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RESUMEN 

Las p 'antas perciben cambios en el ambiente luminoso mediante tres grupos de 

fotorreceptores: los fitocromos, una familia de fotorreceptores que absorben 

principalmente luz Roja ( R ) y luz Rojo Lejana ( RL), los criptocromos que absorben luz 

azul y UV-A y los fotorreceptores de radiación UV-B. 

Estos sistemas de fotorreceptores, una vez exitados por la longitud de onda ( A ) 

adecuada, inducen respuestas fotomorfogénicas cruciales para la adaptación de la 

planta a su medio. 

El propósito de este trabajo fue investigar si los fitocromos y un fotorreceptor de 

luz azul ( HY 4 ) actúan en forma interdependiente durante la fotomorfogénesis de 

Arabidopsis thaliana (L.) Hyenh y de existir dicha interacción, qué fitocromos están 

involucrados en la misma. 

Se realizaron experimentos comparando plantas de genotipo salvaje ( WT ), 

mutantes de fitocromo ( phyA y phyB ) y un mutante de fotorreceptor de luz azul 

( hy4). Las dos respuestas fotomorfogénicas estudiadas fueron el alargamiento del 

hipocótile y la apertura de los cotiledones de plantas etioladas. Estas plantas fueron 

expuestas diariamente a tres horas de azul terminadas con un pulso de R o RL. En las 

plantas WT y mutantes phyA, el tratamiento con luz azul seguido por un pulso de R 

inhibió el alargamiento del hipocótile y promovió la apertura de los cotiledones. Los 

efectos del azul fueron reducidos si la exposición al azul era seguido por un pulso de 

RL, que lleva el fitocromo a su forma inactiva (Pr). En las plantas WT no expuestas al 

azul, tuvieron poco efecto los pulsos de R versus los de RL y sólo se obtuvieron 
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respuestas máximas cuando las plantas estuvieron expuestas tanto a la luz azul como 

al p so de R que establece la forma activa del fitocromo ( Pfr ) en el período 

su:>se=uente de oscuridad. Las respuestas al azul y a los pulsos de R versus RL fueron 

defici3ntes en los mutantes phyB y hy4. 

Les tratamientos con luz azul también fueron efectivos en plantas expuestas a un 

fo1dc de luz naranja que satura las respuestas mediadas por el fitocromo. La luz azul, 

absoro"do por un fotorreceptor específico ( no por los fitocromos ) requiere del 

fitocrorno B para desarrollar todo su efecto. Los resultados obtenidos indicar. que 

e>c is te c oacción entre el fitocromo B y el criptocromo ( HY 4 ) . No se observó sinergismo 

al;Juro entre el fitocromo A (activado por Rlc o pulsos de RL) y HY 4. 



INTRODUCCIÓN 

1.1 ADAPTACIÓN DEL CREC IMIENTO Y DESARROLLO DE LAS PLANTAS AL AMBIENTE 

LUMÍNICO 

Cuando los animales experimentan condiciones desfavorables ( falta de alimento o 

agua, competidores, etc .) pueden movilizarse en búsqueda de un ambiente menos 

hostil. Las plantas deben permanecer donde se han establecido, aún cuando las 

cond iciones no sean m uy favorables, pero pueden adaptar con gran plasticidad su 

crecimiento, desarrollo y morfología al ambiente que las rodea. Para esto es 

fund amental percibir señales ambientales. La luz, es uno de los factores ambientales 

más complejos y variables al cual están expuestas las plantas. No sólo es fuente de 

energía oara fotosintetizar, sino también porta información sobre diversos cambios en 

el a m biente potencialmente c ruciales para el futuro de la planta. 

Paro poder percibir estas señales luminosas, las plantas poseen sistemas 

rece~tor2s de luz muy precisos. Es así, que cambios en la duración, intensidad, 

direc ción y calidad de luz que llegan a una planta pueden ser utilizados como 

información acerca de la época del año ( fotoperíodo), presencia de plantas 

competidoras, posición dertro de un canopeo, etc. ( Bollaré y col. , 1987; Casal y 

Smith 1989 ) . 



La percepción de estas señales lumínicas pueden conducir a modificaciones en 

el patrón de desarrol lo y c recimiento de la planta, es decir pueden inducir resp estas 

fotomorfo9énicas. 

Las ~eñales luminosa~ son percibidas por tres grupos de fotorreceptores: 

1) Fitocromos, que absorben principalmente R ( 600-700 nm ) y R lejana 

nm) 

( 700 - 800 

2) Fotorrec:eptores de luz. azul o Criptocromos, que absorben luz azul y UV-A ( 320 -

450 nm) r 

3) Fotorreceptores d e rad i::::l c ión UV-B ( 280 - 320 nm). 

De estos fotorreceptores, el mejor caracterizado bioquímica y fisiológicamente es el 

fitocromc. 
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1.2 FITOCROMOS 

DisTibución y Ubicación: 

Lo~ fitocromos son una f:Jmilia de fotorreceptores ampliamente distribuidos en el reino 

ve!;;¡etal. Se los en::uentrn en musgos, helechos, gimnospermas, angiospermas, y en 

alg unos hongos ( Mcnachere, 1994 ).En plantas etioladas, los fitocromos están 

presentes principclmen e en células jóvenes de expansión rápida de casi todos los 

órganos de una planta. incluso en raíz. A nivel subcelular se localizan en el citosol 

co110 proteínas scluble~ ( Pratt, 1994 ). 

Est-uctura y tipos ce fitocromos 

Los fitocromos son cronoproteínas formados básicamente por un grupo cromóforo, 

lla -nado fitocronobilina, nido covalentemente a una apoproteína de 

ap-oximadamen e 120-130 kDa. Este polipéptido está plegado, formando dos 

dcminios pri cipales. El ::fominio N-terminal de 70 kDa, que porta el grupo cromóforo y 

esfá más expuesto en lo forma Pr, y el dominio e -terminal de 55 kDa, más expuesto 

en la forma Pfr que irteractuaría con componentes celulares involucrados en la 

transducción de la ser al luminosa ( Elich y Chory, 1994 ) . En Arabídopsís fhalíana, 

ex:Sten cinco genes que codifican para distintas apoproteinas, dando origen a cinco 

fitocromos d iferentes: fi -ocromo A, B, C, D y E ( Sharrock y Quail, 1989; Clack y col., 

19 ~4 ). En tomate exist"'m más de cinco genes que codifican para fitocromo, de los 

cooles uno de ellos codificaría para un fitocromo bastante diferente a los 
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caracterizacos hasta e mc·mento, es decir distintos de los fitocromos A, B, C, D y E de 

Arabidopsis ( Condonnier - Pratt y col., 1994 ) . 

El gru¡:::-o cromóforo es sintetizado a partir del ácido 5-aminolevúlico ( ALA ), 

dando origen mediante nvmerosos pasos enzimáticos a un tetrapirrol lineal. Este grupo 

prostético e~ el encarg~dc de absorber la luz que llega a la molécula de fitocromo y 

sería común a los distintos fitocromos conocidos ( Rüdiger y Thümrnler, 1994). 

Características espectr:J les y formas del fitocromo: 

Los fitocromos existen en dos formas interconvertibles, una de color azul llamado Pr y 

otra de color verdoso lla11ada Pfr. A nivel del cromóforo, estas formas difieren en la 

isomerizació-1 del doble enlace del C 15 entre el anillo C y D del tetrapirrol ( Rüdiger y 

Thümrnler, 1994). Esta i~omerización diferencial lleva a que sus espectros de absorción 

sean diferertes ( Fig . 1 ). El Pr absorbe principalmente luz entre 600-700 nm con un 

máximo en 660 nm ( Rojo: R ) , pasando a la forma Pfr, ( forma activa del fitocromo ), 

cuya absorción ocurre ent-e 700-800 nm, con un máximo en 730 nm (Rojo Lejano: RL). 

Al absorber esta luz, ~ Pfr se reconvierte en Pr ( Kendrick y Kronenberg, 1986). Los 

fitocromos pueden percibir cambios en la calidad de luz mediante la percepción de 

cambios en la relaciór R/~: L del ambiente, que modifica el fotoequilibrio, es decir la 

relación 0= Pfr/Fitocromo total. El fotoequilibrio máximo que se puede alcanzar 

irradiando c::in R es de aproximadamente 0=0.87 ( Mancinelli, 1994 ) . No se pueden 

alcanzar vabres de 0 más cercanos a 1, ya que los espectros de absorción del Pr y Pfr 

están superpuestos, enlonces al iluminar con R es absorbida principalmente por el Pr 

que pasa a Pfr, pero este Pfr formado también absorbe algo de R volviendo a la 
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forma Pr. Esto lleva a q_;e nunca se pueda transformar todo el Pr en Pfr. Cabe 

destacar que el F'r y e Ffr absorben también luz azul y UV. Aunque estas luces no son 

tan eficientes en a inc u,:;ción de respuestas mediadas por fitocromo como el R y RL. 

Los fitocromos sen sin-e -i:z:Jdos en su forma inactiva Pr, como dímero ( Bowler y Chua, 

1994). Al percibí- R se modifica la isomerización del cromóforo provocando un 

cambio en la c:>nforrra ::::: ión de la apoproteina. Esta variación en la estructura, 

conduce a una mo:ifk:ación de las interacciones con otros componentes celulares 

(aún desconocidos ) ín vOlucrados en la transducción de las señales percibidas por los 

fitocromos. Estm :::a -nJios llevan a diversas respuestas fotomorfogénicas, 

frecuentemente -nedbd as por modificaciones en la expresión génica (Li y col., 1994). 

La información preseíle se resume en el esquema de la Fig. 2. 

Respuestas inducida~ :Jor Rlc 

Según lo expuesb en esta Fig. 2 sólo se inducirán respuestas fisiológicas vía fitocromo 

cuando las planb s se :::m i um inadas con R, y no cuando sean iluminadas con RL. 

Existen dos exce¡:::cones muy importantes en las cuales el RL induce respuestas 

fisiológicas 1ía fitocrc '10: 

a) Las planias eliciadas y las semillas suelen responder a muy bajas irradiancias 

tanto de R como de R_, debido a que con las pequeñas cantidades de Pfr que se 

forman aún con: RL =erícn suficientes para desencadenar determinadas respuestas 

fisiológicas. Este tipo ::le -espuestas no son R/RL reversibles ya que ambas luces son 

inductoras ( este tipo de respuestas se denominan respuestas a muy bajos flujos ). 
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b) La otra excepción son las llamadas respuestas a altas irrad!ancias ( del inglés 

HIR ). que son inducidas en ¡:!antas etioladas por altas irradiancias de RL continuo 

( RLc). Por ejemplo la in1il:::ició1 del alargamiento del hipocótile de plantas etioladas 

de Arabidopsis fhalia,7c tar11:jén es inducida al irradiarlas con RLc. Dado que el 

mu-ante phyA piErce las respuestas HIR y que plantas transgénicas que 

sob-eexpresan fitocromo A fienen mayor sensibilidad al RLc ( Parks y Quail, 1993 ) se 

concluyó que este fi ocrono estaría involucrado en mediar las respuestas HIR al Rlc. 

Aún no se ha esclared:fo c ó -no actúa este fitocromo para mediar este modo de 

acci::Sn, pero se sabe que la disponibilidad de Pfr no alcanza para explicar 

cuantitativamente estos efectos. Otro aspecto del sistema del fitocromo ( además del 

Pfr : ::lebe ser activo. 

R0Je3 y propiedades de os d·st ntos fitocromos: 

A lo largo del ciclo de v d a de las plantas los fitocromos regulan importantes procesos 

tales: como la germhcci6n de semillas ( Casal y col., 1991 ), la des-etiolación de 

pla 1tas previamente culfv:::icas en oscuridad ( inhibición de la elongación del 

hipo=ótile, la apertur::i de 103 cotiledones, el desarrollo de cloroplastos, etc.) el 

desarrollo de hojas, la induccién de la floración, etc. ( Reed y col., 1993 ). 

La e:<istencia de cincc genes en Arabidopsis que codifican para fitocromos diferentes, 

sugiere que cada fi ocrono podría tener un rol fisiológico específico, percibiendo 

señ~les lumínicas d iferentes yh produciendo distintas respuestas o bien actuando en 

dist rtas etapas de uno mi~ma respuesta fisiológica (Smith y Whitelam, 1990; Whitelam 

y H::rberd, 1994). Esta hípétesi: fue probada en sus aspectos más generales para los 
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fitocromos A y B. nediante el um de plantas mutantes y transgénicas que no tienen o 

sobreexpre:an flccromo A o B. respectivamente. Así por ejemplo, la germinación y 

des-etiolaci8.n en ::imbientes ric::>s en RL (canopeos muy densos ) están mediadas por 

el fitocromo A. mientras que el fitocromo B no es importante en esta respuesta ( 

Yanovsky, Casal y Whitelam, 1 ?95; Botto, Sánchez, Whitelam y Casal 1996 ). Por otra 

parte, las re spue:. as a las ba as relaciones R/RL causada por plantas vecinas en 

plantas dE~-et iola.:::las ( cultivadas en luz } son mediadas por el fitocromo B (Bailaré, 

Casal y Kerdrick, 1991 ; Whitelam y Smith 1991 ; Yanovsky y col., 1995). El fitocromo A 

es muy abrndan-e en plantas. etioladas y es inestable en su forma activa (Pfr), en 

cambio el ~ i -ocromo B es más estable en la forma activa por lo cual puede c umplir 

roles impodantes en plantas des-etioladas( Smith 1994 ). Los niveles de fitocromo Ben 

su forma cdiva (F'fr), son importantes en la regulación de la germinación de semillas, 

ya que pu::::den permanecer como Pfr durante largos períodos sin volver a la forma Pr 

o sin ser d =struidc, aún cuando las semillas estén poco hidratadas. ( Salisbury y Ross 

1992 ). 

Oebid:J a la :iusencia de mutantes específicos para los fitocromos C, O o E no se 

sabe casi nada ccerca de su s: roles fisiológicos. Sólo se conoce que el fitocromo C 

sería del ti¡;x: estab le al igual q ue el fitocromo B ( Quail. 1994 ). 
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1.3 CRIPTOCROMOS 

Distribución y tipos de criptocromos: 

Son fotorreceptores que absorben en la región del espectro del UV-A ( 320 - 400 nm ) 

y el azul ( 400 - 500 nm ). Están ampliamente distribuidos en el reino vegetal, 

encontrándose en algas unicelulares y pluricelulares, musgos, helechos, 

gimnospermas y angiospermas. También están ampliamente distribuidos en el reino 

fungi, donde se ha estudiado su función en Phycomyces, Neurospora crassa, Pteris 

víffafa, etc. Si bien aún no se conoce toda la familia de los fotorreceptores de azul, se 

sabe que se diferencia de la familia de los fitocromos, ya que esta última está 

formada por fotorreceptores estructuralmente similares ( todos poseen el mismo 

c romóforo y varían parcialmente en la secuencia de aminoácidos de sus 

apoproteínas) en cambio los criptocromos son más heterogéneos, ya que existen 

fotorreceptores de azul de estructura muy diferentes. 

Uno de ellos, por ejemplo ha sido caracterizado recientemente por el grupo de 

Briggs y está asociado a la membrana plasmática. Está involucrado en mediar las 

respuestas fototrópicas de las plantas debido a un estímulo direccional de la luz. 

Otro criptocromo que ha sido caracterizado es el HY 4 de Arabídopsís thalíana. 

Los mutantes del locus HY 4 son plantas insensibles a la luz azul para respuestas 

fotomorfogénicas tales como la inhibición del alargamiento del hipocótile, pero no 

perdieron las respuestas fototrópicas inducidas por luz azul. El locus HY 4 codifica para 

una flavoproteína con gran homología a la ADN-fotoliasa bacteriana. Dado que las 

fotoliasas son una clase de flavoproteínas que catolizan reacciones inducidas por luz 
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azul. y considerando la gran similitud con la secuencia del gen HY 4, se piensa que el 

mismo codificaría para un fotorreceptor de luz azul. pero no actuando como 

fotoliasa al mediar la fotomorfogénesis ( Ahmad y Cashmore, 1993, Briggs 1993 ). 

Roles y respuestas mediadas por criptocromos: 

Existe gran variedad de respuestas mediadas por los criptocromos tales como el 

fototropismo, la síntesis de ALA, la síntesis de carotenoides en Neurospora, fototaxis en 

phicomyces, reactivación de la Nitrato reductasa, ( Senger y Schmidt, 1994 ) la 

inhibición del alargamiento de tallos, la expansión foliar y también regula la 

expresión del gen que codifica para la Chalcona sintetasa de Arobídopsís ( Liscum y 

Hangarter, 1994 ). 

Muchas de estas respuestas son controladas también por los fitocromos. Es decir 

que podría existir redundancia de fotorreceptores en la regulación de determinados 

procesos fotomorfogénicos. 

En lo que resta de trabajo, cuando se mencione a un fotorreceptor de luz azul o 

c ip'ocromo se estará haciendo referencia específicamente al producto del gen HY 4, 

que interviene en la regulación de respuestas fotomorfogénicas. 
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1 .4 INTERACCIÓN ENTRE FOTORRECEPTORES 

Les distintos sistemas de fo torreceptores pueden interactuar entre sí para modular 

una mi: -na respuesta fis ológica. En los casos donde las interacciones entre 

fotorreceptores son sinér;;;:¡icas, se alcanzaron respuestas fisiológicas máximas, 

mayore:; a la suma de la acción independiente de cada fotorreceptor. La 

in ""eracc ·ón más estudiada hasta el momento es la existente entre fitocromos y 

fotorreceptores de luz azul. Esta interacción no ocurriría directamente entre los 

fotorreceptores sino entre la cadena de transducción de los mismos. 

Moor ( 1986 ), propum un modelo que explica a nivel general, la interacción 

entre fc·-orreceptores, particularmente entre fitocromos y criptocromos. Según 

este m c delo la forma activa del fitocromo ( Pfr ), sería el que induce las 

respues-·:Js y el criptocromo regularía la magnitud de las respuestas al Pfr. Es 

no 
decir, el criptocromo" actuaría per se ( de forma independiente ), sino 

aumentando la capacidad de respuesta inducida por el Pfr. 

Le regulación de la inhibición del alargamiento del hipocótile, es una de las 

respues-0s fotomorfogénicas más estudiadas en muchas especies, y es 

c o ntrola:::::Ja tanto por fitocromo como por el criptocromo. Fue probado que 

ambos sistemas de fotorreceptores interaccionan en forma sinérgica para 

c o ntrola ,.. el largo del hipocó ile en especies como Sesanum indícum ( Drumm 

Herrel y V\ohr, 1984), Cuc-.Jmís safívus ( Dru mm Herrel y Mohr, 1991; A ttridge y col., 

1 '?84 ) y Pínus sylvesfrís L. (Fembach y Mohr, 1990). Analizando la regulación de 

o -ras re;puestas fotomorfogénicas tales como la síntesis de antocianinas en 
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me3ocótiles de Sorghum vulgare ( Mohr, 1986); y la acumulación de 

Gliceraldehido 3-P Deshidrogenasa en la matriz cloroplástica en hojas de 

Sorghum vulgare ( Oelmüller y Mohr, 1985 ) se observó que también existe co-

acción entre los fitocromos y criptocromos. Estos fotorreceptores también 

interaccionan para regular la expresión génica de la subunidad pequeña de la 

enzima Rubisco en Sorghum vulgare ( Drumm-Herrel y Mohr, 1988 ) . Los resultados 

de estas investigaciones coincidieron nuevamente con el modelo ya propuesto 

por Mohr, ya que la forma activa del fitocromo controla directamente la 

expresión génica mientras que la luz UV-A absorbida por el criptocromo, 

incrementa la sensibilidad de la maquinaria responsable de la producción de la 

subunidad pequeña d e Rubisco al Pfr. 

Si bien todos los ejemplos citados anteriormente en distintas especies 

ap::Jyan el modelo propuesto por Mhor, no se sabía qué criptocromos y qué 

fitccromos estaban involucrados en dicha co-acción. Para esto hacía falta usar 

mutantes específic os para los distintos fitocromos y criptocromos y mediante 

distintos tratamientos lumínicos probar cuales interactúan entre sí. Al estudiar un 

mutante de pepino ( Cucumís sativus) llamado lh deficiente en fitocromo B, se 

observó que no respondían a pulsos de R/Rl suministrados al final del fotoperíodo 

( respuestas de "fin del día '' ) ( López-Juez y col., 1990; Nagatani y col., 1991 ). 

Este tratamiento lumínico induce una de las respuestas típicas mediada por el 

fitocromo B. A diferencia del WT, este mutante no incrementó la tasa de 

alargamiento del hipocótile ante un aumento de la radiación RL ( ya sea 

producida por canopeos muy densos o suministrada artificialmente). Al iluminar 



este mL {ante con luz blcnca con niveles normales o deficientes de radiación 

azul ( lo luz azul normalrrente inhibe el alargamiento del hipocótile al igual que 

la R ) n~ se observaron respuestas como en el WT, respecto de la tasa de 

alargar.1iento del hipocó-ile . El mutante lh conserva las respuestas fototrópicas a 

la dirección de la luz czul a pesar de haber perdido al , menos una de las 

respues1os fotomorfogéni:as a la luz azul ( Bailaré, Casal y Kendrick, 1991). Es 

razona b e pensar que la fa ta de inhibición del hipocótile por luz azul se deba 

únicane nte a la deficiencia en fitocromo B del mutante /h. Esto apoya el 

modelo propuesto por Monr, ya que el criptocromo sólo afectaría el largo del 

hipocófi e interaccionando con la vía del fitocromo y no en forma 

indepencr ente. Según e~os resultados obtenidos en pepino se concluye que el 

fitocromo B interactuaríc con algún fotorreceptor de luz azul desconocido. La 

falta de mutantes específic os ( además del /h ) impide determinar determinar 

qué c-btocromo está involucrado en la co-acción y si otros fitocromos distintos 

del B, también interaccionan con este criptocromo en pepino. 

Cc nsiderando q ue recientemente se obtuvieron en Arabídopsís mutantes 

espedfic:os para el criptocromo HY 4 y para el fitocromo B ( phyB ) y el A 

( phyAJ . esta especie r:roveería un buen modelo donde probar si existe co­

acción -sntre los distintos fitocromos y el criptocromo HY 4, combinando el uso de 

mutanfes y tratamientos lumínicos que estimulen específicamente a cada uno 

de ellos. Sin emba .. go, investigaciones anteriores en Arabídopsís, mostraron 

resultad os aparentemeí\te inconsistentes con el modelo de Mhor mencionado 

antericrnente. El mutan-e de fitocromo B ( phyB), al ser analizado bajo luz azul 
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continuc respondió aparentemente en forma normal a este tratamiento lumínico 

en la regulación de la apertura del gancho plumular. Es decir, no se observó co­

acción e'1tre dicho fotorreceptor y el criptocromo ( Liscum y Hangarterm, 1993 ). 

lne'1itablemente, antes de evaluar la participación de distintos fitocromos y 

el HY 4 e1 la co-acción entre fotorreceptores, es necesario encontrar condiciones 

en que dicha co-acción ocurra en Arabídopsis. 
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2 OBJETJV:::>S: 

1) Determilar si existe co-acci:Sn entre diversos fitocromos y fotorreceptores de luz 

azul e1 l::i regulación de dos respuestas fotomorfogénicas típicas de plantas 

etioladas de Arabídopsís 1-haCana ( la regulación del alargamiento del hipocótile 

y la aperlLra de los cotiledones). 

2) De exf:itir esta interacció1, determinar combinando el uso de mutantes 

específk:os ( phyA, phyB y hy4 ) y diversos tratamientos fisiológicos, qué 

fotorrece¡:::tores específicc:s es-án involucrados en dicha interacción ( el fitocromo 

Ay/oe' B ,_ 
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Material vegetal 

Se serrbraron semi llas de A·obidopsis tholiono (L.). Heynh cultivar Landsberg 

erecta. o de las mula tes i~ogénicas phyB-1, phyA - 201 o hy4. ( 2.23 N) en cajas 

de plás ico transparen1es ( 40 x 33 mm2 x 15 mm de altura; 15 semillas por caja ) 

sobre dos capas de papel de: filtro humedecido con 0.9 mi de solución Johnson 

1 O%. Las semillas originales fueron amablemente provistas por los profesores R. E. 

Kendrid y M. Koorneef ( \A/a!:,J8ningen Universily, Holanda ) , la Dra. J. Chory (The 

Salk lnsfilute, California. US.A), y por el Arabidopsis Biological Resourse Center (Ohio 

Slale Universily, USA). Las cajcs fueron incubadas por 3 días en oscuridad a lºC. 

Luego fueron expuestas a Jn pulso saturante de R para inducir la germinación y 

finalmente transferidas a k:is condiciones de luz u oscuridad características de 

cada p-otocolo, a 25ºC. 

3.2 Tratamientos de luz: 

Los pulsos de R fueron p~ovistos por tubos fluorescentes rojos ( Philips 40/ 15, 

Eindhoven, Holanda). condu;eron a un fotoequilibrio calculado en 0=0.87 y la 

lasa dE flujo fue de 35 µnole3 de tolones . m·2• s·i. Los pulsos de R L fueron 

provistc-s por una lámparo incandescente combinada con un filtro dé 8 cm de 

agua d estilada ( para disminuir la transmición . , infrarroja ), y un filtro RG9 
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( Scholt, Mainz, Alemaria , que enrriquece el espectro en RL. Estos pulsos 

conduje on a un fotoc?qli libr:o calculado de 0=0.027 y una tasa de flujo de 42 

µmol . 11 . s . Los espectro s de emisión de las fuentes que condujeron a 0=0.027 

y 0 =0.87 fueron publ cadas por Casal y col. ( 1991 ) . El RLc fue provisto por una 

lámpara incandescerite d e 500 W en combinación con· una caja plástica 

transparente con 8 c-n d e a9ua, y 2 filtros acrílicos de R y 4 filtros de luz azul ( 

Paolini 2J31, Argentin:::i ) . De esta forma se obtuvo un 0 = 0.15. El espectro de 

emisión d e la fuente 5e observa en la Fig. 7. La luz azul fue provista por lámparas 

de vapor de mercurio Phi lips HP400 W, en combinación con 2 láminas de 

Plexiglas azul, cada una de 3 mm de grosor ( B-27, Rohm y Haas, Darmstadt, 

Alemani.:J), y 10 cm d e agua d estilada ( 0=0.43, 9 µmol. m- 2 . s- 1 
). El espectro de 

emisión es presentad:) en la Fig. 3. 

En Jos tratamien-os lumínicos donde fue necesario combinar el RLc con luz 

azul, se utilizaron como =uente de azul tubos fluorescentes (TLF 40 W / 54; Philips, 

Buenos Aires, Argentina ) e n combinación con filtros de acetato celeste ( 0.2 

mm , Ne· 502, La Cas:a del Acetato, Buenos Aires. El espectro de emisión de la 

combinació n de ambos tuen-es se observa en la Fig. 7. 

Para evaluar el efe::: to i::e la luz azul en condiciones de saturación de las 

respuesbs mediadas por el fitocromo, se ·irradió con luz naranja o naranja más 

azul . Se utilizaron lárnpar:is de sodio de alta presión (Phillips SON), en 

combinación con un filtro de acetato amarillo y uno naranja ( 0.5 mm, Nº 532 y 

531 res¡:ectivamente. La Cma del Acetato) en el caso de luz naranja, y sin 

dic hos fi tros en el case d =I naranja más azul ( Fig. 8 ). 

'Í ·:.:1 
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4.3 Observación de plantas y estadística: 

El largo del hipocótile fue medido aproximando a los 0.5 mm más cercanos con 

una reg c. Las diez plantas más largas fueron usadas para calcular el largo 
1 

promedio del hipocétile para cada caja ( una réplica ) con aproximación a 0.1 

mm, y este valor tue usado para análisis de varianza. El ángulo entre los 

cotiledones fue medk:lo ( en las mismas plantas usadas para las mediciones del 

largo) con un transpcrtador. 

Los experimentos fueron repetidos varias veces. Las réplicas (cajas) 

correspondientes a tcdos los experimentos fueron promediadas para definir cada 

tratamiento. En cambio, valores promedio del largo y el ángulo de cada 

experimento fueron Lsados p:::ira estimar diferencias entre dos tratamientos. Paro 

este propósito cadc experimento fue usado como una réplica, a los fines 

estadísticos. 
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4 RES LTADOS 

n día después de inducirse la germinación, plantas WT fueron expuestas por tres 

días sucesivos a un pulso de Ro RL ( 3 minutos ) en combinación factorial con o 

s·n 3 horas de luz azul provista antes de los pulsos, (ver esquema del protocolo en 

la Fig. 4, arriba). Un grupo de plantas control fue mantenido en oscuridad ( Ose ) 

luego de la germinación (Ose/Ose en Fig. 4 ). La longitud de los hipocótiles y el 

ángulo entre los cotiledones fueron similares en las plantas tratadas con pulsos de 

R o RL, sin haber sido expuestas previamente al azul. Las plantas expuestas 

diariamente a 3 horas de azul terminados con un pulso de R, tenían hipocótiles 

más cortos y los cotiledones mucho más abiertos ( mayor ángulo ) que las 

plantas expuestas a fotoperíodos terminados con un pulso de RL ( Fig. 4 ) . Es decir, 

se observó una interacción significativa en ambos tratamientos. El efecto del azul 

fue mayor cuando se terminó el fotoperíodo con un pulso de R, comparado con 

un pulso de RL, y la diferencia entre R y RL fue mayor cuando dichos tratamientos 

fueron precedidos por 3 horas de luz azul. 

En otra serie de experimentos, el protocolo anterior fue usado para plantas 

WT y para los mutantes phyA, phyB y hy4. Como control se incluyó, un grupo de 

plantas expuesto a 3 horas de Rlc ( en vez de azul ), terminando con pulsos de R 

y RL (Fig. 5, arriba). Como se mencionó en la introducción, el pretratamiento con 

Rlc c o nduce a respuestas del tipo HIR mediadas por fitocromo A que a su vez 

aumentan las respuestas al R versus RL (Casal, 1995 ). 

?. o 



En estos experimento se calcularon los siguientes efectos: 

i) el efecto del azul versus oscuridad antes del pulso de R. 

ii) el efecto del R (alto Pfr) versus RL ( bajo Pfr) después de 3 horas de azul. 

iii) el efecto de R versus RL después de 3 horas de Rlc. 

Debido a que el fitocromo B medía las respuestas de "fin del día", es decir 

las respuestas a pulsos de R versus RL al final del fotoperíodo ( López-Juez y col. 

1990: Nagatani y col., 1991 ). no fue sorprendente que los pulsos de R versus RL 

después del azul o Rlc ( Rlc ), no causaran diferencias significativas en el 

mutante phy B ( Fig. 5 ). El mutante hy4 mostró respuestas reducidas al azul ( Fig. 

5 ), tal como fuera observado previamente bajo luz azul continua ( Koornneef y 

col., 1980 ). El aspecto novedoso de estos experimentos es que plantas mutantes 

phy 8, comparadas con las WT, mostraron respuestas significativamente 

reducidas al azul, y el mutante hy4 mostró respuestas significativamente 

reducidas al R versus RL después del tratamiento con azul ( pero no después de 

Rlc ) ( Fig. 5 ). En otras palabras, en plantas expuestas a fotoperíodos cortos de 

azul, el fitocromo B ( fotorreceptor de R/RL) fue necesario para inducir respuestas 

al azul y el criptocromo HY 4 ( fotorreceptor de luz azul ) fue necesario para 

inducir respuestas al R versus RL. 

Con el protocolo descripto anteriormente, no se pudo obtener una idea clara 

sobre el rol del fitocromo A durante las respuestas al azul, ya que a diferencia de 

los otros genotipos, el mutante phyA mostró diferencias significativas entre R y RL 

en el grupo sin pretratamiento de 3 horas de luz azul o Rlc ( Fig. 5 ). Esta 



respuesta ( también presente después de 3 horas de Rlc ) podría deberse a un 

fitocromo diferente de A o 3, cuya acción aparecería en plantas etioladas, 

particularmente en el mu ante phyA (Casal 1995 ). Como esta interpretación es 

especulativa, se usó un protocolo diferente para investigar si existe sinergismo 

entre el fitocromo A y HY 4 en Arabidopsis thaliana. Este protocolo consistió en 

exponer diariamente a 3 hcras de Rlc con o sin luz azul suplementaria, en 

combinación factorial con un pulso de RL seguido por oscuridad, o un pulso de 3 

minutos de RL cada hora o Rlc durante las 21 horas restantes de cada día ( Fig. 

6, arriba ). Las 3 horas de Rlc suministradas durante la exposición al azul fueron 

para evitar efectos diferenciales del azul sobre los niveles de fitocromo A, ya que 

la luz azul sola incrementa le elación 0, con respecto a la oscuridad. Por otro 

lado el Pfr del fitocromo A e~ lábil a la luz, por lo cual si se mantienen altos los 

niveles de Pfr se verían afeclados los niveles de fitocromo A. Se sabe que en 

plantas etioladas los efectos del RL continuo ( Dehesh y col., 1993; Nagatani y 

col., 1993; Parks y Quail, 1973; Whitelam y col., 1993) y los efectos de pulsos 

repetidos de RL ( Casal 19?5 ) son mediados por el fitocromo A. Tanto el 

crecimiento del hipocótile como la apertura de los cotiledones fueron 

significativamente afectados ( P<< 0.01 ) por pulsos de RL repetidos o Rlc 

comparado a pulsos simples de RL en plantas WT., phy 8 y hy4 { Fig. 6 ). El 

mutante de fitocromo A no mostró respuestas a estos tratamientos tal como era 

de esperar. El efecto residual del Rlc sobre la apertura de los cotiledones en 

plantas mutantes phy A fue seguramente debido al mayor 0 calculado provisto 

por la fuente de Rlc ( 0= 153 ) comparado con la fuente utilizada para pulsos de 



RL ( 0= 2.7 3 ) y no a una verdadera reacción de alta irradiancia ( ver 

in r:::iducción ). Las respuestas al Rlc versus Rlc más azul fueron pequeñas ( Fig. 6 

). Po a el crecimien to del hipocótile la diferencia fue sólo significativa ( P< 0.01 ) 

en el mutante phy A Para la apertura de los cotiledones todos los genotipos, 

inc vyend o hy4, mo:,t aron una respuesta pequeña, pero significativa ( P< 0.05 ) . 

El punto más importante de este grupo de resultados es que ni el alargamiento 

del hipocótile ni la apertura de los cotiledones mostraron una interacción 

signi icativa entre lm tratamientos con RL ( ya sea con un pulso de RL al final del 

fotoperíodo, pulsos de RL cada hora, o Rlc ) y los tratamientos con azul ( RL 

versus RL +azul ). En otras palabras, incrementando la actividad del fitocromo A, 

no se incrementaron las respuestas al azul, particularmente a las respuestas 

meciadas por HY 4. 

Los datos mostrados en la Fig. 5 indican respuestas reducidas al azul en el 

mLtante phyB. Antes de c oncluir que esta pérdida de respuesta se debió a que 

el tibcromo B interactuó con el criptocromo HY 4, se debe excluir la posibilidad 

de que la luz azul haya actuado en parte como R ( ya que la fuente de azul 

ufi l zoda produce un 0 = 43 %, típico de las "A, del azul ), es decir directamente vía 

fit::x:-omo B ( y no vía criptocromo ), incrementando los niveles de Pfr a valores 

sLJb entes para des3ncadenar las respuestas fisiológicas perdidas en el mutante 

p .'w B. De ser cierta esta interpretación, en el mutante phyB no se había perdido 

la inleracción con el fotorreceptor de luz azul, sino que simplemente faltaría el 

fit:x~omo capaz de perchr la luz azul. Para evaluar esta posibilidad se trató a 

un grupo de plan as WT y los genotipos mutantes phyA, phyB y hy4, bajo 



condiciones donde se satu aron las respuestas mediadas por los fitocromos 

median e el uso de un fondc de luz naranja ( 100 µmoles m·
2

• s"\ alcanzándose 

un fotoequilibrio máximo. En estas condiciones la suplementación con luz azul 

( 50 µmoles m·2
• s·• . Fig. 8 ). no debería inducir efecto alguno, con respecto al 

tratamiento con luz nararja sola. si el efecto del azul fuera mediado 

directamente por fitocromo~. Para confirmar que las respuestas mediadas por 

fitocrornos estaban saturada~ un grupo control de plantas fueron tratadas con luz 

naranja más luz naranja adicional ( 50 µmoles m-
2

• s-
1 

). es decir 150 ~tmoles de 

fotones totales ( Fig. 8 y Fig. 9 arriba ). Como resultado se observo que en plantas 

WT y mutantes phyA la presencia del azul redujo el alargamiento del hipocótile e 

incremen ó la apertura de los cotiledones ( Fig. 9 ). La adición de luz naranja 

extra no tuvo efectos significotivos ( Fig. 9 ). indicando que los efectos del azul 

fueron mediados por fotcneceptores específicos de luz azul ( y no por 

fitocrornos ). Tanto los mu tantes phyB como los hy4 mostraron respuestas 

reducidas al azul cuando fue suministrado junto con luz naranja, reafirmando 

que los efectos del azul fuerctl mediados por un criptocromo. 



5 DISCLSJ6N 

5.1 Co-acción entre el Jitocromo B y fotorreceptores de luz azul 

Se observó un fuerte sinergismo entre la luz absorbida por el fitocromo y la luz 
1 

azul er plantas WT de-Arcbidopsís fhalíana ( Fig. 3 ). La exposición diaria a 3 horas 

de luz oz.u[ redujo el clar~amiento del hipocótile e incrementó la apertura de los 

cotiledones. Las respuestas a la luz azul fueron significativamente mayores 

cuando ::::li:::ho tratam ento fue terminado con un pulso de R, comparado con un 

pulso de RL es decir con altos niveles de Pfr. Además los pulsos diarios de R 

versus R~ redujeron e alargam:ento del hipocótile e incrementaron la apertura 

de los coti edones cuand.-::> eran precedidos por 3 horas de azul, pero no cuando 

eran pre:::edidos por oscLXidad. 

El .n dante phy B m:istró respuestas reducidas al azul ( poca inhibición del 

alarga11ie1to del hi¡:::océtile y poca apertura de los cotiledones, Fig. 5 ), aún 

cuand:i e azul fue adi:::ionado a un fondo de luz naranja para saturar las 

respue3tas mediadas por fltocromos ( Fig. 9 ) . La inhibición del alargamiento del 

hipocétile y la promoción de la apertura de los cotiledones, inducida por luz azul 

adicioncd::i a la luz narar;a, fue mediada por fotorreceptores específicos de azul 

( no por itocromos :, ye que la adición de luz naranja extra, no tuvo efectos 

signific::::itiv:is sobre ambo- respuestas. De esto se concluye que la expresión total 

de estos respuestas fisio lógicas analizadas, mediadas por fotorreceptores de luz 

azul req_;iere del fitocrono B en su forma activa ( Pfr ) durante el periodo de 



oscuridad subsiguiente a ~ tratamiento lumínico. Plantas des-etioladas del mutante 

lh de pepino, deficie ntes en fitocromo B ( López-Juez y col. 1990 ), también 

carecen de respuesbs ( inhib ición del alargamiento del hipocótile ) mediadas 

específicamente por fotorreceptores de luz azul ( Bailaré y col., 1991 ) . 

En Arabídopsís, exist= un efecto residual del azul, no mediado por co-acción 

entre el fitocromo B ·; fotorreceptores de luz azul. Estos fotorreceptores podrían 

actuar en forma independiente o en co-acción con otro fitocromo ( que 

tampoco es el fitoc~mo A, ver más adelante). Bajo luz continua azul, no se 

había observado co-acción 2ntre el fitocromo B y el fotorreceptor de luz azul 

( Liscum y Hangarter 1994 ). Es decir, que la acción del criptocromo por una vía 

independiente del =¡tocrom o B, se tornaría más importante bajo irradiaciones 

prolongadas de azul. 

5.2 Co-acción entre el fitocromo By el producto del gen HY4 

Como era de espercrse as respuestas al azul analizadas, fueron reducidas en el 

mutante hy4 comparaco con las plantas WT ( Fig. 5 y Fig. 9 ). El aspecto 

novedoso es que el mut1a nte hy4 mostró respuestas disminuidas a pulsos de R 

versus RL provistos al fine! del fotoperíodo de 3 horas de azul ( Fig. 5 ). Como se 

mencionó anteriormente los r:;ulsos al final del día son percibidos por el fitocromo 

B ( Nagatani y col. 199 - ; Me Cormac y col. 1993; Parks y Quail 1993 ) . Esta 

respuesta fue reducica en las plantas mutantes hy4 expuestas al azul durante el 

fotoperíodo, pero fue norma en los mutantes hy4 expuestos a Rlc durante el 



fotooeríodo. En otras palabras, el mutante hy4 no fue intrínsecamente incapaz de 

responder normalmente a los pulsos de R versus RL, sino que no fue normal la 

ampliación de la capacidcd de respuesta al Pfr del fitocromo B mediada por el 

azul. Se concluye que la r-3spuesta máxima al azul ocurre si están presentes las 

formas activas tanto del producto del gen HY4 como del fitocromo B. 

5.3 Falta de co-acción entre el fitocromo A y fotorreceptores de luz azul. 

Los resultados presentes proveen evidencia en contra de una interacción 

siná-gica entre el fitocromo A y fotorreceptores de luz azul. El incremento de la 

actividad del fitocromo A ( por pulsos horarios de RL o RLc ) no aumentó las 

respuestas al azul suplementario ( Fig. 7 ). Muy por el contrario, las respuestas al 

azul fueron generalmente mayores en el mutante phy A ( Fig. 7 y Fig. 9 ). La 

apertura de los cotiledones fue muy pobre en las plantas phy A expuestas 

diariamente a 3 horas de RLc terminado con pulsos de RL, pero la adición del 

azul al RLc fue más efectiva en este genotipo ( Fig. 7 ). La carencia de sinergismo 

ent-e el fotorreceptor de azul y el fitocromo A es consistente con observaciones 

pre-vías que mostraron que las respuestas al azul para el alargamiento del tallo 

eran normales ( o más que normales ) en el mutante aurea de tomate ( Casal 

19'74 ), que tiene cantidades deficientes de fitocromo A espectralmente activo 

( Sharma y col. 1993 ), y de' icientes en plantas transgénicas de tabaco que 

sobreexpresaban fitocrom:) A ( Casal y Sánchez 1994 ) . 
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5.4 Significando fisioló·~ica 

La existencia de ~inergismo entre la luz azul ( absorbida por fotorreceptores 

específicos ) y los n veles de Pfr ( Mohr 1986 ) había sido documentada 

anteriormente. Este trobajo es el primero en demostrar, mediante el uso de 

mutantes específicos, un sinergismo entre HY 4 y fitocromo B es decir en 

identificar los fotorrecEptores específicos involucrados. Estas interacciones no son 

el resultados de cam J:jos e ri los niveles de fitocromo B, porque este fotorreceptor 

aparece expresado ::::::onstitutivamente. Los niveles de fitocromo B no son 

afectados por las condícic nes lumínicas o por las mutaciones en el gen que 

codifi~a para el fitocromo A o el HY 4 ( Somers y col. 1991; Nagatani y col. 1993; 

Parks y Quail 1993 ) . Es decir que tanto el fitocromo A ( Casal, 1995 ) y el 

criptocromo HY 4 media la a mplificación de la capacidad de respuesta hacia el 

fitocromo Ben plantas. etioladas de Arabídopsís fhalíana ( Fig. 1 O). La ocurrencia 

de interconexión entre las c :idenas de transducción de diferentes fotorreceptores 

podría ser un fenórr-eno común en la regulación de diversas respuestas 

fotomorfogénicas. 

Aún no se c onoce la naturaleza molecular de la interacción entre 

fotorreceptores, pero con-inuando el presente trabajo se buscarán nuevos 

mutantes que ayuden a dilucidar que genes están involucrados en este proceso. 

El impacto de la co-acc ión entre fotorreceptores bajo condiciones naturales 

podría depender de las magnitudes : de las acciones independientes e 

interdependientes de esos fotorreceptores en relación al máximo de respuesta 

alcanzable. 
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7 LE'rENCAS 

FIG. 1: Espectro de absorción de la formas Pr y Pfr de los fitocromos . 

FIG. '.2: Modelo del si..,tema del fitocromo. 

FIG. 3 Es:)ectro de errisión de la fuente de luz azul utilizada en los tratamientos 

donde se sumini; tró dcha luz d rante 3 horas antes de los pulsos de Ro RL. 

FIG. 4 Largo d 2 1 hipocótile y ángulo entre los cotiledones de plantas WT de 

Arab:C:c¡:;.s/s thaf.ana -rotadas c on pulsos de R o RL en combinación factorial con 

o si n ex¡::osiciór a 3 oras de luz azul ( 9 µmoles . m-2 
• s · 1 ), suministrada 

inme:: atamente antes de los pulsos. Un día después de inducida la germinación, 

las p c ntas fueron e )cpuestas por 3 días a los tratamientos antes mencionados ( 

ver ¡:ro tocolo ef1 la parte superior de la Fig. ). Las flechas indican el largo del 

hipccótile y el :::'.:mgulo entre los cotiledones de plantas crecidas en completa 

oscuridad ( Ose. ) ( Osc./Osc.). Los datos mostrados son las medias y los errores 

estard ar de 6 réplic as. Se indica la significando de la influencia entre azul versus 

oscuridad y R v9rsus RL, (análisis factorial de varianza). 

FIG . .5: Lcrgo dEI hipocótile y ángulo entre los cotiledones de plantas WT y de los 

mut:::: rteS: phyA phyfJ y hy4 de Arabidopsis thaliana tratadas con pulsos de R o RL 

en c oml:jnación factorial con o sin exposición a 3 horas de azul ( 9 µmoles . m-
2

• s.
1 

) . o 3 horas d2 RL continuo ( RLc ) ( 30 µmoles . rñ 2 
. s-i ), suministrados 

inmediat.::imente a nt:2s de los pulsos. Un día d~spués de inducida la germinación, 

las :J:icmt·:Js fuer::::m ei<p uestas durante 3 días al protocolo indicado en la parte 

supe-ior de la Fig .. Las barras son las medias de 13 réplicas con sus 

corrE~.:::10 1dientes errores está ndar. Se calculó para cada uno de los cuatro 

exp2:r -nentos e l efecto del azul antes de los pulsos de R. la d iferencia entre R/RL 

des:Jl.iés del tra -amiento con azul y la diferencia entre R y RL después de 3 horas 
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de~'. Se hcican los efectos promedios y errores estándar entre paréntesis, cerca 

de las flech:is importantes. 

FIG. 6: Corrposición espectral de las fuentes utilizadas para los tratamientos de 3 

ho-cs d=: ~ L·:: ( izauierda) y Rlc +azul (derecha ). 

FIG. 7: L-ar90 del hipocótile y ángulo entre los cotiledones de plantas WT y los 

mut:mt~s phyA, phyB y hy4 de Arabidopsis thaliana tratados con 3 horas de Rlc 

( 3J µrrcle'.;. m- 2
• s·f ), o Rlc +azul (total = 40 ~tmoles. m· 2

. s· 1
, azul: 10 µmoles. 

m-2. s·1 
I, 2r combinación factorial con un pulso de RL, seguido por 20.8 horas de 

os·::::urid:id, o 21 ciclos de 3 minutos de RL + 57 minutos de oscuridad, o 21 horas 

dE Rlc •~.o ~tmoles . m·i_ s· 1 ). Un día después de inducirse la germinación las 

plantas f.ueron expuestas por 3 días a los tratamientos indicados en la parte 

su ::::·erio- de la Fig .. Las barras indican las medias y los errores estándar de 12 

ré ¡::; lica> (obtenidas de 6 experimentos). 

FIG . 8: =~pedro de las fuentes utilizadas · para los tratamientos con luz naranja 

izquierdo) ·¡ luz naranja más czul (derecha). 

FIG 9: Lar¡;o del hipoc ó tile y ángulo entre los cotiledones de plantas WT y de los 

m_1 anfe~ ;;hyA, phyB y hy4 de Arab1dopsis thaliana tratados diariamente con 3 

horas de ILz naranja ( l 00 µmoles . m· 2
• s ·i ). luz naranja más azul ( total= 150 

prole~ . m·2
. s· J • 50 1tmoles . m· 2

• s ·l de azul ) y naranja + naranja ( total= 150 

~tr--i ole~. m -1. s· 1 ). Un día después de inducirse la germinación las plántulas fueron 

e>-.r:;ue~· cs ·:JI protocolo indicado arriba. Losdatos son medias y errores estándar 

de 13 -ép l~as obtenidas de 5 experimentos. Al lado de las flechas se indica el 

efe::to d e suplementar la luz naranja con luz azul con respecto al tratamiento 

con luz rar8nja sola, junto con el promedio y errores estándar de 5 experimentos. 

FIG. 1 Ci : Modelo de las acciones de filocromo A ( PHY A), fitocromo B ( PHYB ) y 

HY L SO:)r-2 e l alargamiento del hipocótile en plantas etioladas de Arabidopsis. 
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FIGURA2 
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FIGURA4 

Protocolo diario: i Pulso de R o RL 
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FIGURA5 

Protocolo Diario: ¡ Pul10 de R o RL 
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FIGURA 7 
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FIGURA 8 
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FIGURA9 
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FIGURA 10 
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