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RESUMEN

Las plantas 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
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azul y UV-A vy los fotorreceptores de radiacién UV-B.

Estos sistemas de fotorreceptores, una vez exitados por la longitud de onda ( A )
adecuada, inducen respuestas fotomorfogénicas cruciales para la adaptacion de la

planta a su medio.

El propdsito de este trabajo fue investigar si los fitocromos y un fotorreceptor de
luz azul ( HY4 ) actian en forma interdependiente durante la fotomorfogénesis de
Arabidopsis thaliana (L.) Hyenh y de existir dicha interacciéon, qué fitocromos estdn

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 .fotomorfogénicos estudiadas fueron el alargamiento del
hipocdtile y la apertura de los cotiledones de plantas etioladas. Estas plantas fueron
expuestas diariamente a fres horas de azul terminadas con un pulso de R o RL. En las
plantas WT y mutantes phyA, el \‘rofomienlio con luz azul seguido por un pulso de R
inhibid el alargamiento del hipocdtile y promovid la apertura de los cotiledones. Los
efectos del azul fueron reducidos si la exposicién 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 sélo se obtuvieron



respuestas maximas cuando las plantas estuvieron expuestas tanto a la luz azul como
al puso de R que establece la forma activa del fitocromo ( Pfr ) en el periodo
suosezuente de oscuridad. Las respuestas al azul y a los pulsos de R versus RL fueron

deficizntes en los mutantes phyB y hy4.

Lcs tratamientes con luz azul también fueron efectivos en plantas expuestas a un
fondc de luz naranja que satura las respuestas mediadas por el fitocromo. La luz azul,
absoroda por un fotorreceptor especifico ( no por los fitocromos ) requiere del
fitocromo B para desarrollar todo su efecto. Los resultados obtenidos indican que
existe coaccién entre el fitocromo B y el criptocromo ( HY4 ). No se observé sinergismo

alguro entre el fitocromo A ( activado por RLc o pulsos de RL ) y HY4.



1 INTRODUCCION

14l ADAPTACION DEL CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE LAS PLANTAS AL AMBIENTE

LUMINICO

Cuando los animales experimentan condiciones desfavorables ( falta de alimento o
agua, competidores, etc.) pueden movilizarse en bUsqueda de un ambiente menos
hostil. Las plantas deben permanecer donde se han establecido, aun cuando las
condiciones no sean muy favorables, pero pueden adaptar con gran plasticidad su
crecimiento, desarrollo y morfologia al ambiente que las rodea. Para esto es
fundamental percibir sefiales ambientales. La luz , es uno de los factores ambientales
mas complejos y variables al cual estdn expuestas las plantas. No sélo es fuente de
eneargia oara fotosintetizar, sino también porta informacion sobre diversos cambios en
el ambiente potencialmente cruciales para el futuro de la planta.

Para poder percibir estas sefiales luminosas, las plantas poseen sistemas
receptoras de luz muy precisos. Es asi, que cambios en la duracion, intensidad,
direccion y calidad de luz que llegan a una planta pueden ser utilizados como
informacién acerca de la época del ano ( fotoperiodo), presencia de plantas
competidoras, posicidon dertro de un canopeo, etc. ( Ballaré y col., 1987; Casal y

Smith 1989 ).




La percepcion de estas sefiales luminicas pueden conducir a modificaciones en
el patrén de desarrolle y crecimiento de la planta, es decir pueden inducir respuestas
fotomorfagénicas.

Las cefiales luminosas son percibidas por tres grupos de fotorreceptores:

1) Fitocromos, que absorben principalmente R ( 600-700 nm ) y R lejana ( 700 - 800
nm)

2) Fotorrezeptores de luz azul o Criptocromos, que absorben luz azul y UV-A ( 320 -
450 nm) ¢

3) Fotorreceptores de radiacion UV-B (280 - 320 nm).

De estos fotorreceptores, €l mejor caracterizado bioquimica vy fisioldgicamente es el

fitocromc.




1.2 FITOCROMOS

Dis ribucién y Ubicacion:

Los fitocromos son una familia de fotorreceptores ampliamente distribuidos en el reino
vegetal. Se los encuenfra en musgos, helechos, gimnospermas, angiospermas, y en
algunos hongos ( Mcnachere, 1994 ).En plantas etioladas, los fitocromos estan
presentes principclmenie en células jovenes de expansidon rapida de casi todos los
érganos de una planta, incluso en raiz. A nivel subcelular se localizan en el citosol

como proteinas sclubles ( Pratt, 1994 ).

Est-uctura y tipos ce fitocromos

Los fitocromos son cromoproteinas formados bdsicamente por un grupo cromaforo,
llamado fitocromobiling, unido covalentemente a una apoproteina de
aproximadamente 120-130 kDa. Este polipéptido estd plegado, formando dos
dcminios principales. El dominio N-terminal de 70 kDa, que porta el grupo cromdforo y
esld mas expuesto en la forma Pr, y el dominio C-terminal de 55 kDa, mds expuesto
en la forma Pfr que irteractuaria con componentes celulares involucrados en la
transduccién de la sefal luminosa ( Elich y Chory, 1994 ). En Arabidopsis thaliana,
exsten cinco genas que codifican para di;ﬁm‘os apoproteinas, dando origen a cinco
fitocromos diferentes: firocromo A, B, C, D y E ( Sharrock y Quail, 1989; Clack y col.,
1974 ). En tomate existan mds de cinco genes que codifican para fitocromo, de los

cuales uno de ellos codificaria para un fitocromo bastante diferente a los



caracterizacos hasta e memento, es decir distintos de los fitocromos A, B, C, Dy E de
Arabidopsis ( Condonnier - Pratt y col., 1994 ).

El grupo croméforo es sintetizado a partir del dcido 5-aminolevilico ( ALA ),
dando origen mediante numerosos pasos enzimdaticos a un tetrapirrol lineal. Este grupo
prostético es el encargadc de absorber la luz que llega a la molécula de fitocromo y

seria comun a los distintos fitocromos conocidos ( RUdiger y Thimrnler, 1994).

Caracteristicas espectrales y formas del fitocromo:

Los fitocromos existen en dos formas interconvertibles, una de color azul llamada Pry
ofra de color verdeso llanrada Pfr. A nivel del cromdforo, estas formas difieren en la
isomerizacién del doble enlace del C 15 entre el anillo C y D del tetrapirrol ( RUdiger y
ThUmrnler, 1994). Esta icomerizacion diferencial lleva a que sus espectros de absorcién
sean diferertes ( Fig. 1 ). El Pr absorbe principalmente luz entre 600-700 nm con un
mdaximo en 460 nm ( Rojo: R ) , pasando a la forma Pfr, ( forma activa del fitocromo ),
cuya absorcidn ocurre entre 700-800 nm, con un mdximo en 730 nm (Rojo Lejano: RL).
Al absorber esta luz, el Pfr se reconvierte en Pr ( Kendrick y Kronenberg, 1986). Los
fitocromos pueden percibir cambios en la calidad de luz mediante la percepcidén de
cambios en la relaciér R/EL del ambiente, que modifica el fotoequilibrio, es decir la
relacién @= Pfr/Fitocromo total. El fotoequilibrio méximo que se puede alcanzar
imradiando con R es de aproximadamente @=0.87 ( Mancinelli, 1994 ) . No se pueden
alcanzar valores de @ mds cercanos a 1, ya que los espectros de absorcién del Pry Pfr
estan superpuestos, entonces al iluminar con R es absorbida principalmente por el Pr

que pasa a Pfr, pero =ste Pfr formado también absorbe algo de R volviendo a la



forma Pr. Esto lleva a que nunca se pueda transformar todo el Pr en Pfr. Cabe
destacar que el Fry e Fir absorben también luz azul y UV. Aunque estas luces no son
tan eficientes en a incuzcién de respuestas mediadas por fitocromo como el Ry RL.

Los fitocromos scn sin‘etizados en su forma inactiva Pr, como dimero ( Bowler y Chug,
1994). Al percibi- F se modifica la isomerizaciéon del cromdforo provocando un
cambio en la conformraczion de la apoproteina. Esta variacién en la estructura,
conduce a una modificacién de las inierocéiones con otros componenies celulares
( aun desconocidos ) involucrados en la transduccién de las sefales percibidas por los
filocromos. Estcs =amoios llevan a diversas respuestas fotomorfogénicas,
frecuentemente mediadas por modificaciones en la expresion génica (Liy col., 1994).

La informacién presente se resume en el esquema de la Fig. 2.

Respuestas inducidas cor RLc

Segun lo expuesto en esta Fig. 2 sdlo se inducirdn respuestas fisioldgicas via fitocromo

cuando las plantas sean i uminadas con R, y no cuando sean iluminadas con RL.
Existen dos excepciones muy importantes en las cuales el RL induce respuestas

fisiolégicas via fitocremo:

a) Las plantas efiddadas y las semillas suelen responder a muy bajas iradiancias
tanto de R como de R_, debido a que con las pequefias cantidades de Pfr que se
forman adn con RL sericn suficientes para desencadenar determinadas respuestas
fisiologicas. Este tipo de -espuestas no son R/RL reversibles ya que ambas luces son

inductoras | este tipo de raspuestas se denominan respuestas a muy bajos flujos ).




b) La ofra excepcion son las llamadas respuestas a altas iradiancias ( del inglés
HIR }, que son inducidas en glantas etfioladas por altas iradiancias de RL confinuo
( RLc). Por ejemplo la innikicién del alargamiento del hipocdtile de plantas etioladas
de Arabidopsis thalianc también es inducida al irradiarlas con RLc. Dado que el
mu-ante phyA pierce las respuestas HIR y que plantas transgénicas que
sobreexpresan fitocromo A fienen mayor sensibilidad al RLc ( Parks y Quail, 1993 ) se
concluyd que este fitocromeo estaria involucrado en mediar las respuestas HIR al RLc.
AUn no se ha esclarecido cémo actia este fitocromo para mediar este modo de
accidn, pero se sabe que la disponibilidad de Pfr no alcanza para explicar
cuantitativamente estos efectas. Otro aspecto del sistema del fitocromo ( ademas del

Pfr | debe ser active.

Roles y propiedades de os dist ntos fitocromos:

A lo largo del cicle de v da de las plantas los fitocromos regulan importantes procesos
tales como la germinccion de semillas ( Casal y col., 1991 ), la des-etiolacién de
plantas previamente cultvacas en oscuridad ( inhibicidn de la elongacion del
hipozdtile, la apertura de los coftiledones, el desarrollo de cloroplastos, etc.) el
descrrollo de hojas, la induzci¢n de la floracién, etc. ( Reed y col., 1993 ).

La existencia de cincc genes en Arabidopsis que codifican para fitocromos diferentes,
sugiere que cada fitocromo podria tener un rol fisioldégico especifico, percibiendo
sencles luminicas diferentes y/o produciendo distintas respuestas o bien actuando en
dist rtas etapas de una misma respuesta fisioldgica (Smith y Whitelam, 1990; Whitelam

y Horberd, 1994). Esta hipétesic fue probada en sus aspectos mds generales para los
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fitocromos A y B, mediante el uso de plantas mutantes y transgénicas que no tienen o
sobreexpresan fitccromo A o B, respectivamente. Asi por ejemplo, la germinacién y
des-etiolacién en ambientes ricos en RL (canopeos muy densos ) estan mediadas por
el fitocromo A, mientras que el fitocromo B no es importante en esta respuesta (
Yanovsky, Casal y Whitelam, 1995; Botto, Sanchez, Whitelam y Casal 1996 ). Por ofra
parte, las respuestas a las baas relaciones R/RL causada por plantas vecinas en
plantas des-atioladas ( cultivadas en luz ) son mediadas por el fitocromo B (Ballaré,
Casal y Kerdrick, 1991 ; Whitelam y Smith 1991; Yanovsky y col., 1995). El fitocromo A
es muy abundan e en plantas etioladas y es inestable en su forma activa (Pfr), en
cambio el fifocromo B es mds estable en la forma activa por lo cual puede cumplir
roles imporiantes =2n plantas des-etioladas( Smith 1994 ). Los niveles de fitocromo B en
su forma ccliva (Ffr), son importantes en la regulacién de la germinacién de semillas,
ya que pu=den parmanecer como Pfr durante largos periodos sin volver a la forma Pr
o sin ser d=struidc, aun cuando las semillas estén poco hidratadas. ( Salisbury y Ross
1992 )

Debido a la ausencia de mutantes especificos para los fitocromos C, D o E no se
sabe casi nada ccerca de sus roles fisioldgicos. Sélo se conoce que el fitocromo C

seria del tipc estable al igual que el fitocromo B ( Quail, 1994 ).



1.3 CRIPTOCROMOS

Distribucion y tipos de criptocromos:

Son fotorreceptores que absorben en la regién del espectro del UV-A  ( 320 - 400 nm )
y el azul ( 400 - 500 nm ). Estdn ampliamente distribuidos en el reino vegetal,
encontrdndose en algas unicelulares y pluricelulares, musgos, helechos,
gimnospermas y angiospermas. También estdn ampliamente distribuidos en el reino
fungi, donde se ha estudiado su funcidn en Phycomyces, Neurospora crassa, Pteris
vittata, ete. Si bien aln 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 Ultima estd
formada por fotorreceptores estructuralmente similares ( todos poseen el mismo
cromdforo y  varian parcialmente en la secuencia de aminodcidos de sus
apoproteinas) en cambio los criptocromos son mds 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 estd asociado a la membrana plasmatica. Estd involucrado en mediar las
respuestas fototropicas de las plantas debido a un estimulo direccional de la luz.

Otro criptocromo que ha sido caracterizado es el HY4 de Arabidopsis thaliana.
Los mutantes del locus HY4 son plantas insensibles a la luz azul para respuestas
fotomorfogénicas tales como la inhibicion del alargamiento del hipocdtile, pero no
perdieron las respuestas fototrépicas inducidas por luz azul. El locus HY4 codifica para
una flavoproteina con gran homologia a la ADN-fotoliasa bacteriana. Dado que las

fotoliasas son una clase de flavoproteinas que catalizan reacciones inducidas por luz



azul, y considerando la gran similitud con la secuencia del gen HY4, se piensa que el
mismo codificaria 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 sintesis de ALA, la sintesis de carotenoides en Neurospora, fototaxis en
phicomyces, reactivacién de la Nitrato reductasa, ( Senger y Schmidt, 1994 ) la
inhibicién del alargamiento de tallos, la expansidn foliar y también regula la
expresion del gen que codifica para la Chalcona sintetasa de Arabidopsis ( Liscum y
Hangarter, 1994 ).

Muchas de estas respuestas son controladas también por los fitocromos. Es decir
que podria existir redundancia de fotorreceptores en la regulacidon de determinados
procesos fotomorfogénicos.

En lo que resta de trabajo, cuando se mencione a un fotorreceptor de luz azul o
cripfocromo se estard haciendo referencia especificamente al producto del gen HY4,

que interviene en la regulacion de respuestas fotomorfogénicas.
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1.4 INTERACCION ENTRE FOTORRECEPTORES

Lcs distintos sistemas de fotorreceptores pueden interactuar entre si para modular
una misma respuesta fisoldgica. En los casos donde las interacciones entre
fotorrecaptores son sinérgicas, se alcanzaron respuestas fisioldgicas mdaximas,
mdyore; a la suma de la accion independiente de cada fotorreceptor. La
in‘eracc én mas estudiada hasta el momento es la existente entre fitocromos y
fotorreceptores de luz azul. Esta interaccion no ocurriria directamente entre los

fotorreceptores sino entre la cadena de transduccién de los mismos.

Mohr ( 1986 ), propuso un modelo que explica a nivel general, la interaccién
entre faorreceptores, particularmente entre fitocromos y criptocromos. Segun
este medelo la forma activa del fitocromo ( Pfr ), seria el que induce las
respuesas y el criptocromo regularia la magnitud de las respuestas al Pfr. Es

. N no ’ . . .
decir, el criptocromo” actuaria per se ( de forma independiente ), sino

aumentando la capacidad de respuesta inducida por el Pfr.

Lc regulacién de la inhibicidon del alargamiento del hipocdtile, es una de las
respues-as  fotomorfogénicas mds estudiadas en muchas especies, y es
centrolada tanto por fitocromo como por el criptocromo. Fue probado que
ambos sistemas de fotorreceptores infe'roccionon en forma sinérgica para
controlar el largo del hipocdtile en especies como Sesanum indicum ( Drumm
Herrel y Mohr, 1984), Cucumis sativus ( Drumm Herrel y Mohr, 1991; Attridge y col.,
1984 ) y Pinus sylvestris L. (Fembach y Mohr, 1990). Analizando la regulacion de

oras respuestas fotemorfogénicas tales como la sintesis de antocianinas en

oty
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mesocdtiles de Sorghum vulgare ( Mohr, 1986); y la acumulacién de
Gliceraldehido 3-P Deshidrogenasa en la matriz cloroplastica en hojas de
Sorghum vulgare ( Oelmiller y Mohr, 1985 ) se observé que también existe co-
accién entre los fitocrcmos y criptocromos. Estos fotorreceptores  también
interaccionan para regular la expresion génica de la subunidad pequeha 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
expresidon génica mientras que la luz UV-A absorbida por el criptocromo,
incrementa la sensibilidad de la maquinaria responsable de la produccién de la

subunidad pequena de Rubisco al Pfr.

Si bien todos los ejemplos citados anteriormente en distintas especies
apoyan el modelo propuesto por Mhor, no se sabia que criptocromos y qué
fitccromos estaban involucrados en dicha co-accién. Para esto hacia falta usar
mutantes especificos para los distintos fitocromos y criptocromos y mediante
distintos tratamientos luminicos probar cuales interactian entre si. Al estudiar un
mutante de pepino ( Cucumis salivus) llamado /h, deficiente en fitocromo B, se
observd que no respondian a pulsos de R/RL suministrados al final del fotoperiodo
( respuestas de “fin del dia” ) ( Lépez-Juez y col., 1990; Nagatani y col., 1991).
Este tratamiento luminico induce una de las respuestas tipicas mediada por el
fitocromo B. A diferencia del WT, este mutante no incrementd la tasa de
alargamiento del hipocdtile ante un aumento de la radiacién RL ( ya sea

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




este miiante con luz blcnca con niveles normales o deficientes de radiacion
azul ( la luz azul normalmrente inhibe el alargamiento del hipocdtile al igual que
la R ) no se observaron respuestas como en el WT, respecto de la tasa de
alargamiento del hipocdrile. El mutante /A conserva las respuestas fototropicas a
la direccion de la luz czul a pesar de haber perdido al menos una de las
respuestas fotomorfogénicas a la luz azul ( Ballaré, Casal y Kendrick, 1991). Es
razonab e pensar que la falta de inhibicidn del hipocdtile por luz azul se deba
Unicamente a la deficiencia en fitocromo B del mutante /A, Esto apoya el
modelc propuesto por Monr, ya que el criptocromo sélo afectaria el largo del
hipocdlie interaccionando con la via del fitocromo y no en forma
independiente. Segin estos resultados obtenidos en pepino se concluye que el
fitocromo B interactuaric con algin fotorreceptor de luz azul desconocido. La
falta de mutantes especificos ( ademdas del /h ) impide determinar determinar
qué crintocromo estd involucrado en la co-accidn vy si ofros fitocromos distintos

del B, ftambién interaccionan con este criptocromo en pepino.

Censiderando que recientemente se obtuvieron en Arabidopsis mutantes
especificos para el criptocromo HY4 y para el fitocromo B ( phyB) y el A
( phyA). esta especie groveeria un buen modelo donde probar si existe co-
accidn =2ntre los distintos fitocromos y el criptocromo HY4, combinando el uso de
mutanies y tratamientos luminicos que estimulen especificamente a cada uno
de ellos. Sin embargo, investigaciones anteriores en Arabidopsis, mostraron
resultados aparentemente inconsistentes con el modelo de Mhor mencionado

anteriormente. El mutan-e de fitocromo B ( phyB ), al ser analizado bajo luz azul
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continuc respondié aparentemente en forma normal a este tratamiento luminico
en la regulacién de la apertura del gancho plumular. Es decir, no se observé co-

accidn entre dicho fotorreceptor y el criptocromo ( Liscum y Hangarterm, 1993 ).

Inevitablemente, antes de evaluar la participaciéon de distintos fitocromos y
el HY4 e la co-accién entre fotorreceptores, es necesario encontrar condiciones

en que dicha co-accién ocurra en Arabidopsis.




2 OBJETIVOS:

1) Determinar si existe co-accidn entre diversos fitocromos y fotorreceptores de luz
azul en |a regulacidon d= dos respuestas fotomorfogénicas tipicas de plantas

etioladas de Arabidopsis *halkana ( la regulacién del alargamiento del hipocdtile

y la apertira de los cotiledones).

2) De exstir esta interaccién, determinar combinando el uso de mutantes
especificos ( phyA, payB 'y hy4 ) y diversos tratamientos fisioldgicos, qué
fotorrecertores especificcs es-an involucrados en dicha interaccién ( el fitocromo

Ayl/oe!B .




3 MATERIALES Y METODOS

3.1  Material vegetal i

Se sembraron semillas de Arabidopsis thaliana (L.), Heynh cultivar Landsberg
erecta, o de las mutantes iscogénicas phyB-1, phyA - 201 o hy4, ( 2.23 N ) en cajas
de plastico transparentes ( 40 x 33 mm’ x 15 mm de altura; 15 semillas por caja )
sobre dos capas de papel de filtro humedecido con 0.9 ml de solucién Johnson
10 %. Las semillas originales fueron amablemente provistas por los profesores R. E.
Kendrick y M. Koorneef [ wageningen University, Holanda ) , la Dra. J. Chory (The
Salk Insfitute, California, USA), y por el Arabidopsis Biological Resourse Center (Ohio
State University, USA). Las cajcs fueron incubadas por 3 dias en oscuridad a 7°C.
Luego fueron expuestas a un pulso saturante de R para inducir la germinacién y
finalmente transferidas a las condiciones de luz u oscuridad caracteristicas de

cada protocolo, a 25°C.

3.2 Tratamientos de luz:

Los pukos de R fueron provistos por tubos fluorescentes rojos ( Philips 40/15,
Eindhoven, Holanda), conduj=zron a un fotoequilibrio calculado en @=0.87 y la
tasa de flujo fue de 35 proles de fotones . m™2. s, Los pulsos de R L fueron
provistcs por una ldmpara incandescente combinada con un filtro de 8 cm de

agua destilada ( para disminuir la transmicién « : infrarroja ), y un filtro RG9



( Scholt, Mainz, Alemaria } que enrriquece el espectro en RL. Estos pulsos
condujeron a un fotozquilibrio calculado de @=0.027 y una tasa de flujo de 42
pumol . . s . Los espectros de emision de las fuentes que condujeron a &=0.027
y @=0.87 fueron publcadas por Casal y col. ( 1991 ). EI RLc fue provisto por una
ldmpara incandescente de 500 W en combinacién con' una caja pldstica
transparente con 8 ¢cm de agua, y 2 filtros acrilicos de R y 4 filtros de luz azul (
Paolini 2031, Argentina ). De esta forma se obtuvo un @= 0.15. El espectro de
emision de la fuente ce observa en la Fig. 7. La luz azul fue provista por l[dmparas
de vapor de mercurio Philps HP400 W, en combinacion con 2 ldminas de
Plexiglas azul, cada una de 3 mm de grosor ( B-27, Rohm y Haas, Darmstadt,
Alemania), y 10 cm d= agua destilada ( @=0.43, 9 umol . me.s! ). El espectro de

emision es presentados en la Fig. 3.

En los tratamien-os luminicos 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) en combinacién con filtros de acetato celeste {02
mm , N¢ 502, La Casa del Acetato, Buenos Aires. El espectro de emisién de la

combinacidn de ambas fuen-es se observa en la Fig. 7.

Para evaluar el efecto de la luz azul en condiciones de saturacion de las
respuestas mediadas por el fitocromo, se irradié con luz naranja o naranja mds
azul . Se utilizaron lamparas de sodio de alta presién (Phillips SON), en
combinacion con un filiro de acetato amarillo y uno naranja ( 0.5 mm, N° 532 y
531 respectivamente. La Casa del Acetato) en el caso de luz naranja, vy sin

dichos fi fros en el casc d=I naranja mas azul ( Fig. 8 ).




4.3 Observacion de plantas y estadistica:

El largo del hipocdtile fue medido aproximando a los 0.5 mm mdas cercanos con

una regc. Las diez plantas mds largas fueron usadas para calcular el largo

\

promedio del hipocdtile para cada caja ( una réplica ) con aproximaciéon a 0.1
mm, y este valor fue usado para andlisis de varianza. El dngulo entre los
coftiledonas fue medido ( en las mismas plantas usadas para las mediciones del

largo) con un transportador.

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 dngulo de cada
experimento fueron Lsados para estimar diferencias entre dos tratamientos. Para
este propdsito cadc experimento fue usado como una réplica, a los fines

estadisticos.

19




4 RESULTADOS

Un dia después de inducirse la germinacion, plantas WT fueron expuestas por fres
dias sucesivos a un pulso de R o RL ( 3 minutos ) en combindcién factorial con o
sin 3 heras 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 ( Osc )
luego de la germinacién ( Osc/Osc en Fig. 4 ). La longitud de los hipocdtiles y el
dangulo 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, tenian hipocdtiles
mds cortos y los cotiledones mucho mas abiertos ( mayor dngulo ) que las
plantas expuestas a fotoperiodos terminados con un pulso de RL ( Fig. 4 ). Es decir,
se obsérvé una interaccidn significativa en ambos tratamientos. El efecto del azul
fue mayor cuando se termind el fotoperiodo 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 ofra serie de experimentos, el protocolo anterior fue usado para plantas
WT y para los mutantes phyA, phyBy hy4. Como control se incluyd, 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 menciond en la infroduccidn, el pretratamiento con
RLc conduce a respuestas del tipo HIR mediadas por fitocromo A que a su vez

aumentan las respuestas al R versus RL ( Casal, 1995).
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En estos experimento se calcularon los siguientes efectos:

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

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

Debido a que el fitocromo B media las respuestas de “fin del dia”, es decir
las respuestas a pulsos de R versus RL al final del fotoperiodo ( Lopez-Juez y col.
1990; Nagataniy col., 1991 ), no fue sorprendente que los pulsos de R versus RL,
después del azul o RlLe ( RLc ), no causaran diferencias significativas en el
mutante phy B ( Fig. 5 ). El mutante hy4 mostrd 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 B, comparadas con las WT, mostraron respuestas significativamente
reducidas al azul, y el mutante hy4 mostré respuestas significativamente
reducidas al R versus RL después del tratamiento con azul ( pero no después de
RLc ) ( Fig. 5 ). En ofras palabras, en plantas expuestas a fotoperiodos cortos de
azul, el fitocromo B ( fotorreceptor de R/RL ) fue necesario para inducir respuestas
al azul y el criptocromo HY4 ( 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 ofros genotipos, el mutante phyA mostrd diferencias significativas entre Ry RL

en el grupo sin pretratamiento de 3 horas de luz azul o RLc ( Fig. 5 ). Esta
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respuesta ( también presente después de 3 horas de RLc ) podria deberse a un
fitocromo diferente de A o 3, cuya accidn apareceria en plantas etioladas,
particularmente en el mutante phyA ( Casal 1995 ). Como esta interpretacion es
especulativa, se usd un protocolo diferente para investigar si existe sinergismo
entre el fifécromo Ay HY4 en Arabidopsis thaliana. Este protocolo consistié en
exponer diariamente a 3 hcras de RLc con o sin luz azul suplementaria, en
combinacién 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 dia ( Fig.
6, arriba ). Las 3 horas de RLc suministradas durante la exposicion al azul fueron
para evitar efectos diferenciales del azul sobre los niveles de fitocromo A, ya que
la luz azul sola incrementa Ic relacién &, con respecto a la oscuridad. Por otro
lado el Pfr del fitocromo A es labil a la luz, por lo cual si se mantienen altos los
niveles de Pfr se verian afectados 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, 1993; Whitelam y col., 1993) y los efectos de pulsos
repetidos de RL ( Casal 1995 ) son mediados por el fitocromo A. Tanto el
crecimiento del hipocdtile 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 By hy4 ( Fig. 6 ). El
mutante de fitocromo A no mostrd respuestas a estos tratamientos tal como era
de esperar. El efecto residual del RLc sobre la apertura de los coftiledones en
plantas mutantes phy A fue seguramente debido al mayor @ calculado provisto

por la fuente de RLc ( @= 15% ) comparado con la fuente utilizada para pulsos de
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RL ( @= 27 % ) y no a una verdadera reacciéon de alta irradiancia ( ver
infroduccidn ). Las respuestas al RLc versus RLc mds azul fueron pequenas ( Fig. 6
). Para el crecimiento del hipocdtile la diferencia fue sdlo significativa ( P< 0.01 )
en el mutante phy A. Para la apertura de los cotiledones todos los genotipos,
inc uyendo hy4, mostraron una respuesta pequena, pero significativa ( P<0.05 ).
El punto mds imporfante de este grupo de resultados es que ni el alargamiento
del hipocdtile ni la apertura de los cotiledones mostraron una interaccion
significativa entre los tratamientos con RL ( ya sea con un pulso de RL al final del
fotoperiodo, pulsos de RL cada hora, o RLc ) y los tratamientos con azul ( RL
versus RL+azul ). En ofras palabras, incrementando la actividad del fitocromo A,
no se incrementaron las respuestas al azul, particularmente a las respuestas

meciadas por HY4.

Los datos mostrados en la Fig. 5 indican respuestas reducidas al azul en el
mutante phyB . Antes de concluir que esta pérdida de respuesta se debid a que
el fitocromo B interactud con el criptocromo HY4, se debe excluir la posibilidad
de que la luz azul haya actuado en parte como R ( ya que la fuente de azul
util zada produce un @= 43 %, tipico de las A del azul ), es decir directamente via
fitoccomo B ( y no via criptocromo ), incrementando los niveles de Pfr a valores
stficientes para des=ncadenar las respuestas fisioldgicas perdidas en el mutante
pavB. De ser cierta esta interpretacién, en el mutante phyB no se habia perdido
la interaccidn con el fotorreceptor de luz azul, sino que simplemente faltaria el
fitocromo capaz de percibir la luz azul. Para evaluar esta posibilidad se tratd a

un grupo de planias WT y los genotipos mutantes phyA, phyB y hy4, bajo
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condiciones donde se saturaron las respuestas mediadas por los fitocromos
mediante el uso de un fondc de luz naranja ( 100 umoles m 2. s"), alcanzdndose
un fotoequilibrio mdximo. En estas condiciones la suplementacién con luz azul
( 50 pmoles m™. s*, Fig. 8 ), no deberia inducir efecto alguno, con respecto al
tratamiento con luz nararja sola, si el efecto del azul fuera mediado
directamente por fitocromos. Para confirmar que las respuestas mediadas por
fitocromos estaban saturadas un grupo control de plantas fueron tratadas con luz
naranja mas luz naranja adicional ( 50 pmoles m’. s_i), es decir 150 pmoles de
fotones totales ( Fig. 8 y Fig. ¢ arriba ). Como resultado se observo que en plantas
WT y mutantes phyA la presencia del azul redujo el alargamiento del hipocdtile e
incrementd la apertura de los cotiledones ( Fig. 9 ). La adicién de luz naranja
extra no tuvo efectos significativos ( Fig. 9 ), indicando que los efectos del azul
fueron mediados por fotareceptores especificos de luz azul ( y no por
fitocromos ). Tanto los mutantes phyB como los hy4 mostraron respuestas
reducidas al azul cuando fue suministrado junto con luz naranja, reafirmando

que los efectos del azul fueron mediados por un criptocromo.
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5 DISCLSION

2.1 Co-accidn entre el fitocromo B y fotorreceptores de luz azul

Se observé un fuerte sinergismo entre la luz absorbida por el fitocromo vy la luz
azul er plantas WT de Arebidopsis thaliana ( Fig. 3 ). La exposicidn diaria a 3 horas
de luz azul redujo el clarcamiento del hipocdtile e incrementd la apertura de los
cotiledones. Las respuestas a la luz azul fueron significativamente mayores
cuando dicho tratam ento fue terminado con un pulso de R, comparado con un
pulso de RL, es decir con altos niveles de Pfr. Ademds los pulsos diarios de R
versus RL redujeron e alargamiento del hipocdtile e incrementaron la apertura

de los coti edones cuando eran precedidos por 3 horas de azul, pero no cuando

eran precedidos por oscuridad.

El.mutante phy 8 mostrd respuestas reducidas al azul ( poca inhibicion del
alargamiento del hipocdétile y poca apertura de los coftiledones, Fig. 5 ), aun
cuand> e azul fue adizionado a un fondo de luz naranja para saturar las
respuestas mediadas por fitocromos ( Fig. 9 ). La inhibicion del alargamiento del
hipocdtile y la promecidn de la apertura de los cotiledones, inducida por luz azul
adicioncda a la luz narar]a, fue mediada por fotorreceptores especificos de azul
( no por fitocromos |, yc que la adicidn de luz naranja exira, no tuvo efectos
significativos sobre ambas respuestas. De esto se concluye que la expresion total
de estas respuestas fisioldgicas analizadas, mediadas por fotorreceptores de luz

azul requiere del fitocrero B en su forma activa ( Pfr ) durante el periodo de
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oscuridad subsiguienie al fratamiento luminico. Plantas des-etioladas del mutante
/h de pepino, deficientes en fitocromo B ( Lépez-Juez y col. 1990 ), también
carecen de respuestas ( inhibicion del alargamiento del hipocdtile ) mediadas

especificamente por fotorreceptores de luz azul ( Ballaréy col., 1991 ).

En Arabidopsis, exist= un efecto residual del azul, no mediado por co-accién
entre el fitocromo B v fotorreceptores de luz azul. Estos fotorreceptores podrian
actuar en forma independiente o en co-accién con otro fitocromo ( que
tampoco es el fitocromo A, ver mds adelante). Bajo luz continua azul, no se
habia observado co-accidn =2ntre el fitocromo B y el fotorreceptor de luz azul
( Liscum y Hangarter 1994 ). Es decir, que la accién del criptocromo por una via
independiente del ‘itocromo B, se tornaria mds importante bajo irradiaciones

prolongadas de azul.

5.2 Co-accién entre el fitocromo B y el producto del gen  HY4

Como era de esperarse 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 mulante Ay4 mostrd respuestas disminuidas a pulsos de R
versus RL provistos al fincl del fotoperiodo de 3 horas de azul ( Fig. 5 ). Como se
menciond anteriormente los pulsos al final del dia son percibidos por el fitocromo
B ( Nagatani y col. 199°; Mc Cormac y col. 1993; Parks y Quail 1993 ). Esta
respuesta fue reducicc en las plantas mutantes Ay4 expuestas al azul durante el

fotoperiodo, pero fue norma en los mutantes hy4 expuestos a Rlc durante el
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fotoperiodo. En otfras palabras, el mutante Ay4 no fue intrinsecamente incapaz de
responder normalmente a los pulsos de R versus RL, sino que no fue normal la
ampliacién de la capacidcd de respuesta al Pfr del fitocromo B mediada por el
azul. Se concluye que la raspuesta maxima al azul ocurre si estan presentes las

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

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

Los resultados presentes proveen evidencia en confra de una interaccién
sinérgica entre el fitocromo A y fotorreceptores de luz azul. El incremento de la
actvidad del fitocromo A ( por pulsos horarios de RL o RLc ) no aumentd las
respuestas al azul suplementario ( Fig. 7 ). Muy por el conftrario, las respuestas al
azul fueron generalmente mayores en el mutante phy A ( Fig. 7 y Fig. 9 ). La
cperfu‘ro 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 adicién del
azul al RLc fue mds efectiva en este genotipo ( Fig. 7 ). La carencia de sinergismo
ent-e el fotorreceptor de azul y el fitocromo A es consistente con observaciones
previas que mostraron que las respuestas al azul para el alargamiento del tallo
eran normales ( o mds que normales ) en el mutante aurea de tomate ( Casal
1994 ), que tiene cantidades deficientes de fitocromo A espectralmente activo
( Sharma y col. 1993 ), y deficientes en plantas transgénicas de tabaco que

sokreexpresaban fitocromo A ( Casal y Sdnchez 1994 ).
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5.4 Significancia fisioldgica

La existencia de sinergismo entre la luz azul ( absorbida por fotorreceptores
especificos ) y los nveles de Pfr ( Mohr 1986 ) habia sido documentada
anteriormente. Este trabajo es el primero en demostrar, mediante el uso de
mutantes especificos, un sinergismo entre HY4 vy fitocromo B es decir en
identificar los fotorreceptores especificos involucrados. Estas interacciones no son
el resultados de cambios er los niveles de fitocromo B, porque este fotorreceptor
aparece expresado constitutivamente. Los niveles de fitocromo B no son
afectados por las condicicnes luminicas o por las mutaciones en el gen que
codifica para el fitocromo A o el HY4 ( Somersy col. 1991; Nagataniy col. 1993;
Parks y Quail 1993 ). Es decir que tanto el fitocromo A ( Casal, 1995 ) y el
criptocromo HY4 media la amplificacién de la capacidad de respuesta hacia el
fitocromo B en plantas etioladas de Arabidopsis thaliana ( Fig. 10 ). La ocurrencia
de interconexién entre las cadenas de transduccién de diferentes fotorreceptores
podria ser un fendémreno comin en la regulacién de diversas respuestas

fotomorfogénicas.

AUn no se conoce la naturaleza molecular de la interaccién entre
fotorreceptores, pero con-inuando el presente trabajo se buscardn nuevos
mutantes que ayuden a dilucidar que genes estan involucrados en este proceso.
El impacto de la co-accion entre fotorreceptores bajo condiciones naturales
podria depender de las magnitudes de las acciones independientes e
interdependientes de esos fotorreceptores en relacién al méximo de respuesta

alcanzable.
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7 LEYENLCAS
FIG. 1: Espectro de absorcién de la formas Pry Pfr de los fitocromos .
FIG.Z: Mocelo del sistema del fitocromo.

FIG. 3 Esoectro de emision de la fuente de luz azul utilizada en los tratamientos

A

donde se suministré cicha luz durante 3 horas antes de los pulsos de R o RL .

FIG. 4 Largo d=l hipocdtile y dngulo entre los cotiledones de plantas WT de
Arab.ccrsis thakana ratadas con pulsos de R o RL en combinacién factorial con
o sin =2xposicior a 3 horas de luz azul ( 9 umoles . m?. st ), suministrada
inmez atamente antes de los pulsos. Un dia después de inducida la germinacion,
las p cntas fueron expuestas por 3 dias a los tratamientos antes mencionados |
ver protocclo en la parte superior de la Fig. ). Las flechas indican el largo del
hipccotile y el angulo entre los cotiledones de plantas crecidas en completa
oscuridad ( Osc. ) ( Osc./Osc.). Los datos mostrados son las medias y los errores

estardar de 6 replicas. Se indica la significancia de la influencia entre azul versus

oscuridad y R varsus RL, ( andlisis factorial de varianza ).

FIG. 3: Lcrgo del hipocdtile y dngulo entre los cotiledones de plantas WT y de los
mutcrtes phyA phyBy hy4 de Arabidopsis thaliana tratadas con pulsos de R o RL
en combinacién faciorial con o sin exposicién a 3 horas de azul (9 pmoles . m . sl
) . o 3 heras d= RL continuo ( RLc ) ( 30 upmoles . m?. s ). suministrados
inmadiatamente antzss de los pulsos. Un dia después de inducida la germinacion,
las alantas fueron expuestas durante 3 dias al protocolo indicado en la parte
supetior de la Fig.. Las barras son las medias de 13 réplicas con sus
correscondientes errores estdndar. Se calculd para cada uno de los cuatro

expar mentos el efecto del azul antes de los pulsos de R, la diferencia entre R/RL

desoués del fra-amiento con azul y la diferencia entre R y RL después de 3 horas



de E. Se incican los efectos promedios y errores estdndar entre paréntesis, cerca

de las flechas importantes.

FIG. é: Conrposicion espectral de las fuentes utilizadas para los tratamientos de 3

ho-cs d= Rz ( izauvierda) y RLc + azul ( derecha ).

FIG. 7: Largo del hipocdtile y dngulo entre los cotiledones de plantas WT y los
mutantes phyA, phyBy hy4 de Arabidopsis thaliona tratados con 3 horas de RLc
(30 umeles. m?. s1 ), o Rle + azul ( total = 40 pmoles . m™2 s™, azul: 10 pmoles .
m=.s* 1. 2r combinacién factorial con un pulso de RL, seguido por 20.8 horas de
oscuridad, o 21 ciclos de 3 minutos de RL + 57 minutos de oscuridad, o 21 horas
de RlLc { 0.6 pmoles . m2. 5! ). Un dia después de inducirse la germinacién las
plantas fueron expuestas por 3 dias a los tratamientos indicados en la parte

suserio” de la Fig.. Las barras indican las medias y los errores estandar de 12

réplicas ( obtenidas de 6 experimentos ).

FIG. 8: =spectro de las fuentes utilizadas para los tratamientos con luz naranja (

izquierda ) v luz naranja mds czul ( derecha ).

FIG 9: Larco del hipocdtile y dngulo entre los cotiledones de plantas WT y de los
mutanies phyA, phyBy hy4 de Arabidopsis thaliana tratados diariamente con 3

2 ik

horas de Iz naranja ( 100 pmoles . m™“. s ), luz naranja mas azul ( total= 150

umoles . mi?, s -

, 50 pmoles . m2. s de azul ) y naranja + naranja ( total= 150
proles .m 2. s ). Un dia después de inducirse la germinacion las plantulas fueron
erpuesics al protocolo indicado arriba. Losdatos son medias y errores estandar
de 13 =2plicas obtenidas de 5 experimentos. Al lado de las flechas se indica el
efecto cde suplementar la luz naranja con luz azul con respecto al tratamiento

con luz raranja sola, junto con el promedio y errores estandar de 5 experimentos.

FIS. 10: Modelo de las acciones de filocromo A ( PHYA), fitocromo B ( PHYB ) y

HY< soorz el alargamiento del hipocdtile en plantas etioladas de Arabidopsis.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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