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INTRODUCCION.

La respuesta de una planta a cualquier estimulo exégeno o endégeno nunca es el
resultado de la activacién de un Unica ruta de sefalizacion hormonal, sino que es la
consecuencia de una compleja red de interacciones entre distintas rutas de
sefializacion. Distintos estimulos provocan una activacion asimétrica de esas redes
sefalizadoras complejas y el balance final de interacciones entre las mismas es el
que determina las respuestas especificas al estimulo inicial.

Existen numerosas evidencias de que la célula es capaz de combinar de distintas
formas las mismas rutas hormonales para determinar respuestas muy distintas a
distintos estimulos. Un ejemplo claro lo constituye la respuesta de las plantas a
patégenos y heridas. Aunque en ambos casos la planta activa las rutas de
sefalizacion de acido jasmodnico (JA) y de etileno (ET), combina estas dos rutas de
distintas formas para que las respuestas finales sean distintas y especificas para
cada estimulo.

La investigacion reciente de los mecanismos moleculares de la sefalizacion
hormonal en plantas ha venido marcada, en nuestra opinién, por dos aspectos:

-Por una parte, la evidencia resaltada anteriormente de que las rutas de
sefalizacion hormonal no son independientes y lineales, por lo que la comprensiéon
de cualquier ruta requiere también entender que interacciones establece con otras
rutas y como se regulan esas interacciones desde un punto de vista molecular.

-Por otra parte, el descubrimiento de que los procesos de regulaciéon de la
estabilidad de proteinas por ubiquitinacidn constituyen un mecanismo central de
control de la sefalizacibn hormonal en plantas, comin a casi todas las rutas
hormonales descritas, y que en algunos casos explica como se regula
molecularmente la interaccion entre dos rutas.

En esta revisién queremos centrarnos en la actualizaciéon del conocimiento sobre la
sefializacion de la fitohormona &cido jasmoénico en plantas, incidiendo en los
mecanismos que regulan su interaccidon con otras hormonas y haciendo un hincapié
particular en los procesos de degradacidon de proteinas por el proteosoma como
mecanismo de regulacion de esta sefializaciéon, comun a la regulacién de otras rutas
hormonales.
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SENALIZACION DE ACIDO JASMONICO.

Los jasmonatos son fitohormonas lipidicas, derivados oxigenados de los acidos
grasos linoleico y linolénico, principalmente, que actian como moléculas
sefalizadoras de la respuesta de las plantas a numerosas situaciones de estrés y
participan en diversos procesos de desarrollo. Entre las situaciones de estrés que
regulan estan las heridas (mecanicas o bidticas), la exposicion a ozono, sequia y el
ataque por patdégenos y plagas. Entre los procesos de desarrollo en los que
participan los jasmonatos estan el crecimiento de la raiz, la tuberizacion, la
maduracioén de frutos, senescencia, desarrollo del polen y enrollamiento de zarcillos
(Penninckx et al., 1996; Creelman y Mullet, 1997; McConn et al., 1997; Pieterse et
al., 1998; Reymond y Farmer, 1998; Staswick et al., 1998; Overmyer et al., 2000;
Berger, 2002; Rao et al., 2002; Turner et al., 2002; Farmer et al., 2003; Rojo et
al., 2003).

La ruta de biosintesis de los jasmonatos (ruta de los octadecanoides) ha sido
extensamente estudiada y se dispone de mucha informacién acerca del tipo de
enzimas implicados en cada paso y de la localizacion subcelular de los mismos
(Mueller, 1997; Berger, 2002; Turner et al., 2002). Sin embargo, a pesar de la
importancia de los jasmonatos como moléculas sefializadoras, el conocimiento
actual de los mecanismos moleculares de transmision de sefiales mediadas por
jasmonatos es muy limitado. Los pocos componentes de esta ruta de sefalizacion
descritos hasta el momento (Tabla 1) se han identificado principalmente gracias a
escrutinios genéticos buscando plantas que, o bien mostrasen una respuesta
constitutiva o aumentada a acido jasmonico (JA), o bien exhibieran una sensibilidad
reducida a JA, a derivados como el metil-jasmdnico (MeJA) o a analogos como la
coronatina (Turner et al., 2002).

Entre los mutantes insensibles a JA identificados en Arabidopsis destaca coil (
coronatine insensitivel ). Este mutante muestra una pérdida completa de
sensibilidad a la hormona en ensayos de inhibicion del crecimiento de la raiz y
acumulacion de antocianinas mediados por JA (Feys et al., 1994). El gen COI1 se
identific6 molecularmente mediante clonacién posicional y se vio que codificaba una
proteina con un dominio [ F-box]l (Xie et al., 1998). Puesto que este tipo de
proteinas suele participar en la formacién de complejos ubiquitin-ligasa E3 de tipo
SCF, la presencia del dominio [ F-boxll en COI1 sugirié la participacion de la
degradacion de proteinas por el proteosoma como un mecanismo de regulacién de
la sefializacion de JA. Esta hipétesis se ha comprobado posteriormente mediante la
demostracién de que COI1 participa en la formacion de complejos SCF funcionales,
y que mutantes deficientes en otros componentes de complejos SCF también
muestran deficiencias en la sefalizacion de JA (Xu et al., 2002; Devoto et al.,
2002; Feng et al., 2003).

Aunque se describié inicialmente en Arabidopsis, la funcién COI1 estad conservada
en otras especies como lo demuestra la identificacion de un homoélogo en tomate
(LeCOI1; Li et al., 2003). Curiosamente, las mutaciones en el gen LeCOI1 han
demostrado que, al menos en tomate, el JA estd implicado en el desarrollo de
6vulos y tricomas, que no estan alterados en el mutante coil de Arabidopsis (Li et
al., 2003). Por tanto, o bien el JA regula distintos procesos en distintas especies, 0
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bien deben existir otras proteinas similares a COI1 en Arabidopsis responsables de
la regulacion de esos procesos.

Ademas de coil se han descrito otros mutantes insensibles a JA, entre los que
estan jarl ( methyl-jasmonate resistantl ; Staswick et al., 1992), jinl y jind (
methyl-jasmonate insensitivel/4 ; Berger et al., 1996; Lorenzo et al., 2004), juel,
jue2 y jue3 ( jasmonate underexpressingl1/2/3 ; Jensen et al., 2002), mpk4 ( map-
kinase4 ; Petersen et al., 2000), axrl ( auxin resistantl ; Xu et al., 2002; Tiryaki y
Staswick, 2002), y jai3 y jai4 ( jasmonic acid insensitive3/4 ; Lorenzo et al., 2004).

Todos los alelos de estos mutantes muestran un fenotipo mas débil que coil lo que
sugiere que los genes correspondientes no se requieren para todas las repuestas a
JA, y/0 que estas mutaciones afectan a miembros de familias génicas con funciones
parcialmente redundantes.

Los mutantes jarl y jin4 son alélicos y codifican un enzima con actividad de
adenilacion de JA, lo que indica que esta modificacion modula la transduccién de
seflal de la hormona (Staswick et al., 2002). Los mutantes jue se identificaron
mediante el escrutinio de mutantes con una expresion reducida de un reportador
(luciferasa) fusionado al promotor del gen LOX2 (regulado por JA), y los genes
correspondientes no se han identificado aun (Jensen et al., 2002). jinl se describid
inicialmente como un mutante con una sensibilidad reducida a MeJA en un ensayo
de inhibicidon del crecimiento de la raiz, y con una reduccion en la inducibilidad de
AtVSP ( VEGETATIVE STORAGE PROTEIN ) por MeJA en hojas (Berger et al., 1996).
Nuevos alelos de este mutante se han identificado posteriormente en un escrutinio
de modificadores de la sensibilidad a JA de mutantes ein3 (insensibles a etileno;
Lorenzo et al., 2004). El gen JIN1 se ha identificado mediante clonacidén posicional y
se ha demostrado que codifica un factor transcripcional (AtMYC2) perteneciente a la
familia MYC (Lorenzo et al., 2004). La expresion de AtMYC2 esta regulada por JA y
es dependiente de COI1l. Una vez sintetizada, la proteina AtMYC2 se localiza en el
ndcleo celular, sin que esta ubicacién parezca estar regulada hormonalmente.
Como en el caso de otros mutantes insensibles a JA, el fenotipo de jinl es mas
débil que el de los mutantes coil. Puesto que la mayor parte de los alelos de jinl
identificados hasta el momento parecen ser pérdidas de funciébn completas, el
fenotipo mas débil de estos mutantes sugiere una redundancia funcional con otros
miembros de la familia MYC. De hecho, existen al menos tres proteinas MYC en el
genoma de Arabidopsis que comparten con AtMYC2 un alto grado de similitud en su
secuencia aminoacidica. Una mutacion dominante en una de estas proteinas ( atr2D
; Smolen et al., 2002) provoca en la planta fenotipos relacionados con los de jinl ,
lo que apoya esta hipdtesis de la redundancia funcional.

No todos los procesos regulados por COI1l estan alterados en jinl . Por ejemplo, la
fertilidad masculina, que es un caracter regulado por JA vy defectivo en coil (Feys
et al., 1994; Turner et al., 2002), no esta afectado en los alelos de jinl . AtMYC2,
por tanto, solo regula un subconjunto de las respuestas a JA dependientes de COI1,
lo que sugiere que AtMYC2 actue por debajo de COI1 en la ruta de transduccién de
sefal de JA.
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Al igual que en el caso de COI1, la funcion de AtMYC2 esta conservada en otras
especies puesto que recientemente se han identificado ortélogos de esta proteina
en solanaceas (Boter et al., 2004)

Ademas de los nuevos alelos de jinl , en el mismo escrutinio de modificadores de la
sensibilidad a JA de mutantes insensibles a ET, se obtuvieron dos nuevos mutantes
insensibles a JA, denominados jai3 y jai4 (Lorenzo et al., 2004). jai3 es un mutante
dominante cuya caracterizacion esta en curso (Lorenzo y Solano, sin publicar),
mientras que jai4 es una mutacidn recesiva en el gen SGT1lb (ver mas abajo;
Lorenzo y Solano, en preparacion).

El mutante axrl se identific6 originalmente como insensible a auxinas y
recientemente se ha mostrado que también es insensible a JA (Xu et al., 2002;
Tiryaki y Staswick, 2002). AXR1 esta implicado en la regulacion de actividades SCF
ubiquitin-ligasa relacionadas con la sefalizacion de auxinas y de luz (Del Pozo y
Estelle 1999; Feng et al., 2003), lo que también apoya la implicacién de este tipo
de enzimas en la sefalizacion de JA.

La MAP kinasa MPK4 es necesaria para la inducciéon de los genes defensina ( PDF1.2
) y tionina ( THI2.1 ) por MeJA, y el mutante mpk4 expresa constitutivamente
genes de defensa ( PR s) regulados por &cido salicilico (SA), lo que sugiere que
MPK4 regula la interaccién entre las rutas de activacion de defensas mediadas por
SA y JA (Petersen et al., 2000).

Entre los mutantes con una respuesta constitutiva o aumentada a JA estan cevl ,
cexl , cetl/9 y joel/2 . cevl ( constitutive expression of vspl ; Ellis y Turner,
2001) y cex1 ( constant expression of JA-inducible genes ; Xu et al., 2001), tienen
un crecimiento reducido tanto de la raiz como de la parte aérea de la planta, similar
al fenotipo de plantas WT crecidas en medios con JA. Ademas, ambos mutantes
tienen una expresion constitutiva de varios genes regulados por JA. cexl parece
actuar por debajo de coil en la ruta de sefalizacidon de JA puesto que su fenotipo es
epistatico de éste (Xu et al., 2001). cevl , sin embargo, actla por encima de coil .
De hecho, se ha demostrado que su fenotipo es debido a un incremento en la
produccion de JA y etileno que puede ser suprimido por mutaciones que afectan a
estas rutas de sefalizacion ( coil y etrl ). CEV1 se ha identificado por clonacion
posicional y codifica un a celulosa si ntasa, lo que indica la importancia de la pared
celular en la sefalizacion frente a estrés (Ellis et al., 2002).

Los mutantes cet representan al menos 5 loci diferentes identificados en un
escrutinio basado en la expresidon constitutiva del gen de resistencia al herbicida
glifosato dirigida por el promotor de tionina (Hilpert et al., 2001). Mientras que
algunos de estos mutantes muestran niveles elevados de JA, otros tienen niveles
normales, lo que suguiere que deben poseer una sensibilidad aumentada a JA.

joel y joe2 fueron aislados como mutantes con una expresiéon aumentada del
reportador luciferasa cuya expresion estaba dirigida por el promotor de LOX2
(regulado por JA; Jensen et al., 2002). Ambos deben actuar por encima de COI1
puesto que el fenotipo de éste es epistatico del de los primeros, y se ha sugerido
que joe2 podria ser alélico de cevl (Jensen et al., 2002).



biojournal.net ndamero 1 / febrero 2005

Recientemente, se ha descrito un nuevo mutante, cosl ( coilsuppressorl ),
identificado a partir de un escrutinio de mutaciones supresoras del fenotipo de coil
(Xiao et al., 2004). cosl restaura la capacidad de mutantes coil de responder a JA
en diversos procesos regulados por esta hormona como son el crecimiento de la
raiz, la senescencia y la defensa. La identificacion de cosl como una lumazina
sintasa, sefiala a la ruta de la riboflavina como un modulador de la sefializacién de

JA.

Tabla 1.- Fenotipo de mutantes descritos en la sefializaciéon de JA en Arabidopsis
thaliana .

Mutante Identificacion/Fenotipo Referencia

Insensibles

coil Insensibilidad a coronatina en Feys et al., 1994; Xie et al.,
inhibicién del crecimiento de raiz y 1998
acumulacion de antocianinas.

jarl/jin4 Insensibilidad a MeJA en inhibicién Staswick et al., 1992;
del crecimiento de raiz. Berger et al., 1996

jinl Insensibilidad a JA en inhibicion del Berger et al., 1996; Lorenzo
crecimiento de raiz . et al., 2004

jai3 Insensibilidad a JA en inhibicion del Lorenzo et al., 2004

crecimiento de raiz en fondo ein3.

jai4 Insensibilidad a JA en inhibicion del Lorenzo et al., 2004
crecimiento de raiz en fondo ein3.

mpk4 Alteracion en la expresion de genes Petersen et al., 2000
de respuesta a JA y SA.

axrl Insensibilidad a auxinas y JA en la Xu et al., 2002; Tiryaki y
inhibicién del crecimiento de raiz.  Staswick, 2002

juel, jue2 y jue3 Expresion reducida de pLOX2:LUC Jensen et al., 2002
Constitutivos

cetl/9 Expresion constitutiva de Hilpert et al., 2001
pTHI2.1:BAR.

cevl Expresion constitutiva de Ellis y Turner, 2001
pVSP1:LUC .

cexl Expresion constitutiva de genes de Xu et al., 2001

respuesta a JA, e inhibicion del
crecimiento de raiz.

joel Expresion aumentada de Jensen et al., 2002
pLOX2:LUC vy acumulacién de
antocianinas.

joe2 Expresion aumentada de Jensen et al., 2002
pLOX2:LUC vy disminucién en la
inhibicién del crecimiento de raiz.

Otros

cosl Supresor de coil . Xiao et al., 2004
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Ademas de los escrutinios de mutantes de pérdida (o reduccién) de funcién,
experimentos de ganancia de funcidon también han contribuido a la elucidacion de
los componentes de la ruta de sefializacién de JA. Este tipo de experimentos ha
permitido demostrar la implicacion de dos factores transcripcionales de la familia
ERF (ORCA3 y ERF1; van der Fits y Memelink, 2000; Lorenzo et al., 2003) en la
activacion de genes regulados por JA en Cataranthus y Arabidopsis,
respectivamente.

INTERACCIONES DE LA SENALIZACION DEL JA CON LA DE
OTRAS HORMONAS.

Los jasmonatos, al igual que cualquier otra hormona, no participan de forma
aislada en la activacibn de los procesos que regulan, sino que lo hacen
interaccionando con otras moléculas sefializadoras. Se ha descrito un amplio
numero de interacciones entre los JAs y otras rutas de sefializacion hormonal como
las de ET, SA, auxinas o ABA (Turner et al., 2002; Rojo et al., 2003), de las que a
continuacion describiremos algunos ejemplos:

Interaccion con etileno (ET).

El JA y el ET cooperan o antagonizan en la regulaciéon de diferentes respuestas a
estrés, incluyendo la defensa frente a patdgenos, heridas (mecanicas o bidticas),
exposicién a ozono y desarrollo exagerado de la curvatura apical (I hookl ) del
hipocotilo (Turner et al., 2002; Rojo et al., 2003). La seleccién de la respuesta mas
adecuada a cada uno de estos estimulos esta determinada en parte por la
interaccion, positiva 0 negativa, que se establece entre estas dos rutas de
sefalizacion. En el caso de patdégenos necrotrofos, por ejemplo, ambas hormonas
(ET y JA) sinergizan en la activacion de la expresion de genes de defensa (Xu et al.,
1994; Penninckx et al., 1998), y los mutantes afectados en la sintesis o
sefalizacion de cualquiera de estas dos hormonas son incapaces de inducir estas
respuestas de defensa y son mas susceptibles al ataque de los patégenos (Knoester
et al., 1998; Vijayan et al., 1998; Staswick et al., 1998; Thomma et al., 1998;
1999). Sin embargo, en respuesta a heridas provocadas por fit6fagos o dafo
mecanico estas dos rutas de sefializacion antagonizan en la activacion de defensas
(Rojo et al., 1999; 2003). Aunque actualmente los mecanismos moleculares que
subyacen a estas interacciones son poco conocidos, la identificacion de nuevos
componentes de estas rutas, como ERFl1 y AtMYC2, esta facilitando su
comprension.

ERF1 (Ethylene-Response-Factorl) es un elemento clave en la activacion de los
mecanismos de defensa de la planta frente a patdgenos necrotrofos. Este factor
transcripcional se describié inicialmente en Arabidopsis como un gen de respuesta
inmediata a ET que participa en una cascada de activacion transcripcional de genes
inducibles por esta hormona (Solano et al., 1998). La expresion de ERF1 se induce
tras la infeccién por patégenos necrotrofos (v.g. Botrytis cinerea ) y regula "in vivo"
la expresion de genes de defensa (v.g. PDF1.2 , b-CHI ). La expresion constitutiva
de ERF1 en plantas transgénicas es suficiente para activar la expresion de estos
genes y confiere resistencia frente a diversos hongos necrotrofos, como Botrytis
cinerea y Plectosphaerella cucumerina (Berrocal et al., 2002). Ademas de participar
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en la sefalizacién de ET, ERF1 es también un elemento clave en la respuesta a JA
en Arabidopsis, y se ha demostrado que juega un papel importante en la
integracion de ambas sefiales para la activacion de mecanismos de defensa (Figura
1; Lorenzo et al., 2003). Al igual que en el caso de PDF1.2 (Penninckx et al., 1996;
1998), ERF1 se induce por tratamiento con JA, y esta induccion depende de ET
puesto que no ocurre en mutantes ein2 (insensibles a ET). Asimismo, la induccion
por ET de la expresion de ERF1 depende de JA puesto que no ocurre en mutantes
coil (insensibles a JA). El hecho de que la induccién de la expresion de ERF1
requiera la activacion de las sefiales de ET y JA simultaneamente, explica desde un
punto de vista molecular la cooperacion de las dos sefales en la activacion de los
genes de defensa (regulados por ERF1; Lorenzo et al., 2003).

En Catharanthus roseus se ha descrito un elemento de respuesta a JA y elicitores
(JERE) y dos factores transcripcionales (ORCA2 y ORCA3) capaces de reconocerlo
(Menke et al., 1999; van der Fits y Memelink, 2000). Tanto el JERE como ORCA2 y
ORCA3 son muy similares al sitio de unién a DNA de ERF1 (caja GCC) y a ERF1,
respectivamente. Esto sugiere que los genes ORCA podrian tener en Catharanthus
un papel similar al de ERF1 en Arabidopsis.

AtMYC2, como se describia anteriormente, es un factor transcripcional de tipo
bHLHzip localizado en el nulcleo celular (Lorenzo et al., 2004). Analisis
transcriptomicos de los mutantes jinl , han permitido comprobar que AtMYC2 es un
regulador positivo de la expresiéon de un gran numero de genes de respuesta a
herida, y al mismo tiempo, reprime la expresién de genes de respuesta a
patégenos. Este efecto es antagénico al de ERF1, que regula positivamente la
expresion de genes de respuesta a patodgenos y tiene un efecto negativo en la
expresion de genes de respuesta a herida (Lorenzo et al., 2004; y datos sin
publicar). Esto evidencia la existencia de dos ramas en la ruta de sefializacion de JA
reguladas diferencialmente por AtMYC2 y ERF1, y que explican la interaccion
molecular entre las rutas de ET y JA en la activaciéon de defensas (Figura 1). La
alternativa de la planta para activar el tipo de respuesta adecuada a dos tipos
distintos de estrés (patdgeno y herida) depende sustancialmente de la relacidon que
se establece entre estos dos reguladores transcripcionales.
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Figura 1.- Representacion esquematica de la activacién de respuestas a patégenos
y herida en Arabidopsis dependientes de AtMYC2 y ERF1. Diferentes tipos de estrés,
como la herida (mecanica o bidtica) o la infeccion por patégenos necrotrofos,
inducen la sintesis y posterior activacion de las rutas de ET y JA. El JA por si solo
induce la expresion de AtMYC2 que es el responsable de la activacion de genes de
respuesta a herida y de la represién de genes de respuesta a patégenos. Por otra
parte, la cooperacién de las sefializaciones de ET y JA a través de la induccién
transcripcional de ERF1 da lugar a la activaciéon de genes de respuesta a patdégenos
y a la represion de genes de respuesta a herida (Lorenzo et al., 2003; 2004).

Interaccidén con acido abscisico (ABA).

Un gran ndmero de procesos fisioldgicos y del desarrollo estan influenciados por
este [ crosstalkl . En particular, el JA inhibe la germinacién en varias especies y
tiene un efecto sinérgico con el ABA en este proceso en Arabidopsis (Wilen et al.,
1991; Staswick et al., 1992; Ellis y Turner, 2002).

El estudio de las respuestas a herida en especies solanaceas ha revelado muchos
de los mecanismos moleculares que participan en su sefializacién. Asi, se ha
observado la implicacion del ABA, aunque su papel presenta algunas controversias.
Se requiere percepcion de ABA para la induccidon por herida de los genes PIN
(Carrera y Prat, 1998), pero puede no ser una sefial primaria para la percepcién del
dafio mecéanico (Birkenmeier y Ryan, 1998).

AtMYC2 fue aislado inicialmente como un factor de respuesta a ABA (RD22BP1) que
regula la expresion del gen RD22 (Abe et al., 1997; 2003). El descubrimiento de
que el mutante jinl esta afectado en este gen (AtMYC2) abre nuevas vias en el
estudio de esta interacciéon. Ambas hormonas, ABA y JA, inducen la expresiéon de
AtMYC2 (Lorenzo et al., 2004) y ésta induccidén depende de COI1l en ambos casos,
lo que indica que la activacién de AtMYC2 por ABA ha de estar mediada por la
sefalizacion de JA, como ya se ha descrito en las respuestas a herida, donde el ABA
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induce tanto la sintesis como la sefalizacién de JA (Hildmann et al., 1992; Pefa-
Cortes et al., 1995; Leon et al., 2001).

También se han descrito interacciones negativas entre las sefalizaciones de ABA y
JA, como ejemplifican la hipersensibilidad de los mutantes coil-16 y jarl a la
germinacion en presencia de bajas concentraciones de ABA (Staswick et al., 1992;
Ellis y Turner, 2002).

Interaccion con acido salicilico (SA).

Entre las interacciones descritas para las rutas de sefializacién de SA y JA/ET en la
induccion de las respuestas de defensa tras la infeccibn por un patdégeno, se
encuentran ejemplos tanto de antagonismo como de cooperacion. Las plantas han
desarrollado diversos mecanismos de regulaciéon para ajustar de una forma mas
precisa las respuestas a diferentes tipos de patdgenos. Entre las interacciones
antagonistas que se han descrito se ha mostrado que el SA inhibe la sintesis y
activacion de genes de respuesta a JA en la respuesta a herida en tomate y patata
(Doares et al., 1995; Harms et al., 1998; Niki et al., 1998; O" donnell et al., 1996).
De una forma opuesta, el tratamiento con JA inhibe la expresion mediada por SA de
algunos genes PR (Niki et al., 1998). Ademas, mutantes que se encuentran
afectados tanto en la acumulacibn como en la respuesta a SA muestran una
expresion elevada de genes regulados por ET/JA, que en ocasiones ha sido
revertida por la adicibn de un inductor de la sefalizacibn de SA como es el acido
isonicotinico. En el contexto de la muerte celular inducida por ozono, el SA actla a
nivel de la muerte celular dependiente de superdxido que es mitigada por la accion
de JA. Estos ejemplos de interacciones antagonistas a nivel molecular también
deben operar in vivo en la resistencia a un patégeno en particular, como se resalta
en la reducida tolerancia a Pseudomonas syringae de las plantas transgénicas que
sobre-expresan ERF1, indicando que la sobre-activacion de la sefializacién de ET/JA
mediada por ERF1 puede tener un efecto negativo en la tolerancia a P. syringae
(dependiente de SA; Berrocal et al., 2002).

Por otro lado, también existen ejemplos de cooperacidon en la expresion de genes
de defensa entre las rutas dependientes de SA y de ET/JA, como lo demuestra la
implicacion de ambas rutas en la resistencia de Arabidopsis a P. cucumerina
(Berrocal et al., 2002), P. syringae y Peronospora parasitica (Clarke et al., 2000).
Asimismo, el analisis transcriptomico de plantas infectadas con Alternaria
brassicicola o tratadas con SA, JA o ET ha puesto de manifiesto que el efecto de
estas fitohormonas mas bien solapa que antagoniza en la activaciéon de defensas
frente a A. brassicicola (Schenk et al., 2000).

Aunque existen numerosos ejemplos sobre interacciones entre SA y JA en la
sefializacion de los mecanismos de defensa, aun faltan por elucidar los
componentes implicados y la forma en que estas interacciones se llevan a cabo. En
este sentido, se ha identificado en tabaco la protein kinasa WIPK (Seo et al., 1995),
cuya expresion se requiere para la biosintesis de JA inducida por herida. Mediante
plantas transgénicas que suprimen su expresion y tras un tratamiento de herida,
estas plantas acumulan SA y transcritos del gen PR1 , indicando que la supresion
en la sefializacion de JA permite la induccion por herida de la ruta de SA. También,
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la sobre-expresion de WIPK produce la acumulacién de JA y del gen PIN2 (Seo et
al., 1999).

Del mismo modo, se ha demostrado en Arabidopsis que el factor de transcripcién
especifico de plantas, WRKY70, puede explicar a nivel molecular el antagonismo
entre las rutas de sefializaciéon de defensas mediadas por SA y JA (Li et al., 2004).
Su expresion es activada por SA de una forma independiente de NPR1 y reprimida
por JA. La sobre-expresion constitutiva de este factor aumenta la resistencia a
patégenos virulentos y provoca a su vez la expresion constitutiva de genes
relacionados con la patogénesis inducida por SA. Por otro lado, la supresién por
antisentido de WRKY70 activa los genes de respuesta a JA dependientes de COI1.
Todos estos datos sugieren el papel de WRKY70 como activador de los genes
inducidos por SA y represor de los genes de respuesta a JA, integrando las sefales
de ambas rutas antagonistas.

Finalmente, la MAP kinasa MPK4 representaria el ejemplo contrario a WRKY70.
MPK4 es necesaria para la expresion génica en respuesta a JA (Petersen et al.,
2000). En el mutante mpk4 las dos rutas mayoritarias de defensa en plantas se ven
afectadas de una forma opuesta: las defensas dependientes de SA estan
constitutivamente activadas debido a los niveles elevados de SA que presenta, asi
como la resistencia sistémica adquirida (SAR) y el gen de defensa PR1 , mientras
que la induccion de genes de defensa dependientes de JA estad blogueada. Estos
resultados indican que la cascada de MPK4 puede suprimir simultineamente la
biosintesis de SA y promover la percepcién/respuesta a JA necesaria para inducir
genes como PDF1.2 y THI2.1 .

Interacciones mediadas por el proteosoma: Auxinas, patégenos y
luz.

La degradacion de proteinas es un importante mecanismo de regulacion en los
procesos celulares. El equilibrio entre la sintesis y la degradacién de un enzima, es
decir el I turnoverll proteico, juega un importante papel en el desarrollo.

La existencia de sistemas o estructuras especificas para que este proceso tenga
lugar, demuestran que la degradacion de proteinas constituye una funciéon tan
importante en la célula como lo es su sintesis. Ademas de los organulos
especializados en la degradacién de proteinas, como son los lisosomas o las
vacuolas en plantas, existe el proteosoma 26S implicado en la degradacién de
proteinas especificas dentro de la célula (Rechsteiner et al., 1993). En las células
vegetales, que en general poseen tasas de divisibn menores que otros organismos
eucarioticos, la degradacién controlada de proteinas por el proteosoma 26S juega
un importante papel en la regulacion de la actividad génica. En una célula
eucaridtica se calcula que mas del 90% de las proteinas de vida corta son
degradadas por este sistema (Lam, 1997).

El proteosoma 26S puede definirse como un complejo enziméatico que degrada
proteinas ubiquitinadas en un proceso dependiente de ATP. El complejo se divide en
dos particulas, el proteosoma 20S que contiene los lugares activos de proteolisis y
la particula reguladora 19S compuesta de varias subunidades designada como RPT
(regulatory particle triple A-ATPase) (Finley et al., 1998). La degradacion de los
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sustratos especificos esta precedida por un mecanismo de ubiquitinacién que tiene
lugar por la formacion de un enlace covalente, dependiente de ATP, entre la
proteina y un péptido muy conservado de 76 aminoéacidos llamado ubiquitina. Este
proceso requiere la actividad de la enzima activadora de ubiquitina E1, de la enzima
conjugadora de ubiquitina E2 y finalmente una ubiquitin-ligasa E3. La ligasa E3 del
tipo SCF forma a su vez el denominado complejo SCF, junto con las proteinas culina
y RBX1, que puede asociarse con distintas combinaciones de proteinas SKP1 y F-
box que funcionan como receptores de los sustratos a degradar (Figura 2). En
Arabidopsis existen mas de 700 proteinas F-box distintas (Risseeuw et al., 2003),
muchas mas que en otros organismos complejos similares de diferentes reinos, lo
que pone de manifiesto la importancia que juega la regulacion de la degradacion de
proteinas en la sefalizacién de plantas.

(@) (b)

Ub

E2

TRENDS in Plan! Science

Figura 2.- Pasos fundamentales en la ruta de ubiquitinacion de proteinas sustrato
dependiente de ligasas E3 de tipo SCF para su degradaciéon por el proteosoma 26S.
(a) La ubiquitina (Ub) se une por un enlace tioéster a la enzima activadora de
ubiquitina (E1). Después es transferida a un residuo de cisteina de la enzima
conjugadora de ubiquitina (E2). (b) La ubiquitin-ligasa E3 de tipo SCF (Skpl,
culina, F-box y Rbx1) cataliza la transferencia de ubiquitina desde E2 hasta un
residuo de lisina en la proteina sustrato. Finalmente, la formacion de cadenas de
poliubiquitina en la proteina sustrato la dirigen a su degradacién por el proteosoma
268S.
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Interaccion con auxinas.

Algunos mutantes afectados en la sefializaciéon de auxinas, como axrl ( auxin
resistantl ), también tienen alterada la respuesta a JA. De hecho, el alelo axrl-24
se identific6 en un escrutinio de mutantes alterados en la respuesta de inhibicién
del crecimiento de la raiz por JA (Xu et al., 2002; Tiryaki y Staswick, 2002). AXR1
es un regulador positivo de las respuestas a auxinas que modula la actividad del
complejo SCF TIR1 a través de la modificacion de culina (Schwechheimer et al.,
2002). Puesto que esta proteina, culina, es un componente general de todos los
complejos SCF, se supone que en este caso el efecto pleiotropico de esta mutacion
se debe a que AXR1 también actlue sobre complejos SCF COI1 .

De una forma similar, en nuestro laboratorio hemos identificado la mutacion jai4 (
jasmonic acid insensitive4 ) en un escrutinio de mutantes modificadores de la
sensibilidad a JA de mutantes ein3 . El gen JAl4 codifica la proteina SGT1b (Lorenzo
y Solano, en preparacion). En levaduras, un homodlogo de SGT1b interacciona con
componentes de complejos SCF, por lo que se ha sugerido que tenga un papel en la
regulacion de la degradacion de proteinas por el proteosoma (Kitagawa et al.,
1999). SGT1b también se ha descrito como un regulador esencial de la respuesta a
patégenos biotrofos, lo que ha implicado al proteosoma en la regulacién de esta
respuesta (Austin et al., 2002; Azevedo et al., 2002). Hemos comprobado que
ademas de ser esencial para la respuesta a JA también lo es para la resistencia a
patégenos necrotrofos y para la respuesta a auxinas, que son procesos regulados
por ubiquitinacidon (Lorenzo y Solano, en preparacion; Gray et al., 2003). SGT1b,
por tanto, explica el [ crosstalkl entre estas rutas de sefializacion mencionadas
puesto que participa en un proceso de regulacibn comun a todas ellas: la
degradacién de proteinas por ubiquitinacién.

Interaccion con la luz.

Uno de los procesos mejor estudiados donde la degradacion de proteinas
especificas por el proteosoma juega un papel fundamental en el desarrollo son las
respuestas fotomorfogenéticas. La implicacion de los complejos SCF y el
signalosoma COP9 (CSN) en este proceso se ha llevado a cabo mediante estudios
genéticos y moleculares donde se ha observado que el CSN junto con COP1
(ubiquitin-ligasa E3) y COP10 (E2) controlan la fotomorfogénesis a través de la
degradacién dependiente de la luz de los factores de transcripcion HY5 y HYH
(Kwok et al., 1996; Holm et al., 2002).

Ademas de COP1, el signalosoma interacciona con ligasas E3 del tipo SCF como SCF
TIR1 y SCF COI1 que median las respuestas a auxinas y acido jasmonico,
respectivamente (Schwechheimer et al., 2002). Plantas transgénicas con una
funcién reducida de dicho complejo son menos sensibles que el WT a JA en la
inhibicién del crecimiento radicular y en la induccién de la expresion de genes de
respuesta a JA, como VSP , lo que sugiere la participacion del signalosoma en la
regulacion de la sefializacion de JA (Feng col., 2003).

12
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