepa de B. cinerea (cepa BO5) en agar papa-dextrosa (1.5% agar, 2%
extracto de papa, 2% dextrosa). Los conidios se colectaron desde las placas de agar con una
solucién de sacarosa 0.1M / KH,PO4 0.07M y fueron filtrados.

Se realizaron 4 bioensayos independientes infectando con gota. En los primeros 3
experimentos se infectaron macetas en competencia en monocultivo, con 4 plantas por
maceta, y se utilizaron plantas de 4 semanas de edad. La infeccidon se realizd colocando una
gota de 5 ul con una suspensién de esporas de B. cinerea sobre las 4 hojas mas jovenes
completamente expandidas de cada planta (Fig 2.2.A). En los distintos experimentos se
probaron diferentes concentraciones de esporas (se utilizd una concentracién de 4 x 10>, 6.5
x 10° y 1.2 x 10° conidios ml! en los experimentos 1, 2 y 3 respectivamente). En el 4to
experimento se aumento la intensidad de la competencia, utilizando monocultivos con 8
plantas por maceta, y plantas de 5 semanas de edad. La infeccién se realizd siguiendo el
mismo protocolo que en los experimentos anteriores, con una suspension de esporas de B.
cinerea a una concentracién de 4 x 10° conidios mlt. En todos los experimentos, para
mantener la humedad y generar un ambiente propicio para el hongo, las macetas se cubrieron
con tapas de plastico con pequefnos agujeros (Fig. 2.2.A-B). Entre las 48 y 72hs luego de
colocar la suspension de esporas sobre las hojas, se cosecharon las hojas infectadas y se
tomaron fotografias de la cara abaxial (Fig 2.2.C). El area dafiada por el patégeno se cuantificd
con Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems).

En el bioenayo por asperjado, se rociaron plantas de 4 semanas en cultivo mixto con una
suspension de esporas de B. cinerea (4 x 10° esporas ml™, 7.5 ml /maceta). Para mantener la
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humedad y generar un ambiente propicio para el hongo, las macetas se cubrieron con tapas
de pldstico con pequefios agujeros (Fig. 2.2.B). A los 5 dias se tomaron fotografias y se
cuantifico el drea total expuesta por cada genotipo y el drea dafiada por B. cinerea con Adobe
Photoshop 6.0 (Adobe Systems) (Fig. 2.2.D). Como las plantas st2a-1 difieren de las Col-0 en
el drea expuesta, se cuantifico el % de area dafada para cada genotipo.

Figura 2.2. Fotografias de bioensayos con B. cinerea. A) Se muestra una maceta al inicio de la infeccidn con B.
cinerea. Se pueden observar las gotas que contienen la suspensidn de esporas sobre las hojas. B) Se muestran
macetas cubiertas con las tapas de plastico con pequefios agujeros que mantienen un ambiente humedo,
propiciando el desarrollo de la infeccidn. C) Hojas infectadas con una gota de suspensién de esporas al momento
de la cosecha, donde se ven las lesiones causadas por B. cinerea (de un verde mas oscuro). D) Maceta que fue
rociada con una suspensidn de esporas donde se identifican lesiones necroéticas causadas por B. cinerea (sectores
amarillos/marrones de las hojas).

Experimentos con Spodoptera frugiperda

Los insectos (S. Frugiperda) fueron criados a lo largo de su ciclo de vida en nuestro laboratorio.
Las larvas fueron alimentadas con una dieta artificial a base de harina de soja, garbanzo,
salvado y levadura de cerveza. Los ejemplares adultos fueron alimentados con una solucion
de melaza. Se recolectaron las puestas de huevos y las larvas fueron utilizadas para los
experimentos de herbivoria.

Se realizaron dos experimentos independientes, ambos en cultivos mixtos. Las plantas
crecieron en el invernadero y a las 6 (primer experimento) o 4 semanas (segundo
experimento), se asignaron al azar la mitad de las macetas al tratamiento con herbivoriay la
otra mitad al tratamiento control. Las macetas fueron trasladadas a mini invernaderos de
PVC, con dos paredes de tela para permitir una mayor circulacién de aire (Fig. 2.3.A). En un
mini invernadero se colocaron las macetas sometidas a herbivoria y en otro mini invernadero
las macetas control. Ambos mini invernaderos se dispusieron contiguos en el campo
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experimental del IFEVA y fueron cubiertos con mediasombra para evitar un aumento excesivo
de la temperatura y la intensidad de luz solar (Fig. 2.3.A). En las macetas con tratamiento de
herbivoria se colocaron un total de 25 larvas estadio 2 por planta (se agregaron 5 larvas por
planta cada 3 dias) (Fig. 2.3.D). Las larvas pueden moverse libremente entre plantas y entre
macetas y fueron creciendo y cambiando de estadio a lo largo del experimento (Fig. 2.3.E).

El % de area removida por herbivoria se cuantificéd a partir de fotografias, tomadas durante
las primeras dos semanas luego de colocar las larvas (Fig. 2.3.B-C). La cuantificacion se realizé
con Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems).

Al final del experimento (plantas de 10 y 9 semanas en los experimentos 1 y 2
respectivamente), se cosecharon los frutos producidos por cada planta, se secaron en estufa
a 60°C por 48hs y se tomo el peso seco en una balanza de precisién. Se analizé la biomasa
total de frutos por maceta y la relacién entre la biomasa de frutos producida por st2a-1 vy por
sus vecinas Col-0, para cada maceta.

La edad cronolégica de las plantas al tiempo de cosecha en estos experimentos fue menor
qgue en los otros experimentos en los que se evalud la produccidn de frutos. Esto se debe a
que los experimentos de herbivoria fueron sembrados hacia el final de la temporada invernal
(en agosto), ya que las larvas de S. frugiperda no se desarrollan bien con temperaturas bajas.
A esta altura del afio las plantas de Arabidopsis florecieron a una menor edad cronolégica que
en los otros experimentos donde se cuantificé la produccién de frutos (sembrados entre abril
y junio).
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Figura 2.3. Fotografias de bioensayos con S. frugiperda. A) Mini invernaderos con macetas. B) Maceta expuesta
por dos semanas a larvas de S. frugiperda, puede identificarte la remocién del tejido foliar causado por la
herbivoria. C) Misma fotografia que en (B), donde se colorearon con negro las lesiones causadas por las larvas,
con blanco las plantas Col-0 y con rosa las plantas st2a-1. D) Larvas de estadio 2, al comenzar el tratamiento de
herbivoria. E) Larva de estadio 6, 25 dias luego de comenzado el tratamiento de herbivoria.

Parametros de crecimiento y productividad

En un primer experimento se evalud el darea y la biomasa de las rosetas, bajo competencia en
monocultivo. El area de las rosetas se cuantificd en plantas de 4 semanas de edad, a partir de
fotografias, con Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems). Para cuantificar la biomasa, las
rosetas de plantas de 6 semanas de edad fueron cosechadas, se secaron en estufa a 60°C por
al menos 48 hs y se tomoé el peso seco en una balanza de precision.

En un segundo experimento se cuantificaron el drea expuesta a PAR directo, la altura de las
plantas y la biomasa de frutos, bajo competencia en cultivos mixtos. El drea de exposicidon
directa al PAR fue medida a las 5 y 6 semanas de edad, a partir de fotografias, con Adobe
Photoshop 6.0 (Adobe Systems). La altura de la inflorescencia principal se midié con metro, a
las 14 semanas de edad. Cuando las plantas llegaron a las 16 semanas de edad, se cosecharon
los frutos, se secaron en estufa a 609C por al menos 48hs y se tomd el peso seco en una
balanza de precision.
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En un tercer experimento se midieron la relacidon ldmina:peciolo, el area de las rosetas, la
altura de las plantas y el nimero y la biomasa de frutos, en condiciones de monocultivo y
cultivo mixto. El drea de las rosetas y la relacidon lamina:peciolo se midié en plantas de 5
semanas de edad, a partir de fotografias, con Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems). La altura
de la inflorescencia principal se midié con metro, en plantas de 12 semanas. Cuando las
plantas alcanzaron las 15 semanas de edad, se contd el nimero de frutos de cada planta, y
luego los frutos fueron cosecharon, secaron en estufa a 60°C por al menos 48hs y se tomé el
peso seco en una balanza de precision.

Se realizaron otros tres experimentos en los cuales se cuantifico la altura de las plantas y la
biomasa de frutos producida, en condicione de monocultivo y cultivo mixto. La cosecha de los
frutos se realizé en plantas de 16, 14 y 12 semanas de edad.

Las diferencias en la edad cronolédgica de las plantas entre temporadas posiblemente se
deban a diferencias en las fechas de siembra y a diferencias ambientales entre temporadas
(por ejemplo, diferencias en la temperatura). La cosecha de frutos se realizé durante 3 dias
consecutivos, siempre tomando macetas al azar.

Andlisis estadistico

Los graficos y analisis estadisticos se realizaron en R versiéon 4.0.5 (R Core Team, 2021, R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).

Cuando se compararon dos grupos se realizaron tests t-Student, tests t-Student pareado
(cuando se comparan los dos genotipos en competencia mixta) o tests t-Welch (cuando la
varianza entre los dos grupos no fue homogénea). Se utilizé el promedio del genotipo para
cada maceta, para tener todos datos independientes (macetas en monocultivo) o pareados
(en el caso de macetas mixtas).

En los experimentos donde se comparan los dos genotipos (Col-0 vs st2a-1) a dos densidades
distintas (1 vs 4 o 1 vs 8 plantas por maceta), se realizaron ANOVAs de dos factores. Se utilizé
el promedio de cada maceta, para tener todos datos independientes. Cuando fue necesario,
la funcién ‘weights = varPower’, del paquete “NLME” se utilizé para modelar la varianza.
Cuando la interaccion fue significativa, las diferencias entre grupos se establecieron por un
test de Tukey, utilizando el paquete “Multcomp”.

Se realizaron modelos mixtos para el andlisis conjunto de mas de un experimento (utilizando
el paquete “NLME”), donde el experimento se incluyd como factor aleatorio. También se
utilizaron modelos mixtos en los experimentos con el factor “tipo de competencia”
(monocultivo vs cultivo mixto), donde la maceta se incluyé como factor aleatorio. Cuando fue
necesario, la funcién ‘weights = varPower’ se utilizd6 para modelar la varianza. Cuando la
interaccion fue significativa, las diferencias entre grupos se establecieron por un test de
Tukey, utilizando el paquete “Multcomp”.

27



Para los analisis de componentes principales se utilizé el paquete “Vegan”. Las variables
(concentracion de diferentes metabolitos) fueron estandarizadas previamente.
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Capitulo 3: Resultados
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Respuestas de plantas Col-0 a nuestro tratamiento de competencia

Sabemos que ST2a tiene un rol clave en la atenuacién de las defensas mediadas por
jasmonatos en respuesta a un cambio en el ambiente luminico que simula la presencia de
competidoras (Fernandez-Milmanda et al.,, 2020). Sin embargo, hasta el momento
desconocemos la relevancia de este mecanismo en un contexto de competencia real. Para
estudiarlo, lo primero que hicimos fue definir una condicién de competencia con plantas
vecinas, probando que las plantas respondan a nuestro tratamiento.

La reduccidén en la relacion lamina/peciolo es una respuesta tipica del SAS que le permite a
las plantas posicionar el tejido fotosintético de manera tal de interceptar mas luz.
Comparamos este parametro entre condiciones sin competencia (1 planta por maceta) y con
competencia (4 plantas por maceta), para evaluar la respuesta a la presencia de
competidoras. Encontramos que la relacion entre la laminay el peciolo disminuyd con nuestro
tratamiento de competencia (Fig. 3.1.A). Luego cuantificamos, bajo los mismos dos
tratamientos, la expresion de genes utilizados comunmente como marcadores de sombra,
gue son inducidos en respuesta a la inactivacién del phyB: PHYTOCROME INTERACTING
FACTOR 3-LIKE 1 (PIL1), ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX PROTEIN 2 (ATHB2), LONG
HYPOCOTYL IN FAR-RED 1 (HFR1) e INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 2 (IAA2). La expresion
de los genes marcadores de sombra aumentd en nuestras condiciones de competencia (Fig.
3.1.B). Estos resultados nos indican que las plantas responden con cambios fisioldgicos y en
la expresién génica a nuestro tratamiento de competencia.

Para comenzar a estudiar el mecanismo de inactivacién de jasmonatos en respuesta a la
presencia de competidoras, cuantificamos la expresién de ST2a. Observamos que la expresion
de este gen aumenta en nuestras condiciones de competencia (Fig. 3.1.B). Confirmamos estos
resultados realizando otros dos experimentos independientes en los que se cuantificé la
expresion de ST2a y uno de los marcadores de sombra (Fig. 3.1.C). Elaumento en la expresion
de ST2a podria llevar a una mayor inactivacion de los jasmonatos particularmente en
condiciones de competencia.
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Figura 3.1. Las plantas Col-0 respondieron a la presencia de vecinas aumentando la expresiéon de ST2a.
Respuestas a la presencia de vecinas, comparando plantas Col-0 que crecen sin competencia (D1 = 1 planta por
maceta) y con competencia (D4 = 4 plantas por maceta). A) Relacion entre el largo de la lamina y el largo del
peciolo de la hoja mas joven completamente expandida, en plantas de 8 semanas (n = 11/12). B y C) Expresion
de genes marcadores clasicos de respuesta a sombra: PIL1, ATHB2, HFR1 e IAA2 y de ST2a. Se utilizé IPP2a como
gen de referencia. Notar que cada panel tiene diferentes valores en el eje y. En B) n = 4/5, en C) se muestran dos
experimentos cada uno con n = 3, las réplicas de un experimento se grafican con circulos (°) y las del otro con
asteriscos (*). A, By C) Las columnas representan la media, las barras de error el error estandar y los puntos las
réplicas bioldgicas independientes (para expresidn génica cada réplica es un pool de 3 plantas). Se muestran los
p-valores del test de t-Student, t-Welch o del modelo mixto, seglin corresponda.

Caracterizacion de plantas Col-0 y st2a-1 en condiciones de competencia

Una vez definido nuestro tratamiento de competencia con plantas vecinas, estudiamos la
relevancia de ST2a en este contexto, comparando plantas salvajes Col-0 con mutantes nulas
st2a-1.

Perfil hormonal

Cuantificamos la concentracién de distintos jasmonatos en plantas Col-0 y st2a-1 con y sin
competencia. Como los niveles de jasmonatos basales suelen ser muy bajos y estar cercanos
al umbral de deteccién (principalmente los de JA-lle), y el rol de ST2a atenuando las
respuestas a jasmonatos se describié en combinacién con un tratamiento con metil
jasmonato (Me-JA) o dafio mecanico (tratamientos que aumentan fuertemente la
concentracion de jasmonatos) (Fernandez-Milmanda et. al, 2020), decidimos cuantificar
fitohormonas bajo dos condiciones. Por un lado, un tratamiento control (sin ningun tipo de
estrés adicional) y por otro lado un tratamiento de cepillado, que consistié en pasar
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diariamente un pincel sobre las rosetas, con el fin de generar un aumento en la concentracion
de jasmonatos. En las mismas muestras en las que se midieron jasmonatos, se cuantifico la
concentracién de otras fitohormonas involucradas en respuestas a estrés (ABA, SAy glucdsido
de SA (SA-GIc), un derivado del SA).

Se realizé un anadlisis de componentes principales en el que se incluyeron todos los
metabolitos medidos, excepto el HSO4-JA. Este metabolito se excluyd del andlisis ya que, tal
como era esperado, plantas st2a-1 acumulan mucho menos HSOs4-JA (ver Fig 3.3.A) y
gueriamos evaluar si los genotipos difieren en su perfil metabdlico, mas alld del producto de
ST2a. El primer componente principal explica el 56% de la variabilidad, tiene un fuerte
componente positivo de todos los jasmonatos y un componente negativo menor de ABA, SA
y SA-Glc (diferencia muestras principalmente segun la concentracion global de jasmonatos).
El segundo componente principal explica el 18% de la variabilidad, tiene un componente
positivo fuerte de SA y su derivado SA-Glc, y un componente negativo menor de ABA
(diferencia muestras principalmente seglun la concentracion de salicilatos). Podemos
observar que las plantas bajo el tratamiento de cepillado agrupan separadas de las plantas
control, y se ubican en valores mayores del PC1 (Fig 3.2). Por otro lado, dentro de cada
tratamiento, las plantas st2a-1 tienden a ubicarse en valores mayores del PC1 que las Col-0y
menores del PC2 (Fig 3.2). Por lo tanto, en nuestras condiciones parece haber diferencias
entre genotipos en el perfil hormonal. Ademas, las plantas en condiciones de competencia
también tienden a ubicarse en valores mayores del PC1 que las plantas sin competencia
(excepto para las Col-0 bajo el tratamiento de cepillado) (Fig 3.2).
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Figura 3.2 Plantas st2a-1 difirieron de plantas Col-0 en su perfil metabdlico. Analisis de componentes
principales del perfil metabdlico de plantas Col-0 y st2a-1, en dos densidades de cultivo (D1 = 1 planta por
maceta y D4 = 4 plantas por maceta), bajo tratamiento control y de cepillado. Se incluyen en el andlisis distintos
jasmonatos (JA, JA-lle, OH-JA, OH-JA-lle y COOH-JA-lle), SA, SA-Glc y ABA.

Analizando cada variable por separado observamos que en respuesta al tratamiento de
cepillado los jasmonatos aumentaron, aproximadamente en un orden de magnitud (Fig.
3.3.A). Por otro lado, tanto en condiciones control como bajo el tratamiento de cepillado,
plantas st2a-1 produjeron sélo trazas de HSOs-JA y acumularon significativamente mas OH-
JA y COOH-JA-lle que las Col-0, independientemente de la presencia de competidoras (Fig.
3.3.A). Como el pulso de JA-lle muchas veces es dificil de detectar, recientemente se propuso
evaluar la sumatoria de JA-lle y sus conjugados oxidados (OH-JA-Ile y COOH-JA-lle), como una
medida del JA-lle que se produjo y acumulé en el tiempo (Fernandez-Milmanda et al., 2020).
Hasta el momento no se conocen vias de sintesis de OH-JA-lle y COOH-JA-lle independientes
del JA-lle, por lo que se cree que los conjugados oxidados pasaron por JA-lle en un tiempo
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anterior (Heitz, 2021; Wasternack & Feussner, 2018). Plantas st2a-1 acumularon mas
jasmonatos conjugados con isoleucina totales que las plantas Col-0, lo que sugiere que las
st2a-1 acumularon mds jasmonatos bioactivos tanto en condiciones basales como en
respuesta al tratamiento de cepillado (Fig. 3.3.B).

No observamos diferencias entre genotipos en la concentracion de ABA (Fig. 3.3.C). En
cambio, las plantas st2a-1 presentaron una menor concentracion de SAy glucésido de SA (SA-
Glc) (Fig. 3.3.D). En Arabidopsis, las respuestas de defensa mediadas por SA y por jasmonatos
son generalmente antagdnicas (Li, Han et al., 2019; Thaler et al., 2012). Se ha reportado que
cepas patogénicas de pseudomonas producen un metabolito andlogo del JA-lle, que restringe
la acumulacion de SA al inducir la via de sefalizacion del JA-lle (Gao et al., 2022; Zheng et al.,
2012). Posiblemente la menor acumulacion de SA en plantas st2a-1 sea una consecuencia de
su mayor acumulacion de jasmonatos conjugados con isoleucina.

Pese a que en plantas Col-0 la presencia de vecinas produce un aumento en la expresién de
ST2a (Fig. 3.1), no observamos una mayor acumulacion de su producto (HSOs-JA) ni una
disminucién en la concentracidn de los otros jasmonatos en respuesta a la competencia (Fig.
3.3.A). Por el contrario, en condiciones control los jasmonatos conjugados con lle totales, el
JA y el OH-JA aumentaron significativamente con la presencia de vecinas (Fig. 3.3.A, 3.3.B).
Bajo el tratamiento de cepillado, también se observé un aumento en la concentraciéon de JA-
lle (aunque no en los jasmonatos conjugados con isoleucina totales) y OH-JA en presencia de
competidoras (Fig. 3.3.A).
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Figura 3.3. Plantas st2a-1 acumularon mas jasmonatos conjugados con lle. La presencia de vecinas no atenué
la concentracion de jasmonatos. Concentracion de distintos metabolitos en plantas Col-0 y st2a-1, en dos
densidades de cultivo (D1 = 1 planta por maceta y D4 = 4 plantas por maceta), bajo tratamiento control y de
cepillado. A) Concentracién de JA, JA-lle y los productos de su catabolismo (OH-JA-lle, COOH-JA-lle, OH-JA y
HSOs-JA). Se muestran esquemas de las moléculas correspondientes a cada jasmonato y con flechas se
representan las reacciones enzimaticas que ocurren en las plantas. B) Concentracion de jasmonatos conjugados
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con lle totales = JA-lle + OH-JA-lle + COOH-JA-lle. C) Concentracién de ABA. D) Concentracién de SAy un producto
de su catabolismo, SA-Glc. A, B, Cy D) Notar que cada panel tiene diferentes valores en el eje y. Las columnas
representan la media, las barras de error el error estdndar y los puntos las réplicas bioldgicas independientes
(cada observacioén es un pool de 3 plantas, n = 5-7). Se muestran los p-valores del ANOVA (G = genotipo, D =
densidad, G*D = interaccion de los dos factores). PS = peso seco.

Realizamos un experimento independiente con una mayor intensidad de competencia (8
plantas por maceta), y Unicamente en condiciones control (sin estrés adicional por cepillado).

Obtuvimos un perfil de metabolitos consistente con el primer experimento. En el analisis de
componentes principales, la componente principal 1 explica el 46% de la variabilidad y tiene
un componente positivo de los jasmonatos y un componente negativo de ABA y en menor
proporcién de SA y SA-Glc. Las plantas st2a-1 se agrupan en valores mayores del componente
principal 1 que las Col-0, y las plantas en condiciones de competencia se agrupan en valores
mayores del componente principal 1 que las plantas sin competidoras (Fig 3.4.A).

Al analizar cada variable por separado podemos ver que la presencia de plantas vecinas
produjo un aumento en la concentracién de los jasmonatos conjugados con lle totales y OH-
JA (Fig. 3.4.B). Por otro lado, las st2a-1 produjeron sélo trazas de HSO4-JA y acumularon mas
OH-JA y jasmonatos conjugados con lle totales (Fig. 3.4.B). Podemos afirmar que en nuestras
condiciones las plantas Col-0 inactivan jasmonatos por la via de ST2a; y en plantas st2a-1, que
no cuentan con esta via, aumenta el pool de jasmonatos conjugados con lle. A diferencia del
primer experimento, no encontramos diferencias significativas entre genotipos en la
concentracion de SA y SA-Glc, aunque hay una tendencia (no significativa) a que las st2a-1
acumulen menos SA y SA-Glc en condiciones de competencia.

Ambos factores (el genotipo y la competencia) tuvieron efectos independientes entre si, en
los dos experimentos realizados (excepto Unicamente para el JA en el segundo experimento).
Es decir, no encontramos que las diferencias entre genotipos en la concentracién de
jasmonatos dependan de la presencia de competidoras (Fig. 3.3.A y 3.4.B). Sin embargo,
desconocemos si, en este rango, las plantas responden a los jasmonatos bioactivos de manera
lineal a su concentracién.

36



A B JA OH-JA

G'Dp=0.03 G'Dp=0.88

— i D p = 0.0004
0.75 ?ecl:?(t)lpo Gp=002
b 0.5
® st2a-1 06 2
= .
sA 0.4 Es
SA-Glo ) 04 05 - -
Tratamiento 3
D1 a. 02 |
02 = i oo - -
=S 0.1
0.0 0.0 -
0.50 1 D1 D1 D8

OH-JA-ll2

OH-J&

]
o
L

05

PC2 (27%)

0.00 0.0

Concentracion de metabolito (nmol g : PS)

SA SA-Glc
G'Dp=044 G*'Dp=033
COOH-JA-lie Dp=033 Dp=043
— N Gp=053 Gp=016
0.00 40 200
JA
30 o 150
201 g j 100 {
10 oy 50 ‘3; P s
JA-lle | S
0 0
- D1 D8 D1 D8
297
-0.25 0.00 0.25 0.50 ABA
PC1 (46%) iy Genotipo
Gp=02
Col-0
st2a-1

Figura 3.4. Aumentando la densidad de siembra, la presencia de vecinas no atenud la concentracion de
jasmonatos. A) Andlisis de componentes principales del perfil metabdlico de plantas Col-0 y st2a-1, en dos
densidades de cultivo (D1 = 1 planta por maceta y D8 = 8 plantas por maceta). B) Concentracidn de JA, OH-JA,
conjugados con lle totales (JA-lle + OH-JA-lle + COOH-JA-lle), HSO4-JA, SA, SA-Glc y ABA en plantas Col-0 y st2a-
1, en dos densidades de cultivo (D1 = 1 planta por maceta y D8 = 8 plantas por maceta) (n = 5). Notar que cada
panel tiene diferentes valores en el eje y. Las columnas representan la media, las barras de error el error estandar
y los puntos las réplicas bioldgicas (cada réplica es un pool de 3 plantas). Se muestran los p-valores del ANOVA,
cuando la interaccién G*D fue significativa (p < 0.05) se realizaron contrastes de Tukey, letras distintas indican
diferencias significativas (Tukey < 0.05) (G = genotipo, D = densidad, G*D = interaccién de los dos factores). PS =
peso seco.

Expresion de genes y metabolitos marcadores de jasmonatos

Dado que encontramos que tanto la presencia de plantas vecinas como la inactivacion
genética de ST2a causan un aumento en los jasmonatos conjugados con isoleucina,
continuamos evaluando si estas diferencias son capaces de desencadenar una mayor
activacion de las respuestas a JA-lle. Para ello, estudiamos la expresién de genes y la
acumulacién de metabolitos especializados dependientes de la via del JA-lle.
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Medimos la expresion de AOC4, JAZ1, MYC2, VEGETATIVE STORAGE PROTEIN 2 (VSP2) y
PLANT DEFENSIN 1.2 (PDF1.2), ya que estos genes se inducen en respuesta al JA-lle y son
utilizados como marcadores de la via (Cerrudo et al., 2017; Fernandez-Milmanda et al., 2020;
Moreno et al., 2009; Stenzel et al., 2003). AOC4 codifica para una enzima que participa en la
biosintesis del JA; JAZ1 para una de las proteinas represoras JAZ;, MYC2 codifica para el
principal factor de transcripcién que induce la expresién de genes de respuesta al JA-lle; VSP2
codifica para una fosfatasa acida que tiene una funcion anti-herbivoros; y PDF1.2 esta
involucrado en la resistencia contra patégenos necrétrofos (Liu et al., 2005; Wasternack &
Strnad, 2018).

Consistente con la mayor acumulacién de jasmonatos conjugados con lle, las plantas st2a-1
presentaron una mayor expresion de AOC4, JAZ1, MYC2 y VSP2, independientemente de la
presencia de competidoras (Fig. 3.5). La expresion de PDF1.2 mostrd una respuesta opuesta
a los otros genes marcadores, plantas st2a-1 presentaron una menor expresion de este gen
que las Col-0 (Fig. 3.5).

No hubo un efecto claro de la densidad sobre la expresiéon de genes marcadores del JA-lle.
Mientras que la expresion de JAZ1 aumentd con la presencia de plantas vecinas, la de VSP2
disminuyé y la de AOC4, MYC2 y PDF1.2 se mantuvo igual (Fig. 3.5). Si bien la concentracion
de jasmonatos conjugados con isoleucina aumentd con la presencia de plantas vecinas, esto
no parece afectar de una forma clara a la expresién de los genes marcadores medidos.
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Figura 3.5. Plantas st2a-1 presentaron una mayor expresion de genes marcadores de jasmonatos.
Cuantificacién de la expresidon de genes marcadores de la via del JA (JAZ1, MYC2, AOC4, VSP2 y PDF1.2) en
plantas Col-0 y st2a-1 en dos densidades de cultivo (D1 = 1 planta por maceta y D4 = 4 plantas por maceta). Se
utilizd IPP2a como gen de referencia. Notar que cada panel tiene diferentes valores en el eje y. Las columnas
representan la media, las barras de error el error estandar y los puntos las réplicas bioldgicas independientes

38



(cadaréplica es un pool de 3 plantas). n =4/5. Se muestran los p-valores del ANOVA (G = genotipo, D = densidad,
G*D = interaccion de los dos factores).

Cuantificamos la concentracion de antocianinas y glucosinolatos (GSs), metabolitos
especializados que aumentan en respuesta al JA-lle (Mikkelsen et al., 2003; Qi et al., 2011;
Schweizer et al., 2013; Shan et al., 2009). Las antocianinas son pigmentos no fotosintéticos
gue se acumulan en respuesta a estreses bidticos y abidticos, y funcionan como antioxidantes
y fotoprotectores (Landi et al., 2015). Los GSs son los principales metabolitos de defensa
contra atacantes en las Brasicaceas. Cuando se rompe el tejido (por ejemplo, por accién de
un insecto herbivoro) las enzimas mirosinasas hidrolizan a los GSs dando como productos
diversos metabolitos con toxicidad, como isotiocianatos, tiocianatos, nitrilos y oxazolidinas
(Bones & Rossiter, 2006; Chhajed et al., 2020). Los GSs se agrupan segun su estructura quimica
y es bien conocido el efecto que tiene el tratamiento con jasmonatos aumentando la
concentracion de GSs inddlicos, aunque existen controversias en cuanto al efecto de esta via
hormonal sobre los GSs alifaticos (Bodnaryk, 1994; Cargnel et al., 2014; Guo et al., 2013;
Mewis et al., 2005; Mikkelsen et al., 2003).

Consistente con la mayor concentracion de jasmonatos conjugados con isoleucina totales y la
mayor expresion de genes marcadores de la via del JA-lle, las plantas st2a-1 acumularon mas
antocianinas y GSs que las Col-0, independientemente de la presencia de competidoras (Fig.
3.6.A-B). Esta mayor acumulacién de GSs en las st2a-1 se vio tanto para los GSs indélicos (13M)
como alifaticos (3MSP y 4MSOB) (Fig. 3.6.B).

Pese a la mayor concentracion de jasmonatos conjugados con isoleucina observada en
condiciones de competencia (Fig. 3.3.B-3.4.B), la presencia de vecinas no produjo un aumento
en la concentracion de antocianinas ni de GSs (Fig. 3.6.A-B). Por el contrario, la concentracién
de 13M disminuyd con la presencia de competidoras, en ambos genotipos por igual (Fig.
3.6.B).

El hecho de que no encontremos una mayor expresién de marcadores de la via del JA-lle en
respuesta a la presencia de vecinas, nos podria indicar que el aumento detectado en los
jasmonatos conjugados con lle no es suficiente para generar una respuesta bioldgica, o bien
gue en respuesta a la competencia a la vez esta disminuyendo la sensibilidad de las plantas a
los jasmonatos bioactivos. En este sentido, esta reportado que en respuesta a un ambiente
luminico que simula competencia, disminuye la sensibilidad de las plantas al JA-lle (Cargnel
et al., 2014; Chico et al., 2014; Leone et al., 2014).
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Figura 3.6. Plantas st2a-1 acumularon mas metabolitos de defensa. Cuantificacion de metabolitos de defensa
en plantas Col-0 y st2a-1 en dos densidades de cultivo (D1 = 1 planta por maceta y D4 = 4 plantas por maceta).
A) Contenido de antocianinas por mg de PS (expresado como la diferencia entre la absorbancia a 530y 657 nm
del extracto). B) Concentracion de los representantes mds abundantes de glucosinolatos alifaticos (3MSP y
4MSOB) e inddlicos (I13M), por g de tejido liofilizado. Notar que cada panel tiene diferentes valores en el eje y. A
y B) Las columnas representan la media, las barras de error el error estandar y los puntos las réplicas bioldgicas
independientes (cada réplica es un pool de 3 plantas, n =5). Se muestran los p-valores del ANOVA (G = genotipo,
D = densidad, G*D = interaccion de los dos factores). GS = glucosinolato, PS = peso seco.

En su conjunto los resultados de jasmonatos, genes marcadores del JA-lle y metabolitos
especializados nos indican que la inactivaciéon de jasmonatos por la via de ST2a parece
encontrarse igual de activa tanto en presencia como en ausencia de competidoras. Es decir,
en nuestras condiciones ST2a contribuyd con la inactivacion de jasmonatos,
independientemente de la presencia de plantas vecinas.

Crecimiento y susceptibilidad a atacantes

Nos propusimos evaluar cuales son los efectos de no poder inactivar jasmonatos por la via de
ST2a, en cuanto al crecimiento y la capacidad de defenderse de atacantes. Como las plantas
st2a-1 presentaron una mayor induccién de la via del JA-lle que las Col-0 en ambas densidades
de cultivo por igual y nos interesa particularmente caracterizar situaciones de competencia,
decidimos continuar evaluando Unicamente condiciones de crecimiento en presencia de
plantas vecinas.

Los jasmonatos clasicamente se asociaron con las respuestas de defensas contra herbivoros
y patogenos necrotrofos. Nos preguntamos si la mayor activacion de la via del JA-lle en las
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st2a-1 es capaz de desencadenar una mayor resistencia contra estos atacantes, y decidimos
evaluar la capacidad de las plantas st2a-1 de defenderse frente a un patégeno necrétrofo (B.
cinerea) y frente a un insecto herbivoro (S. frugiperda). Nuestro grupo reporté previamente
qgue, bajo condiciones controladas de camara de cultivo, manipulando el ambiente luminico
para simular la presencia de competidoras (aumento del RL lateral), las plantas st2a-1 son
mas resistentes frente a herbivoros y patégenos necrdtrofos que las Col-0 (Fernandez-
Milmanda et al., 2020).

Realizamos bioensayos infectando plantas Col-0 y st2a-1 con una suspension de esporas de
B. cinerea, y observamos que ambos genotipos fueron igualmente susceptibles (Fig. 3.7.A).
Repetimos el experimento aumentando la densidad de esporas utilizadas en la infecciéon, o
aumentando la intensidad de la competencia entre vecinas (8 plantas por maceta), y
obtuvimos resultados similares (Fig. 3.7.A). Por ultimo, probamos modificar el protocolo de
infeccion rociando macetas en competencia mixta (macetas con dos plantas st2a-1 y dos
plantas Col-0) con un asperjado de esporas y cuantificando el % de area lesionada para cada
genotipo. Nuevamente, las plantas st2a-1 resultaron ser igual de susceptibles a B. cinerea que
las Col-0 (Fig. 3.7.B).
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Figura 3.7. Plantas st2a-1 fueron igual de susceptibles a B. cinerea que plantas Col-0. Susceptibilidad de plantas
Col-0 y st2a-1 al hongo fitopatdgeno B. cinerea. A) Area de las lesiones causadas por una gota de 5 ul de una
suspension de esporas a distintas concentraciones. Se infectaron plantas de ambos genotipos en monocultivo a
una densidad de 4 (D4) u 8 (D8) plantas por maceta (n =17, 12, 7 y 7, en cada panel, de izquierda a derecha).
Notar que cada panel tiene diferentes valores en el eje y. B) Porcentaje de la roseta que resulté dafiada, a los 5
dias luego de rociar macetas en cultivo mixto con una suspension de esporas de B. cinerea (n = 17). Ay B) Las
columnas representan la media, las barras de error el error estandar y los puntos las réplicas bioldgicas (lesidn
promedio de cada maceta y genotipo). Se muestran los p-valores del test t-student (A) y del test t-student
pareado (B).

Por el contrario, el % de area foliar removida por larvas de S. frugiperda fue mayor en las
plantas Col-0 que en las st2a-1, bajo condiciones de competencia mixta. Resultados similares
se obtuvieron en dos experimentos independientes (Fig. 3.8.A-B). Por lo tanto, podemos
afirmar que las plantas st2a-1, en condiciones naturales de competencia mixta resultaron ser
mas resistentes a S. frugiperda que las Col-0.
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Los fenotipos de resistencia a atacantes de las plantas st2a-1 fueron consistentes con los
patrones observados en los genes marcadores de defensas. Plantas st2a-1 presentaron una
mayor expresion de genes que se suelen relacionar con la rama de defensas contra herbivoros
(VSP2, MY(C2), pero mostraron una menor expresion en genes vinculados con respuestas a
patégenos necrotrofos (PDF1.2) que las Col-0 (Fig. 3.5).
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Figura 3.8. Las st2a-1 fueron mas resistentes a larvas de S. frugiperda. Porcentaje del area expuesta de plantas
Col-0y st2a-1 que fue dafiada por las larvas, en macetas mixtas. A) Primer experimento, las larvas se colocan en
plantas de 6 semanas y el drea removida se cuantifica una semana después (n = 11). B) Segundo experimento se
aumenta la presion de herbivoria al colocar las larvas en plantas de 4 semanas y el area removida se cuantifica
una y dos semanas después de iniciado el tratamiento (n = 9). A y B) Las columnas representan la media, las
barras de error el error estandar y los puntos las observaciones (el promedio por maceta para cada genotipo).
Se muestran los p-valores del test t-Student pareado.

Ademas de promover la induccién de respuestas quimicas de defensa, los jasmonatos son
potentes inhibidores del crecimiento. Nos preguntamos si la mayor activacién de la via del JA-
lle en las st2a-1, bajo nuestras condiciones de competencia, restringe el crecimiento.
Encontramos que las st2a-1 presentaron rosetas mas chicas que las Col-0, tanto en cuanto al
area foliar como en cuanto a la biomasa acumulada (Fig. 3.9.A-C).

Nuestros resultados indican que el desbalance en los jasmonatos producto de no poder
inactivarlos por la via de ST2a tiene un efecto atenuando el crecimiento y promoviendo
mecanismos de defensa contra S. frugiperda, pero no contra B. cinerea.
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Figura 3.9. Plantas st2a-1 presentaron rosetas mas pequefias. Desarrollo de rosetas Col-0 yst2a-1 en
competencia (4 plantas por maceta, en monocultivo). A) Area de las rosetas en plantas de 4 semanas. B) Biomasa
de plantas de 6 semanas. A y B) Las columnas representan la media, las barras de error el error estandar y los
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puntos las observaciones (se grafica el promedio de la maceta para cada genotipo). n = 15. Se muestran los p-
valores del test t-Student. C) Fotografia de macetas al momento de cosecharlas para la medicion de la biomasa.
PS = peso seco.

El costo de no poder inactivar jasmonatos por la via de ST2a sobre la
produccion de frutos

La menor tasa de crecimiento de las st2a-1 podria afectar la capacidad de interceptar luzy en
ultima instancia el éxito reproductivo en un ambiente de competencia con plantas salvajes.
Decidimos realizar experimentos en competencia mixta, donde en una misma maceta
compiten plantas Col-0y st2a-1, y estudiar la produccion de frutos en estas condiciones.

Consistente con el experimento anterior, en competencia mixta plantas st2a-1 presentaron
rosetas mas chicas e interceptaron menos PAR que sus vecinas Col-0 (Fig. 3.10.A). Ademas,
las plantas st2a-1 tendieron a presentar escapos florales mas bajos, que en un contexto de
competencia mixta posiblemente impliquen una menor intercepcién de PAR por parte de los
tallos y hojas caulinares (Fig. 3.10.B). Para estudiar si estas diferencias en el crecimiento
tienen un efecto relevante sobre el éxito reproductivo de las plantas, medimos la biomasa de
frutos producida. Las st2a-1 produjeron una biomasa de frutos mucho menor que sus vecinas
salvajes (Fig. 3.10.C). En base a estos resultados, podemos afirmar que el no poder inactivar
a los jasmonatos por la via de ST2a tiene importantes costos en la produccién de frutos, bajo
condiciones de competencia mixta.
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3.10. Plantas st2a-1 resultaron ser malas competidoras. Desarrollo y produccidn de frutos en plantas Col-0 y
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st2a-1 bajo competencia mixta (2 plantas Col-0 y 2 plantas st2a-1 por maceta). A) Area expuesta al PAR directo
por maceta para cada genotipo, en plantas de 5 y 6 semanas. Se muestran imagenes de una maceta
representativa, en la cual las plantas st2a-1 fueron coloreadas con violeta y las Col-0 con blanco. B) Altura de los
escapos florales a las 14 semanas. C) Biomasa de frutos cosechada al final del experimento (16 semanas). A, By
C) Las columnas representan la media, las barras de error el error estdndar y los puntos las observaciones (se
grafica la suma (A) o el promedio (B y C) de la maceta para cada genotipo). n = 11. Se muestran los p-valores del
test t-Student pareado. PS = peso seco.

Los costos de activar mecanismos de defensas, en términos de crecimiento y fitness
reproductivo, pueden variar dependiendo de la presidn selectiva del ambiente (por ejemplo,
la presencia o no de herbivoros o de competidoras) (Zist & Agrawal, 2017). Nos propusimos
estudiar el costo (en términos de produccién de frutos) de no poder inactivar a los jasmonatos
por la via de ST2a en distintos contextos ambientales.

El efecto de la herbivoria

Sabiendo que, en condiciones de competencia mixta, las st2a-1 son malas competidoras y
producen muchos menos frutos que sus vecinas Col-0, pero a la vez son mas resistentes a S.
frugiperda; decidimos evaluar la produccion de frutos en un ambiente con herbivoros.
Esperamos que la presencia de herbivoros restrinja el crecimiento y la produccién de frutos e
hipotetizamos que, al ser las Col-0 mads susceptibles a S. frugiperda, su produccién de frutos
se veria mas afectada que la de sus vecinas st2a-1. Para probarlo, evaluamos la produccion
de frutos en macetas mixtas con larvas de S. frugiperda, y la comparamos con la produccion
en macetas mixtas control que crecieron en las mismas condiciones, pero sin el agregado de
larvas.

En un primer experimento, el tratamiento de herbivoria redujo la produccidon por maceta en
un 15% (Fig. 3.11.A-B), pero la relacion entre la produccion de plantas st2a-1 y Col-0 no se vio
afectada por el tratamiento de herbivoria. Las st2a-1 produjeron una biomasa de frutos
alrededor de un 30% menor que la de sus vecinas Col-0, tanto bajo presion de herbivoria
como en condiciones control (Fig. 3.11.C). En un segundo experimento, se intensificd la
presion de herbivoria iniciando el tratamiento en plantas mas joévenes. En este caso la
herbivoria redujo la produccion de frutos alrededor de un 40%, pero tampoco afectd al
balance entre genotipos (las plantas st2a-1 produjeron aproximadamente un 50% menos que
las Col-0, independientemente del tratamiento) (Fig. 3.11.D-E-F). Por otro lado, observamos
que las plantas st2a-1 florecieron mas tarde que las Col-0, tanto en condiciones control como
bajo el tratamiento con S. frugiperda. En el segundo experimento, cuando las plantas tenian
6 semanas, casi todas las Col-0 estaban florecidas, mientras que menos de la mitad de las
plantas st2a-1 presentaba flores.

Pese a que en las primeras semanas luego de colocar las larvas estas mostraron una
preferencia por alimentarse de plantas Col-0, las plantas salvajes aun en un ambiente con
herbivoria produjeron mas frutos que sus vecinas st2a-1. No encontramos que la presencia
de herbivoros afecte al balance entre genotipos en la produccién de frutos.
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Figura 3.11. AGn en un ambiente con herbivoros, las st2a-1 resultaron ser malas competidoras. Produccion de
frutos comparando macetas mixtas control y bajo presidn de herbivoria. A, B y C) Primer experimento, presién
de herbivoria media (n=11) y D, E y F) segundo experimento, presion de herbivoria alta (n = 8/9). Ay D) Imagenes
representativas de macetas control y bajo presién de herbivoria, con plantas de 8 semanas. B y E) Biomasa total
de frutos producida por maceta, comparando macetas control con aquellas que fueron tratadas con larvas de S.
frugiperda. Cy F) Relacion entre la biomasa de los frutos producidos por plantas st2a-1 y la biomasa de frutos
producida por sus vecinas Col-0, para cada maceta. B, C, E y F) Las columnas representan la media, las barras de
error el error estandar y los puntos las réplicas bioldgicas independientes (macetas). Se muestran los p-valores
del test t-Student. PS = peso seco.

El efecto del genotipo de las plantas vecinas

Otra variable ambiental que puede afectar los costos que tienen los mecanismos de defensa
sobre el crecimiento y la produccién de frutos es la identidad de las plantas vecinas (Van Dam
& Baldwin, 1998, 2001). Vimos que plantas st2a-1 tienen restringido su crecimiento y
desempeiio reproductivo cuando compiten con plantas Col-0 (Fig. 3.10). Ademas, la tasa de
crecimiento de las plantas st2a-1 también se ve atenuada en condiciones de competencia en
monocultivo (Fig. 3.9). Nos propusimos estudiar si los costos de no poder inactivar jasmonatos
por la via de ST2a dependen de la habilidad que tengan sus vecinas para inactivar jasmonatos
por esta via. Para ello realizamos experimentos comparando plantas st2a-1 y Col-O en
monocultivo y competencia mixta.

Consistente con los experimentos anteriores, las st2a-1 presentaron rosetas mas chicas, una
mayor relaciéon lamina/peciolo y escapos florales mas bajos que las Col-0, tanto en
monocultivos como en cultivos mixtos (Fig. 3.12.A-B-C). Observamos que las st2a-1 tienden a
florecer mas tarde, independientemente del tipo de competencia (a las 11 semanas,
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aproximadamente la mitad de las plantas Col-0 y un cuarto de las st2a-1 tenian flores).
Nuevamente vimos que en cultivos mixtos la produccidon de frutos de las st2a-1 esta
fuertemente comprometida, posiblemente debido a que presentan un fenotipo que no le
permite interceptar tanta luz como sus vecinas salvajes. Sin embargo, resulta interesante que
en competencia en monocultivo las st2a-1 tuvieron una produccion de frutos similar a las Col-
0 (Fig. 3.12.D-E). El presentar fenotipos de “malas competidoras” (rosetas chicas, una alta
relacién lamina/peciolo y escapos florales bajos) no tuvo costos importantes sobre la
produccidn de frutos, cuando las vecinas con las que se compite también presentan estos

fenotipos.
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Figura 3.12. En monocultivo la produccion de frutos de st2a-1 resulté ser similar a la de Col-0. Desarrollo de
plantas Col-0 y st2a-1 en macetas mixtas y macetas en monocultivo. A) Relacién del largo de la lamina / largo
del peciolo de la hoja més joven completamente expandida de cada planta, a las 5 semanas. B) Area de las
rosetas a las 5 semanas. C) Altura de los escapos florales a las 12 semanas. D, E) Nimero (D) y biomasa (E) de
frutos producidos por cada planta al final del experimento (15 semanas). A, B, C, Dy E) Las columnas representan
la media, las barras de error el error estandar y los puntos las observaciones (se grafica como observacién al
promedio de la maceta para cada genotipo) (hmono = 14/15, nmix = 29). Se muestran los p-valores del ANOVA,
letras distintas indican diferencias significativas (Tukey p < 0.05). PS = peso seco.

Validamos estos resultados repitiendo el experimento otras 3 veces y realizando un analisis
conjunto de estos 3 experimentos independientes entre si (e independientes del experimento
presentado anteriormente). Las plantas st2a-1 resultaron ser mas bajas que las Col-0,
independientemente del tipo de competencia (Fig. 3.13.A). Sin embargo, el efecto del
genotipo sobre la produccién de frutos resulté ser dependiente del tipo de competencia (Fig.
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3.13.B). No hubo diferencias significativas en la biomasa de frutos producida por plantas Col-
0 y st2a-1 en monocultivo, pero en cultivos mixtos las Col-0 producen mas frutos que sus
vecinas st2a-1 (Fig. 3.13.B).
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Figura 3.13. Las st2a-1 son malas competidoras, pero en monocultivo su produccién de frutos resulté ser
similar a la de Col-0. Validacion de los resultados obtenidos en el experimento de la figura 3.12, analizando en
conjunto otros 3 experimentos independientes, en los cuales se cuantificod el crecimiento y la produccién de
frutos en plantas Col-0 y st2a-1 en macetas mixtas y macetas en monocultivo. A) Altura de las plantas,
relativizada a la altura promedio de las plantas Col-0 en cultivo mixto de cada experimento. B) Biomasa de frutos
producidos por cada planta al final del experimento, relativizada a la biomasa promedio de las plantas Col-0 en
cultivo mixto en cada experimento. A y B) Las columnas representan la media, las barras de error el error
estandar y los puntos las observaciones (se grafica como observacion al promedio de la maceta para cada
genotipo). Se muestran los p-valores del ANOVA, letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05).
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Capitulo 4: Discusiony
Conclusiones
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La presencia de plantas vecinas parece producir un aumento en la
concentracion de jasmonatos

Tal como era esperado, la presencia de competidoras produjo un aumento en la expresién de
genes marcadores de sombra regulados por la via de phyB-PIF y una respuesta tipica de
escape al sombreado, la reduccién en la relacién lamina/peciolo (Fig. 3.1). Podemos afirmar
gue nuestro tratamiento de competencia es percibido por las plantas y genera cambios en la
expresion génica que les permiten ajustar su morfologia foliar para interceptar mas luz.
Esperabamos que, como parte de estos ajustes, ante la presencia de competidoras disminuya
la concentracién de jasmonatos bioactivos (ya que aumenta la expresion de ST2a (Fig. 3.1.B-
C)). Sin embargo, no encontramos ningln jasmonato cuya concentracidon disminuya en
respuesta a la presencia de plantas vecinas, al contrario, la concentracion de algunos
jasmonatos aumento en presencia de competidoras (Fig. 3.3.A, Fig. 3.4.B).

Sefales distintas a los cambios en el ambiente luminico podrian explicar el aumento
observado en los jasmonatos. Una de estas sefiales son los exudados radiculares. Se vié que
el JA forma parte de estos exudados y puede generar respuestas en plantas vecinas (Kong et
al., 2018; Liet al., 2023; Li, Zhao et al., 2019). Ademas, se describid que la loliolida, metabolito
presente en exudados radiculares, produce un aumento en la concentracién de jasmonatos
en trigo (Li et al., 2023) y que la presencia de raices de plantas vecinas produce un aumento
en la concentracion de JA en raices de tabaco (Chen et al., 2019). Otra sefial de competencia
gue también podria causar un aumento en los jasmonatos es el contacto mecdnico con hojas
de plantas vecinas. Esto podria inducir la acumulacién de jasmonatos, de una forma similar al
tratamiento de cepillado (Chehab et al., 2012; Darwish et al., 2022; De Wit et al., 2012;
Matsumura et al., 2022; Pantazopoulou et al., 2023; Van Moerkercke et al., 2019). Por otro
lado, estd reportado que deficiencias de nutrientes pueden producir un aumento en la
concentraciéon de jasmonatos (Khan et al., 2016; Shikha et al., 2023; Troufflard et al., 2010).
Utilizamos fertilizantes de liberacion lenta, que liberan macro y micronutrientes a lo largo de
todo el experimento, pero podrian haber sido insuficientes. Una menor disponibilidad de
nutrientes (causada por el consumo de las plantas vecinas) también podria explicar el
aumento en los jasmonatos observado en condiciones de competencia.

Para empezar a elucidar cual/es son los mecanismos que producen un aumento en los
jasmonatos en respuesta a nuestro tratamiento de competencia, en un futuro seria
interesante probar si el efecto de la competencia sobre los jasmonatos depende de que haya
comunicacion bajo-tierra entre plantas vecinas. De hecho, realizamos experimentos en los
que impedimos el contacto entre raices, pero por problemas técnicos no pudimos obtener
mediciones confiables de la concentracion de jasmonatos.

El aumento observado en la concentracidn de jasmonatos en respuesta a la competencia, no
correlaciona con un aumento en la expresiéon de genes marcadores del JA-lle, ni en los
metabolitos de defensa medidos (Fig. 3.5, Fig. 3.6). Por lo tanto, en nuestras condiciones, o
bien el aumento en los jasmonatos conjugados con isoleucina totales es muy sutil como para
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desencadenar una respuesta bioldgica o bien las plantas son menos sensibles al JA-lle en
presencia de competidoras. En este sentido, esta reportado que la inactivacién de phyB por
bajas relaciones R/RL produce la degradacion de las proteinas DELLA (Leone et al., 2014), lo
que libera a las JAZ (Hou et al., 2010), que reprimen la expresion de genes de respuesta al JA-
Ile. Por otro lado, estd reportada una mayor desestabilizacion de los MYCs en respuesta a
tratamientos de sombra (Chico et al., 2014). En nuestras condiciones de competencia una
mayor disponibilidad de proteinas JAZ, y/o una menor estabilidad de los MYCs, podrian estar
atenuando las respuestas al JA-lle. Podemos pensar que, la presencia de competidoras, a la
vez que lleva a un aumento en la concentracion de los jasmonatos, podria estar disminuyendo
la sensibilidad de las plantas a los mismos.

En un futuro seria interesante probar si en nuestras condiciones de competencia las plantas
son menos sensibles al JA-lle. Para ello seria necesario evaluar la sensibilidad a un tratamiento
con jasmonatos en condiciones sin y con competencia. Por ejemplo, cuantificando la
restriccion sobre el crecimiento y los niveles de induccidn de genes y metabolitos de defensa
en respuesta a tratamientos con Me-JA.

Plantas st2a-1 hiperacumulan jasmonatos bioactivos

Esperabamos que el aumento en la expresién de ST2a en respuesta a la presencia de vecinas
(Fig. 3.1.B-C) lleve a restringir la acumulacidon de jasmonatos bioactivos, e incremente la
diferencia entre genotipos particularmente en contextos de competencia. Sin embargo, a
nivel molecular (jasmonatos, expresién génica, anotocianas y GSs), las diferencias entre
genotipos se mantienen constantes entre condiciones sin y con competencia (Fig. 3.3.A, Fig.
3.4.B, Fig. 3.5, Fig. 3.6). El aumento en la expresién de ST2a en respuesta a nuestro
tratamiento de competencia fue leve en comparacién al reportado previamente en respuesta
a la suplementacion con RL lateral (en nuestro caso el fold-change fue de 2.5 y en respuesta
al RL se reportd de entre 5 y 80 dependiendo del experimento (Fernandez-Milmanda et al.,
2020)). Estas diferencias posiblemente se deban a que en nuestras condiciones de
competencia la reduccion en la relacion R/RL haya sido menor que al suplementar con RL.
Ademas, las plantas crecieron a la vez que sus vecinas, por lo que los cambios en el ambiente
luminico ocurrieron de manera gradual a lo largo del tiempo (a diferencia del cambio brusco
durante un periodo corto de tiempo que se utiliza al suplementar con luz RL). Por otro lado,
no podemos descartar que existan mecanismos de regulacion post-transcripcional de ST2a
gue en respuesta a nuestras condiciones de competencia afecten la traduccién, estabilidad
y/o actividad de la enzima.

Podemos afirmar que en nuestras condiciones ST2a tiene un rol relevante inactivando
jasmonatos, tanto cuando las plantas se encuentran compitiendo con vecinas como en un
contexto sin competidoras. El no poder inactivar a los jasmonatos por la via de ST2a afecta el
balance entre los distintos jasmonatos, y plantas st2a-1 acumularon mas OH-JA (sustrato de
ST2a) y jasmonatos conjugados con lle, a la vez que produjeron mucho menos HSO4-JA que
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las plantas Col-0 (Fig. 3.3.A, Fig. 3.4.B). Esto correlaciona con una induccién de la expresidon
de genes marcadores del JA-lle (excepto PDF1.2) y una mayor acumulacion de metabolitos de
defensa (antocianas y GS) en las st2a-1 (Fig. 3.5, Fig. 3.6.A-B). Por otro lado, las plantas st2a-
1 tendieron a acumular menos SA y SA-Glc que las Col-O (Fig. 3.3.D, Fig. 3.4.B). Se han
reportado tanto interacciones sinérgicas como antagdnicas entre los jasmonatos y SA,
dependiendo de la especie y la respuesta estudiada (Ullah et al., 2023). La coronatina (analogo
del JA-lle y factor de virulencia en cepas de Pseudomona syringae) restringe la biosintesis y
acumulacién de SA, por medio de la degradacién mediada por COI1 de proteinas JAZ, y la
consecuente liberaciéon de MYCs (Gimenez-lbanez et al., 2017; Zheng et al., 2012). Podemos
pensar que la mayor acumulacion de jasmonatos conjugados con lle en las st2g-1
posiblemente restringe la acumulacién de SA por esta via. En un futuro seria interesante
estudiar la susceptibilidad de las plantas st2a-1 a patdgenos bidtrofos, ya que las defensas
contra este tipo de atacantes suelen estar reguladas por SA.

Plantas st2a-1 son mas resistentes a larvas de S. frugiperda, pero son igual de
suceptibles a B. cinerea que las Col-0

Resulta interesante que en nuestras condiciones las plantas st2a-1 resultaron ser mas
resistentes a un herbivoro (Fig. 3.8), pero no a un patégeno necrétrofo (Fig. 3.7), pese a
acumular mas jasmonatos conjugados con lle (Fig. 3.3.B, Fig. 3.4.B). Ademas, si bien en
condiciones de cdmara de cultivo que simulan competencia plantas st2a-1 presentan una
mayor resistencia a ambos tipos de atacantes, en condiciones control (luz blanca) se reporté
que las st2a-1 presentan un fenotipo similar al observado en nuestras condiciones de
competencia (son mas resistentes a Spodoptera, pero igual de susceptibles a B. cinerea que
las Col-0) (Fernandez-Milmanda et al., 2020).

El JA-lle tiene un rol promoviendo las defensas contra insectos herbivoros y patégenos
necrotrofos, pero frente a cada atacante se activan distintos mecanismos de respuesta, dados
por la interaccién del JA-lle con otras fitohormonas (Pieterse et al., 2012). Las defensas contra
patdégenos necrotrofos son reguladas de forma sinérgica por JAy ET. En el contexto de una
infeccion con un patdgeno necrétrofo, la degradacion de proteinas JAZ lleva a la estabilizacion
de ETHYLENE-INSENSITIVE3 (EIN3) y EIN3-LIKE1 (EIL1), factores de transcripcidn inducidos por
la via del ET que a su vez contribuyen a la induccidon de genes de defensa contra patégenos
necrétrofos (Song et al., 2014). Por el contrario, las defensas contra herbivoros son reguladas
de forma antagénica por JA y ET, ya que, en este contexto, EIN3 y EIL1 interaccionan con
MYC2 y reprimen mutuamente su actividad (Song et al., 2014). Las plantas st2a-1 presentaron
una menor expresion de PDF1.2 que las plantas Col-0, contrastando con los otros genes
marcadores del JA-lle cuantificados (que presentaron una mayor expresion en las st2a-1) (Fig.
3.5). A diferencia de los otros genes marcadores, PDF1.2 estd involucrado especificamente en
las respuestas de defensas contra patégenos necrdétrofos, y su expresién es regulada de forma
sinérgica por JAy ET (Pré et al., 2008; Zarei et al., 2011). Tanto la expresién génica como los
fenotipos de susceptibilidad a atacantes parecen indicar que en las plantas st2a-1 no se
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activan todos los mecanismos de defensa regulados por jasmonatos, sino que se induce
especificamente la rama de defensas contra herbivoros.

Estd reportado que sefiales de distintos atacantes (la infeccidon con un patégeno o un dafio
mecdnico que simula parte del efecto de herbivoria) producen un patrén diferente en los
jasmonatos. En particular, parece preponderar la acumulacidn de productos de oxidacién del
JA-lle (OH-JA-lle y COOH-JA-lle) en respuesta a un dafio mecanico y la acumulacién de JA'y
OH-JA en respuesta a la infeccion con un patdgeno (Marquis et al., 2020; Smirnova et al.,
2017; Widemann et al., 2016). Sin embargo, hay que tomar estas comparaciones con cautela
porqgue la respuesta sobre el balance de los jasmonatos se evalué a tiempos de induccién muy
distintos para cada tratamiento (3 h luego del daifio mecdnico y 3 dias de infeccidén).

Por otro lado, plantas mutantes en distintas enzimas del catabolismo del JA-lle presentan
diferentes patrones de acumulacién de jasmonatos, y fenotipos de defensa contrastantes. En
muchos casos una mayor acumulacién de jasmonatos bioactivos no correlaciona con una
mayor induccion de todas las respuestas de defensa mediadas por jasmonatos. Plantas
incapaces de oxidar JA-lle (triple mutante cyp94b3 cyp94b1 cyp94cl) son mas resistentes a la
infeccidn con B. cinerea, pero mas susceptibles a herbivoros (Marquis et al., 2020; Poudel et
al., 2016). Plantas incapaces de deconjugar JA-lle (doble mutante iar3 ill6) son mas resistentes
a larvas de Spodoptera, pero no a B. cinerea (Marquis et al., 2020). Mutantes de mayor orden
incapaces tanto de deconjugar como de oxidar al JA-lle (quintuple mutante cyp94b3 cyp94b1
cyp94cl iar3 ill6), son igual de susceptibles que las plantas salvajes a ambos atacantes, pese
a acumular mucho mas JA-lle en respuesta al dafio (Marquis et al., 2020). Mutantes en los
genes JOX, que tienen atenuada la oxidacion de JA a OH-JA, presentan una mayor resistencia
tanto a patégenos necrdtrofos como a herbivoros (Caarls et al., 2017; Marquis et al., 2022;
Smirnova et al., 2017).

Los distintos fenotipos de resistencia observados al alterar el catabolismo del JA-lle podrian
explicarse por diferencias en la regulacién negativa de la via del JA-lle. Se reportd una
correlacién negativa entre la capacidad de la planta de defenderse y la induccion de la
expresion de genes JAZ (y otros represores) en respuesta al atacante (Marquis et al., 2020).
Ademads, podria jugar un rol la regulacién de la traduccidn, ya que se vid que la asociacion de
un grupo especifico de mRNAs a los ribosomas se encuentra atenuada en dobles mutantes
cyp94b3 cyp94bl, lo que explicaria, al menos en parte, la falta de correlacién entre la
acumulacién de JA-lle y la induccion de respuestas a esta fitohormona (Kimberlin et al., 2021).

Si bien el JA-lle es el jasmonato biolégicamente mas activo, en los Ultimos anos se ha
reportado actividad de otros jasmonatos, algunos de ellos por la via candnica de
correceptores COI1-JAZ (OH-JA-lle y formas conjugadas con otros aminoacidos). Se ha visto
gue estos ligandos alternativos al JA-lle tienen distinta afinidad por complejos correceptores
especificos y se propone que podrian regular las respuestas finas a los jasmonatos (Fu et al.,
2022; Jimenez-Aleman et al., 2019; Poudel et al., 2019; Yan et al., 2016). Existe redundancia
entre proteinas JAZs, pero también se reportaron funciones especificas, y recientemente se
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han descripto grupos de proteinas JAZs que reprimen respuestas contra patégenos pero no
contra herbivoros o viceversa (Guo et al., 2018; Johnson et al., 2023; Liu et al., 2021). Por lo
tanto, cambios en el patrén de jasmonatos podrian afectar diferencialmente a la estabilidad
de distintas proteinas JAZ, que a su vez van a reprimir respuestas especificas.

Por otro lado, la especificidad podria estar regulada por la interaccion con otras vias
hormonales. Distintas alteraciones en el catabolismo del JA-lle podrian afectar
diferencialmente a otras fitohormonas y un ejemplo claro es IAR3 que también es capaz de
deconjugar auxinas y activar asi esta via hormonal (Zhang et al., 2016). Ademads, en nuestras
condiciones las plantas st2a-1 tendieron a acumular menos SA que las Col-0 (Fig. 3.3.D, Fig.
3.4.B). Si bien esta fitohormona cldsicamente se considera antagdnica de las defensas
mediadas por jasmonatos, existen trabajos que sugieren que la via del SA tendria un rol,
menor e independiente de la via del JA/ET, promoviendo la resistencia a patégenos
necrotrofos como B. cinerea (AbuQamar et al., 2006; Ferrari et al., 2003; Zhang et al., 2017).
Por lo tanto, la menor acumulacién de SA en las plantas st2a-1 podria contribuir en parte a
las diferencias observadas en la susceptibilidad a los distintos atacantes.

Podemos concluir que, en nuestras condiciones, el desbalance en los jasmonatos producto de
no poder inactivarlos por la via de ST2a produce un fenotipo tipico de una planta que
hiperacumula jasmonatos bioactivos, en cuanto a la susceptibilidad a larvas de S. frugiperda.
Sin embargo, no produce ningun efecto sobre la resistencia a B. cinerea. Nuestros resultados
fueron consistentes con trabajos previos que concluyen que alteraciones en el catabolismo
de los jasmonatos producen respuestas en las plantas que no correlacionan con los niveles de
acumulacién de jasmonatos bioactivos, sino que parecerian depender del balance con otros
jasmonatos, otras fitohormonas y/o de la fina regulacion de loops negativos (Kimberlin et al.,
2021; Marquis et al., 2020, 2022; Zhang et al., 2024).

Aun queda mucho por elucidar sobre el mecanismo por el cual alteraciones en la via de
inactivacién de jasmonatos por medio de ST2a afectan diferencialmente a las respuestas de
defensa. Seria interesante en un futuro comparar la dindmica en los jasmonatos vy la
activacion de loops negativos de regulacion en respuesta a distintos atacantes (herbivoros y
patégenos necrétrofos), en plantas salvajes y st2a-1.

Las plantas st2a-1 son malas competidoras, tanto en presencia como en
ausencia de herbivoros

Nuestros resultados indican que el no poder inactivar jasmonatos por la via de ST2a tiene
importantes costos en contextos de competencia con plantas salvajes. Las mutantes st2a-1
desarrollaron rosetas de menor tamafio (Fig. 3.9) y al competir con plantas salvajes, su
produccién de frutos se vio fuertemente comprometida (Fig. 3.10.C). Esto posiblemente se
deba a que las plantas st2a-1 interceptaron menos luz que sus vecinas Col-0 tanto en el
estadio de rosetas (posiblemente debido a que presentaron rosetas de menor tamafio y una
mayor relacién L/P), como en el estadio reproductivo (ya que presentaron escapos florales de
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menor altura) (Fig. 3.10.A-B). Al interceptar menos luz van a contar con menos fotoasimilados
disponibles para el llenado de frutos. Estos resultados son consistentes con los trabajos que
proponen que una mayor activacién de la via de los jasmonatos conlleva costos sobre el
crecimiento y el éxito reproductivo (Cipollini et al., 2017; Guo et al., 2018, 2022).

Existen antecedentes en distintas especies en los que se observé que plantas con una mayor
capacidad de defenderse resultan ser malas competidoras en un ambiente sin atacantes, pero
presentan ventajas en presencia de consumidores (Baldwin, 1998; Ballhorn et al., 2014;
Creissen et al., 2016; Wuest et al., 2022; Yang et al., 2023). En un ambiente con atacantes, la
ventaja que otorga una mayor induccion de mecanismos de defensa puede compensar sus
costos (en cuanto a la producciéon de frutos). Dado que las plantas st2a-1 fueron mas
resistentes a larvas de S. frugiperda que las plantas Col-0, esperdabamos que al competir en
un ambiente bajo presidon de herbivoria la produccion de las plantas Col-0 se viera mas
afectada que la de sus vecinas st2a-1. Sin embargo, en nuestros experimentos la menor
produccion de frutos de las st2a-1, en comparacién a sus vecinas Col-0, se mantuvo incluso
en un ambiente con herbivoros. Pese a que las larvas de S. frugiperda realizaron un mayor
dafio sobre las plantas Col-0 en comparacién a las st2a-1 (Fig. 3.8.A-B), esto no afecté al
balance entre genotipos en cuanto a la biomasa de frutos producida (Fig. 3.11.C, Fig. 3.11.F).

La evaluacidon del dafio causado por las larvas se realizd en las primeras semanas de
tratamiento, mientras que la cosecha de frutos fue unas 3 semanas después, durante las
cuales las larvas continuaron creciendo y alimentandose. Desconocemos si esta mayor
resistencia de las st2a-1 al ataque de las larvas se mantuvo hasta el final del experimento.
Podria ocurrir que las larvas fueron selectivas en un principio, pero luego dejaron de serlo, o
cambiaron su preferencia (ya sea por caracteristicas propias del estadio larval, por quedarse
con poco tejido de rosetas salvajes o porque las plantas Col-0 indujeron mecanismos de
defensas y con el tiempo pasaron a estar igual de bien defendidas que sus vecinas st2a-1). De
hecho, esta reportado que los GSs afectan de forma negativa al crecimiento de larvas de
Mamestra brassicae y S. litorallis, excepto en los ultimos estadios larvales, donde se observa
un efecto opuesto (Jeschke et al., 2017). Podria ocurrir entonces que en los ultimos estadios
las larvas presenten una preferencia de alimentacidn distinta a la observada en los primeros
estadios.

Por otro lado, las plantas Col-0 podrian ser mas tolerantes a la herbivoria. La tolerancia reduce
el impacto de la herbivoria sobre el éxito reproductivo, esta relacionada con la capacidad de
rebrote y es un mecanismo distinto a la resistencia (que reduce el daifo ocasionado por
herbivoros sobre las plantas) (Agrawal & Fishbein, 2008; Mitchell et al., 2016). En solandceas,
estd reportado que plantas que acumulan menos JA son mas tolerantes a la herbivoria
(Machado et al., 2013, 2017). Si bien no evaluamos el crecimiento luego del dafio por
herbivoria, en distintos experimentos sin herbivoria observamos que las plantas Col-0
presentaron una mayor tasa de crecimiento que las st2a-1, lo que podria afectar
positivamente al rebrote. Ademas, las Col-0 florecieron antes que sus vecinas y las larvas de
S. frugiperda prefirieron comer hojas de rosetas antes que hojas caulinares, escapos y flores
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(para estos ultimos dos no se registré dafio, y en hojas caulinares se observé dafio, pero
mucho menos que en las hojas de la roseta). Este patrén de dafio es el esperado para un
insecto generalista como S. frugiperda, ya que las hojas jévenes y los 6rganos reproductivos
son los que acumulan mas metabolitos de defensa (De Vries et al., 2017; Hopkins et al., 2009;
Hunziker et al., 2021). Podria ser que las plantas Col-0 compensen su mayor susceptibilidad a
S. frugiperda al florecer antes y crecer mas rdpido (caracteristicas que le darian mayor
tolerancia a la herbivoria por larvas de S. frugiperda), dando como resultado que el balance
entre genotipos en la produccién de frutos no se vea afectado por la herbivoria.

En un futuro, seria interesante repetir los experimentos de herbivoria agregando macetas en
monocultivo y evaluando el dafio a lo largo del tiempo (para poder determinar si al
modificarse el estadio larval o la edad de las plantas cambia la preferencia de alimentacidn).
Ademads, con experimentos en monocultivo se puede monitorear tanto el dafio sobre las
plantas como el crecimiento del herbivoro (evaluando el peso de las larvas). Quizas,
dependiendo de la edad de las plantas al ser atacadas por herbivoros y del estadio larval de
los mismos, el efecto sobre la produccién de frutos resulte o no ser mas fuerte en plantas Col-
0.

En monocultivos la produccidn de frutos de plantas st2a-1 fue similar a la de
plantas salvajes

Resulta interesante que el costo de no poder inactivar a los jasmonatos por la via de ST2a, en
términos de biomasa de frutos producida, depende de la capacidad para inactivar a los
jasmonatos que tengan sus vecinas. En condiciones de competencia mixta (donde compiten
plantas st2a-1 con plantas Col-0) estos costos resultaron ser mayores que en condiciones de
competencia en monocultivo (donde compiten plantas del mismo genotipo) (Fig. 3.13.D-E,
Fig. 3.14.B). En los cultivos mixtos las plantas Col-0 tendieron a incrementar su produccién de
frutos, en comparacién a los monocultivos, a la vez que en las st2a-1 tendié a disminuir. El
aumento en las Col-0 es similar a la disminucion en las st2a-1 (en promedio de alrededor del
10%). Esta respuesta simétrica a la competencia indica que los genotipos difieren en su
habilidad competitiva (Cossani & Sadras, 2021). En competencia mixta, el fenotipo de “mala
competidora” de las st2a-1 (rosetas mas chicas, mayor L/P, menor altura de escapos florales)
genera una oportunidad para sus vecinas Col-0, que terminan tomando una mayor proporcién
de los recursos disponibles y restringiendo la produccién de frutos de las st2a-1. Sin embargo,
en monocultivos, la produccion final de las st2a-1 es muy similar a la produccién de las Col-0
(Fig. 3.12.D-E, Fig. 3.13.B).

Nuestros resultados son consistentes con lo reportado previamente en Nicotiana attenuata
y Arabidopsis, al comparar la produccion de frutos en plantas que difieren en la capacidad de
defenderse. En cultivos mixtos el costo de una mayor induccién de las defensas sobre la
produccion de frutos es mayor que en monocultivos (Dietrich et al., 2005; Glawe et al., 2003;
Van Dam & Baldwin, 1998, 2001). También estd reportado que mutantes de Arabidopsis en
genes vinculados a las defensas que presentan una mayor tasa de crecimiento temprana,
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tuvieron ventajas en su fitness cuando compitieron con plantas salvajes, pero no cuando las
plantas crecieron aisladas (ZUst et al., 2011). Estos trabajos, al igual que nuestros resultados,
sugieren que los costos de las defensas sobre la produccién de frutos se vuelven evidentes
particularmente cuando compiten plantas de distintos genotipos, donde las plantas que
mejor se defienden tienen una desventaja en la adquisicién de recursos.

Es claro que el fitness a nivel individual en plantas incapaces de inactivar a los jasmonatos por
la via de ST2a esta fuertemente comprometido. Sin embargo, nuestros resultados sugieren
gue, a una escala poblacional, esto no implicaria desventajas importantes. Plantas st2a-1 que
hiper-acumulan jasmonatos y son malas competidoras a nivel individual, al ser sembradas en
monocultivos producen una cantidad de frutos similar a las plantas salvajes (Fig. 3.12.D-E, Fig.
3.13.B). Estos resultados estan en linea con trabajos en distintas especies que muestran que
plantas con alta habilidad competitiva no presentan ventajas en monocultivos, e incluso la
produccidon por m? se maximiza con plantas malas competidoras a nivel individual, que
pueden ser cultivadas a una mayor densidad de siembra (Cossani & Sadras, 2021; Lake et al.,
2016; Pantazopoulou et al., 2021; Wuest et al., 2022; Zhai et al., 2021). Por lo tanto, obtener
plantas mas compactas (malas competidoras) es a menudo deseable desde el punto de vista
agrondémico. El manipular la via de inactivacidn de los jasmonatos podria ser una estrategia
promisoria para el logro de este objetivo.

En un futuro, seria interesante evaluar el desempefio de plantas Col-0 y st2a-1 en
monocultivos a una mayor densidad de siembra. Tal vez las st2a-1, al ser menos competitivas,
terminen produciendo una mayor biomasa de frutos en este contexto.

Nuestros resultados sugieren que al manipular el catabolismo de los jasmonatos se podrian
obtener plantas mas compactas que se defiendan mejor contra herbivoros, sin que esto
necesariamente conlleve costos importantes sobre el rendimiento en condiciones de
competencia en monocultivo. Para confirmarlo seria necesario evaluar el desempefio de las
plantas st2a-1 en monocultivos bajo presion de herbivoria.

Conclusiones generales

El no poder inactivar a los jasmonatos por la via de ST2a (en mutantes st2a-1) lleva a un
aumento en el pool de jasmonatos bioactivos y en la expresiéon de genes y metabolitos
marcadores de JAs. En condiciones de competencia, esto correlaciona con un menor
crecimiento y una mayor resistencia a un herbivoro (S. frugiperda), pero no a un patégeno (B.
cinerea).

Plantas mutantes st2a-1 tienen importantes costos, en cuanto a la produccién de frutos, en
un contexto de competencia con plantas salvajes. Estos costos se mantienen en un ambiente
con herbivoros, pero desaparecen (o se atentan fuertemente) cuando la competencia ocurre
entre plantas del mismo genotipo.

56



Concluimos que, en nuestras condiciones de competencia, la inactivacidon de jasmonatos por
medio de ST2a restringe las defensas contra herbivoros, pero no contra patégenos, y es
relevante para promover el crecimiento y la habilidad competitiva. ST2a resulté ser relevante
para el éxito reproductivo en cultivos mixtos. Sin embargo, en monocultivos, la inactivacion
de jasmonatos por medio de ST2a no parece tener un efecto relevante sobre la produccion
de frutos. El manipular esta via de inactivacién de los jasmonatos podria llegar a ser una
estrategia promisoria para la obtencidn de cultivos mas compactos, si es que este mecanismo
se encuentra conservado en especies de interés agronémico.
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Introduccidon: jasmonatos y respuestas a alta intensidad de luz

Las plantas necesitan de la luz como fuente de energia, pero el exceso de energia luminica
puede llevar a una superabundancia de especies reactivas del oxigeno (ROS), que pueden
terminar dafando los fotosistemas y disminuyendo el rendimiento de los cloroplastos y su
capacidad de fijar carbono. Las plantas cuentan con diversos mecanismos para atenuar los
efectos negativos del exceso de energia luminica que basicamente consisten en 1) reducir el
PAR incidente en los fotosistemas (por ejemplo con el movimiento de hojas y cloroplastos o
por la absorcion de compuestos no fotosintéticos); 2) reducir la clorofila excitada (por
mecanismos que promueven la disipacion térmica); 3) detoxificar los ROS producidos (por
sistemas y enzimas antioxidantes) y 4) reparar el dafio sobre los fotosistemas (por ejemplo
con la biosintesis “de novo” de la subunidad D1 del fotosistema Il) (Li et al., 2009; Liu, Lu et
al., 2019; Shi et al., 2022).

Las plantas responden a altas intensidades de luz con cambios a nivel genético, fisioldgico y
morfoldgico que les permiten incrementar estos mecanismos de foto-proteccién (Huang et
al., 2019; Liu, Lu et al., 2019; Shi et al., 2022). Una de estas respuestas es el aumento en la
concentracion de antocianinas. Las antocianas son pigmentos no fotosintéticos y se cree que
tienen un rol en la foto-proteccidn, al funcionar como “pantallas” que absorben parte del PAR
gue de lo contrario incidiria sobre los fotosistemas, y como antioxidantes (Araguirang &
Richter, 2022; Landi et al., 2015; Shi et al., 2023). Otra de estas respuestas a la alta intensidad
de luz es el aumento en el grosor y densidad de las hojas, que optimiza el funcionamiento de
los fotosistemas en este ambiente (Poorter et al., 2009).

Por un lado, esta reportado que los jasmonatos promueven la biosintesis de antocianas vy el
engrosamiento de las hojas (Havko et al., 2016; Qi et al., 2011; Shan et al., 2009). Por otro
lado, en los ultimos afos emergid un rol de los jasmonatos en las respuestas a distintos
estreses abioticos, como frio, sequia, salinidad y metales pesados (Rahman et al., 2024; Raza
et al.,, 2021; Wang et al., 2020). También existen trabajos que vinculan a la via de los
jasmonatos con las respuestas a estrés por alta intensidad de luz (o en combinacién de alta
intensidad de luz y cambios en la temperatura), pero su rol no esta tan claro como frente a
otros estreses abidticos (Balfagén et al., 2019; Demmig-Adams et al., 2013; Fernandez-
Milmanda, 2023; Gollan & Aro, 2020; Huang et al., 2019; Myers et al., 2022; Savchenko et al.,
2017; Youssef et al., 2010).

El objetivo de este trabajo es aportar a la comprension del rol que juegan los jasmonatos y su
catabolismo en las respuestas a un estrés por alta intensidad de luz (AL).

Hipotetizamos que 1) en respuesta a AL aumenta la concentracion de jasmonatos, y esto
contribuye a la foto-proteccién en este ambiente estresante, y 2) alteraciones en el
catabolismo de los jasmonatos (en particular en la via de ST2a) van a afectar a estas
respuestas.

59



Materiales y métodos

Plantas y condiciones de crecimiento

Todos los experimentos se realizaron con plantas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Se
utilizaron plantas salvajes ecotipo Columbia (Col-0), mutantes st2a-1, sobreexpresantes
355:5T2a (Fernandez-Milmanda et al., 2020) y mutantes aos (Park et al., 2002). Todos los
genotipos se encuentran en fondo genético Columbia.

Las semillas se sembraron en placas de petri plasticas con tierra de jardin (sustrato profesional
exterior, Hi-Soil), y se dejaron 72 hs en oscuridad a 4°C para inducir la germinacion. A los 4
dias, las plantulas se trasplantaron en macetas individuales (capacidad 35 cm3, 3cm de
didmetro) con una mezcla de tierra (sustrato profesional exterior, Hi-Soil): Perlita 10:1 y se
fertilizaron con N16-P7-K15 (Floranid Tween Permanent, Floranid®) (1gr fertilizante/litro de
sustrato).

Las plantas fueron cultivadas en camara de cultivo con un fotoperiodo de dia corto (10hs luz,
14hs oscuridad) a 232C y luces LED blancas (PAR 120 pumol m=2 s7%). Para el tratamiento de
altaintensidad luminica (AL), las plantas fueron colocadas bajo iluminacién LED blanca de alta
intensidad (PAR 700 umol m=2 s72). Se controlé la temperatura colocando una pecera con agua
entre la fuente de alta intensidad de luz y las plantas; y agregando ventiladores en la
proximidad (Fig 4.1). Se mantuvo el mismo fotoperiodo en ambos tratamientos, los
experimentos que duraron un dia o mas, tuvieron sus respectivas noches en oscuridad (el
tratamiento de un dia de AL consistié en 12h AL + 10 h de oscuridad + 2h AL). En todos los
experimentos se utilizaron plantas de aproximadamente 4 semanas. Las plantas se
distribuyeron al azar en distintos grupos: un grupo control, que continda con la luz de
crecimiento; y uno o dos grupos expuestos a distintos tiempos de AL. El tratamiento de AL se
inicid a distintos tiempos, de forma tal de realizar la cosecha o medicidn de todas las plantas
al mismo momento.

Fuente AL

/ Peceracon agua

Estante con plantas

Ventiladores

Figura 4.1. Fotografia del sistema de AL. Se puede ver la fuente de luz LED, la pecera con agua colocada debajo,
el estante grillado con las plantas y ventiladores por debajo.
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En el ultimo experimento las plantas fueron cultivadas en invernadero bajo media-sombra. A
las 4 semanas las plantas se trasladaron al campo experimental del IFEVA. Un grupo se
mantuvo bajo media sombra y otro grupo fue expuesto a la luz solar plena.

Cuantificacion de metabolitos y expresién génica

La cuantificacidon de fitohormonas, antocianas, expresion génica y drea de las rosetas se
realizo tal como fue descripta anteriormente (en Capitulo 2: Materiales y Métodos). Con la
Unica modificacidn que la cuantificacién de antocianas se realizé a partir de un disco de hoja
de 0.5 cm de diametro, y se relativizé al peso fresco del disco. La secuencia de los primers
utilizados para la cuantificacién de la expresion génica se detalla en la Tabla 2.

Gen Primer_Fw Primer_Rv

VSP1 GGGCGTACTGGTCGTGGTTA CCGGGAGTCCTGGAGTTGAT

ELIP1 TATCCCGGTGGGAGTGAGATG GCTAAACTTTGTGCTACACCTT
IPP2A ATGGTTCAGATTGGTGGTGGAC AAAGATGTTCAGAGTTTGTGGATGG

Tabla 2. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados como primers en las PCRs en tiempo real.

Cuantificacién de area y masa foliar

Para calcular la masa foliar por unidad de area expuesta (LMA) se tomaron fotografias de las
plantas y se cuantificé el drea de roseta con Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems). Luego las
rosetas se cosecharony se secaron en estufa a 602C por 72 h. Se tomo el peso seco en balanza
de precision y se estimé la masa foliar por unidad de area como la relacién entre
area/biomasa de roseta.

El drea danada se cuantificé a partir de fotografias, con Adobe Photoshop 6.0 (Adobe
Systems). Dado que los genotipos presentan diferencias en el area de las rosetas, el area
dafiada se expresa en % del area foliar.

Cuantificaciéon de fluorescencia de la clorofila

Para estimar la eficiencia cuantica maxima del fotosistema Il, se utilizé un fluorimetro portatil
de pulso modulado (FluorPen FP 100, Photon Systems Instruments). Una hoja joven
completamente expandida de cada planta fue aclimatada en oscuridad por 15 minutos, con
los “clips” que posee el fluorimetro para tal fin. Las hojas fueron irradiadas con un pulso de
luz modulada de baja intensidad para obtener el valor de fluorescencia inicial (FO). Luego, se
aplica un pulso de luz saturante y se mide la fluorescencia maxima emitida por las hojas (Fm).
A partir de estas mediciones la eficiencia maxima del fotosistema Il puede ser calculada como
(Fm-FO)/Fm = Fv /Fm, donde Fv = fluorescencia variable = fluorescencia maxima —
fluorescencia inicial. La intensidad del pulso de luz modulada y del pulso de luz saturante
fueron puestas a punto para nuestras plantas siguiendo las especificaciones del equipo.
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Analisis estadistico

Los graficos y analisis estadisticos se realizaron en R versién 4.0.5 (2021). Cuando se
compararon dos grupos se realizaron tests t-Student o tests t-Welch (cuando la varianza entre
los dos grupos no fue homogénea). En los experimentos en los que se compara 3 tratamientos
se realizé un ANOVA de un factor. En los experimentos donde se comparan dos o mas
genotipos en dos o mas tratamientos, se realizaron ANOVAs de dos factores. Cuando fue
necesario, la funcién ‘weights = varPower’, del paquete “NLME” se utilizd6 para modelar la
varianza. Las diferencias entre grupos se establecieron por un test de Tukey, utilizando el
paquete “Multcomp”.

Resultados

Comenzamos validando nuestro sistema de alta intensidad luminica, y para ello
caracterizamos respuestas tipicas de las plantas a altas intensidades de luz en nuestro
tratamiento. Cuantificamos respuestas a nivel genético (expresién del gen marcador de alta
intensidad de luz ELIP1), bioguimico (concentracién de antocianas) y morfolégico (area de
roseta y masa foliar por area expuesta (LMA)).

Tal como era esperado, en respuesta a nuestro tratamiento de alta intensidad de luz en
plantas salvajes Col-0 aumento la expresion de ELIP1, la concentracidn de antocianasy la LMA,
a la vez que tiende a disminuir el area de las rosetas (Fig. 4.2.A-E).
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Figura 4.2. Plantas Col-0 responden a nuestro tratamiento de alta intensidad de luz. Caracterizacién de la
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respuesta a alta intensidad de luz en plantas Col-0. A) Expresion del gen marcador ELIP1 en plantas control y
expuestas a 6hs de AL (n = 3). Se utilizdé IPP2a como gen de referencia. B) Contenido de antocianas en plantas
control y bajo tratamiento de AL, a las 24h de iniciado el tratamiento (n = 5). C-D) Area de las rosetas (C) y masa
foliar por unidad de 4rea (D) en plantas control y bajo tratamiento de AL, a los 3 dias de iniciado el tratamiento
(n =9/10). E) Fotografias de plantas representativas en condiciones control y en AL, a los 3 dias de iniciado el
tratamiento, donde se muestra la cara adaxial y abaxial. Notese la diferencia en la morfologia de la roseta y la
coloracidn entre tratamientos. Las columnas representan la media, las barras de error el error estandar y los
puntos las réplicas bioldgicas independientes (para expresidn génica cada réplica es un pool de 3 plantas). Se
muestran los p-valores del test de t-Student o t-Welch. C = condiciones control, AL = alta intensidad de luz, PF =
peso fresco, PS = peso seco.

Continuamos estudiando la concentracién de distintos jasmonatos en plantas Col-0, en
condiciones control y de AL. No encontramos que el tratamiento de AL afecte a la
concentracion de OH-JA y HSO4-JA; pero vimos que los jasmonatos conjugados con lle totales
aumentaron en respuesta a AL, y la concentracion de JA tendié a aumentar (aunque para JA
las diferencias no llegaron a ser estadisticamente significativas) (Fig. 4.3.A). Continuamos
analizando la expresién de un gen marcador de la via del JA-lle (VSP1) y vimos que su
expresion se indujo con el tratamiento de alta intensidad de luz (Fig. 4.3.B). Estos resultados
sugieren que en respuesta al tratamiento de AL aumentan los jasmonatos bioactivos y este
aumento es suficiente para inducir cambios en la expresion génica.
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Figura 4.3. En respuesta a la alta intensidad de luz aumentan los JAs. Caracterizacion de la respuesta a alta
intensidad de luz en plantas Col-0. A) Concentracidon de JA, OH-JA, HSO4-JA y jasmonatos conjugados con
isoleucina (JA-lle + OH-JA-lle + COOH-JA-lle), en plantas control y bajo tratamiento de AL, a la hora y a las 24
horas de iniciado el tratamiento (n = 4). Notar que cada panel tiene diferentes valores en el eje y. B) Expresion
del gen marcador de la via del JA-lle VSP1, en plantas control y expuestas 6 h a AL (n = 3). Se utilizd IPP2a como
gen de referencia. A y B) Las columnas representan la media, las barras de error el error estandar y los puntos
las réplicas bioldgicas independientes (cada réplica es un pool de 3 plantas). Se muestran los p-valores del
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ANOVA de un factor (A) o del test t-Student (B), con letras distintas se indican diferencias significativas (Tukey p
< 0.05). C = condiciones control, AL = alta intensidad de luz, PS = peso seco.

Dado que en respuesta a altas intensidades de luz aumentaron los jasmonatos bioactivos, y
sabemos que los jasmonatos regulan positivamente la acumulacion de antocianas y la LMA 'y
negativamente el tamafio de las rosetas (Havko et al., 2016; Huang et al., 2017; Qi et al., 2011;
Shan et al., 2009), nos preguntamos si los cambios observados en las antocianas, la LMAYy el
area de las rosetas en respuesta a altas intensidades de luz son regulados por los jasmonatos.
Buscando aproximar una respuesta a esta pregunta, comparamos el efecto que tiene nuestro
tratamiento de AL, en plantas salvajes y mutantes aos, que son mutantes nulas en una enzima
de biosintesis de jasmonatos, y por lo tanto son incapaces de sintetizar esta fitohormona.

Encontramos que en plantas gos esta atenuado el aumento en la concentracién de antocianas
en respuesta al tratamiento de AL (Fig. 4.4.A). Por lo tanto, los jasmonatos son necesarios
para que las plantas puedan acumular antocianas en respuesta a este cambio en el ambiente
luminico. El efecto del tratamiento sobre la LMA y el area de las rosetas fue igual para ambos
genotipos, por lo tanto, los jasmonatos no parecieran estar involucrados en el aumento del
LMA ni en la reduccién del tamafiio de las rosetas en respuesta a altas intensidades de luz (Fig
4.4.B-C). Notar que, tal como esta reportado, al no sintetizar jasmonatos, las plantas aos
presentaron rosetas mas grandes que las Col-0 (independientemente del tratamiento) (Fig
4.4.B). No vimos diferencian en el LMA entre genotipos (Fig 4.4.C).
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Figura 4.4. El aumento en la concentracidon de antocianas en respuesta a AL estd atenuado en plantas aos.
Caracterizacion de la respuesta a alta intensidad de luz en plantas Col-0 y aos. A) Contenido de antocianas en
plantas control y bajo tratamiento de AL, a las 24 h de iniciado el tratamiento (n = 7). B-C) Area de las rosetas
(B) y masa foliar por unidad de adrea (C) en plantas control y bajo tratamiento de AL, a los 3 dias de iniciado el
tratamiento (n = 12). A, B y C) Las columnas representan la media, las barras de error el error estandar y los
puntos las réplicas bioldgicas independientes. Se muestran los p-valores del ANOVA, letras distintas indican
diferencias significativas (Tukey p < 0.05). C = condiciones control, AL = alta intensidad de luz, PF = peso fresco,
PS = peso seco.

En base a estos resultados podemos plantear un modelo en el que, en respuesta a altas
intensidades de luz, aumentan los jasmonatos bioactivos, lo que lleva a un aumento en la
expresion de genes de respuesta a jasmonatos y en la acumulacién de antocianas.

Dado que los jasmonatos parecen tener un rol en las respuestas a altas intensidades de luz,
nos propusimos estudiar los efectos de alteraciones en el catabolismo de los jasmonatos
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sobre estas respuestas. Comparamos la acumulaciéon de jasmonatos en respuesta a altas
intensidades de luz en plantas Col-0, mutantes y sobreexpresantes de ST2a (st2a-1y 355:5T2a
respectivamente).

Tal como era esperado, plantas st2a-1 acumularon menos HSO4-JA que las Col-0. Plantas
355:ST2a presentaron la misma concentraciéon de HSOs-JA que plantas salvajes (pese a
sobreexpresar ST2a), pero acumularon menos de los otros jasmonatos (Fig. 4.5.A-D). Esto
podria explicarse por la regulacidon positiva que ejerce la via del JA-lle sobre la misma
biosintesis de jasmonatos. Posiblemente las plantas 355:5T2a inactivan mas rapido al JA-lle,
lo que llevaria a una menor acumulacién de jasmonatos bioactivos y una menor biosintesis
de jasmonatos. Resulta interesante que el efecto del tratamiento sobre la concentracién de
jasmonatos conjugados con lle totales dependid del genotipo (Fig. 4.5.D). Plantas 355:5T2a
parecen responder menos al tratamiento de altas intensidades de luz que las st2a-1 (mientras
qgue las Col-0 presentaron una respuesta intermedia). Nuestros resultados indican que la
sobreexpresion de ST2a estaria atenuando la acumulacién de jasmonatos bioactivos
particularmente en respuesta a altas intensidades luminicas.
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Figura 4.5. El aumento en los jasmonatos bioactivos en respuesta a la alta intensidad de luz esta atenuado en
plantas 355:ST2a. Caracterizacion de la respuesta a alta intensidad de luz en plantas Col-0, st2a-1 y 355:5T2a.
Concentracion de JA, OH-JA, HSO4-JA y jasmonatos conjugados con isoleucina (JA-lle + OH-JA-lle + COOH-JA-Ile),
en plantas control y bajo tratamiento de AL, a la hora y a las 24 horas de iniciado el tratamiento (n = 9/10). Notar
gue cada panel tiene diferentes valores en el eje y. Las columnas representan la media, las barras de error el
error estandar y los puntos las réplicas bioldgicas independientes (cada réplica es un pool de 3 plantas). Se
muestran los p-valores del ANOVA, con letras distintas se indican diferencias significativas (Tukey p < 0.05). AL
= alta intensidad de luz, PS = peso seco, NS = no significativo (p > 0.05).
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Continuamos evaluando la capacidad de responder al tratamiento de alta intensidad de luz,
en cuanto a la acumulacion de antocianas, el tamafio de las rosetas y la LMA, en los mismos
tres genotipos.

Encontramos que el efecto de la alta intensidad de luz aumentando la concentracion de
antocianinas dependié del genotipo. En las plantas 355:5T2a el aumento en la concentracion
de antocianinas en respuesta a AL estd atenuado (Fig. 4.6.A). El hecho de que plantas
355:5T2a presenten un fenotipo similar al de plantas aos es consistente con su menor
acumulacién de jasmonatos conjugados con lle, y apoya el modelo planteado en el cual el
aumento en los jasmonatos bioactivos contribuye a la acumulacién de antocianas en
respuesta a AL. Por el contrario, plantas st2a-1 tienden a acumular mas antocianinas que las
Col-0 tanto en condiciones control como de alta intensidad luminica (aunque no llegan a ser
diferencias estadisticamente significativas) (Fig. 4.6.A).

Consistente con los resultados obtenidos con plantas aos, el efecto del tratamiento sobre la
LMA vy el drea de las rosetas fue independiente del efecto del genotipo (Fig 4.6.B-C). Las
plantas st2a-1 presentaron rosetas mas pequefias que las Col-0, mientras que las 355:5T2a
presentaron rosetas mas grandes (Fig 4.6.B); y las st2a-1 presentaron una LMA mayor que las
35S5:5T2a (y las Col-0 un fenotipo intermedio) (Fig 4.6.C). Esto es consistente con los trabajos
previos que encuentran un rol de los jasmonatos aumentando el LMA (Havko et al., 2016).
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Figura 4.6. El aumento en la concentracién de antocianas en respuesta a alta intensidad de luz esta atenuado
en plantas 355:5T2a. Caracterizacidn de la respuesta a alta intensidad de luz en plantas Col-0 st2a-1y 355:5T2a.
A) Contenido de antocianas en plantas control y bajo tratamiento de AL, a las 24 h de inicado el tratamiento (n
=5). By C) Area de las rosetas (B) y masa foliar por unidad de 4rea (C) en plantas control y bajo tratamiento de
AL, a los 3 dias de iniciado el tratamiento (n = 10). A, B y C) Las columnas representan la media, las barras de
error el error estandar y los puntos las réplicas bioldgicas independientes. Se muestran los p-valores del ANOVA,
letras distintas indican diferencias significativas (Tukey p < 0.05). C = condiciones control, AL = alta intensidad de
luz, PF = peso fresco, PS = peso seco.

Pensamos que en condiciones de AL plantas aos y 355:5T2a, que muestran una atenuacién en
la acumulacién de antocianas, posiblemente se encuentren menos foto-protegidas y esto
podria llevar a un mayor estrés oxidativo y producir dafio foliar.

Decidimos evaluar el dafio foliar causado por un tratamiento de 3 dias en AL. No encontramos
diferencias significativas entre genotipos en el porcentaje de area foliar daiiada (Fig 4.7.A-D).
Incluso se puede observar una tendencia (que no llega a ser estadisticamente significativa) a
que las st2a-1 presenten un mayor dafio que las Col-0 y 355:5T2a (Fig 4.7.A-B); y las aos un
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menor dafio que las Col-0 (Fig 4.7.C-D). Estas tendencias podrian explicarse por el rol
reportado de los jasmonatos en la senescencia y muerte celular programada en respuesta a
AL (Beaugelin et al., 2019; Ramel et al., 2013; Shumbe et al., 2016).
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Figura 4.7. El tratamiento de AL produce un dafio foliar similar en todos los genotipos. A-C) Porcentaje de area
foliar dafada por el tratamiento de AL, a los 3 dias de iniciado el tratamiento en plantas Col-0, st2a-1y 355:5T2a
(A) o Col-0 y aos (C). Las columnas representan la media, las barras de error el error estandar y los puntos las
réplicas bioldgicas independientes. Se muestran los p-valores del ANOVA (A) o test t-student (C). B-D) Fotografias
de una planta representativa de cada genotipo evaluado en A (B) y en C (D). Se muestra la cara adaxial (imagenes
superiores) y abaxial (imagenes inferiores), con flechas blancas se indican sectores foliares dafiados. En la cara
abaxial se notan las diferencias en el contenido de antocianas entre genotipos.

Dado que en las estimaciones del dafo foliar no encontramos diferencias significativas entre
genotipos, y pensamos que podemos tener solapados los efectos de una mayor foto-
proteccidn por acumulacién de antocianas con los de una mayor muerte celular programada,
decidimos estudiar el dafio en los fotosistemas. Una forma sencilla de estimar el dafio en los
fotosistemas es por medio de la fluorescencia de la clorofila. La fluorescencia variable/
fluorescencia maxima (Fv/Fm) es un estimador de la eficiencia cuantica maxima del
fotosistema Il (Maxwell & Johnson, 2000; Murchie & Lawson, 2013). Evaluamos la Fv/Fm en
plantas Col-0, st2a-1y 355:5T2a.

Vimos una clara disminucion en la Fv/Fm en respuesta al tratamiento de alta intensidad
luminica (que nos indica que las plantas estan sufriendo un estrés que afecta al fotosistema
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I1), pero no encontramos diferencias entre los genotipos (Fig. 4.8.B). Pese a acumular distintas
concentraciones de antocianinas, el dafio al fotosistema Il causado por altas intensidades de
luz resulté ser similar para los 3 genotipos evaluados.

Decidimos estudiar los cambios en el Fv/Fm comparando plantas Col-0 y agos a diferentes
tiempos de exposicidn a AL, con el objetivo de definir las condiciones para luego evaluar los
otros genotipos. Sin embargo, no encontramos diferencias en el Fv/Fm entre plantas Col-0y
aos en ninguno de los tiempos evaluados (transcurridas 1, 2.5, 4, 24, y 48 hs de iniciado el
tratamiento de alta intensidad de luz) (Fig 4.8.A).

Pensamos que quizds nuestro tratamiento de alta intensidad de luz no genera un estrés lo
suficientemente fuerte como para que las diferencias en la concentracion de antocianinas
tengan una relevancia en la foto-proteccién. Por lo tanto, decidimos evaluar el dafio al
fotosistema Il en plantas Col-0 y aos sometidas a un estrés mayor. Para ello las plantas
crecieron bajo mediasombra y al momento del tratamiento se pasaron al sol pleno en el
campo experimental. Con este tratamiento logramos producir un estrés mas intenso, que
causé un mayor dafo en el fotosistema Il (reflejado en una mayor disminucién del Fv/Fm),
pero no encontramos que afecte mas a las plantas aos que a las Col-0 (Fig 4.8.C).
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Figura 4.8. El tratamiento de AL produce una reduccién en el Fv/Fm similar en todos los genotipos. A) Fv/Fm
en plantas Col-0, st2a-1 y 35:5T2a, en condiciones control y bajo tratamiento de AL, a las 24 h de iniciado el
tratamiento. B) Fv/Fm en plantas Col-0 y aos, bajo condiciones control y de AL, a distintos tiempos de iniciado
el tratamiento de AL (1, 2.5, 4, 24 y 48 hs). C) Fv/Fm en plantas Col-0 y aos que crecieron bajo mediasombra, y
en plantas que fueron expuestas a luz solar plena, a la hora y a las 24 h de iniciado el tratamiento. A, By C) Los
puntos llenos representan la media, las barras de error el error estandar y los puntos vacios las réplicas bioldgicas
independientes. Se muestran los p-valores del ANOVA. AL = alta intensidad de luz, Fv/Fm = fluorescencia
variable/ fluorescencia maxima.
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Discusién y Conclusién

Existen trabajos que vinculan a los jasmonatos con respuestas a alta intensidad de luz.
Algunos trabajos reportaron un aumento en el JA y JA-lle en respuesta a una alta intensidad
de luz y otros no detectaron diferencias en estos metabolitos pero reportaron un aumento
en su precursor, el OPDA (Balfagén et al., 2019; Beaugelin et al., 2019; Ramel et al., 2013).
Estas diferencias posiblemente se deban a distinta intensidad del tratamiento de alta
intensidad de luz y tiempos de cosecha. Por otro lado, también se ha reportado de forma
consistente un aumento en la expresion de genes marcadores de JA-lle en respuesta a altas
intensidades de luz (Balfagdn et al., 2019; Gollan & Aro, 2020; Huang et al., 2019). Nuestros
resultados fueron consistentes con estos antecedentes, ya que observamos un aumento en
la concentracion de jasmonatos conjugados con lle y en la expresiéon de VSP1, gen marcador
inducido por JA-lle (Fig 4.3.A-B).

Si bien parece haber evidencia que vincula a los jasmonatos con las respuestas a alta
intensidad de luz, su rol no estd muy claro. Por un lado, parece estar involucrado junto con el
SA en promover la muerte celular programada en respuesta a alta irradiancia. Esto lleva a que
mutantes incapaces de acumular jasmonatos presenten una atenuacion en la muerte celular
en respuesta a alta intensidad de luz, y un menor dafio foliar y de estrés oxidativo (Beaugelin
et al., 2019; Ramel et al., 2013; Shumbe et al., 2016). Sin embargo, en otros trabajos se
reportd que plantas incapaces de acumular jasmonatos presentan un mayor dafo foliar y en
los fotosistemas en respuesta a altas intensidades de luz (Balfagén et al., 2019; Savchenko et
al., 2017; Youssef et al., 2010). Parece estar claro que los jasmonatos aumentan en respuesta
a altas intensidades de luz, pero pareciera ser que dependiendo del contexto (intensidad,
tiempo de tratamiento, combinacidon con otros estreses) esto puede contribuir a inducir
mecanismos de foto-proteccion, y/o puede implicar un mayor dafio por estrés oxidativo y
muerte celular programada.

Es interesante que en base a nuestros resultados pudimos vincular al aumento en los
jasmonatos en AL con la acumulaciéon de antocianas (Fig 4.4.Ay 4.6.A). Hasta donde sabemos,
no esta reportada la dependencia de los jasmonatos en la acumulacion de antocianas en
respuesta a altas intensidades de luz (Araguirang & Richter, 2022). En base a la funcidn de las
antocianas en la foto-proteccion, esperdbamos que, al promover la acumulacién de estos
pigmentos, la via del JA-lle contribuya a la foto-proteccién de las plantas. Sin embargo, plantas
incapaces de acumular jasmonatos y con una menor concentracidn de antocianinas en
respuesta al estrés por AL, presentaron una disminucién en la eficiencia del fotosistema II
similar a las plantas salvajes (Fig 4.8 A-C).

Creemos que los resultados obtenidos podrian explicarse porque 1) en los tiempos/intensidad
del estrés por AL evaluados las diferencias en la acumulacién de antocianas entre genotipos
no son suficientes para tener un rol relevante en la foto-proteccion y/o 2) los jasmonatos a la
vez que promueven la acumulacién de antocianinas restringen otros mecanismos de foto-
proteccidén por lo que en el balance plantas que acumulan o no jasmonatos en nuestras
condiciones se encuentran igual de foto-protegidas.
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En un futuro seria interesante evaluar si en AL los jasmonatos afectan a otros mecanismos de
foto-proteccidn, como la actividad de enzimas antioxidantes y/o el ciclo de las xantdfilas.
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