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RESUMEN

Titulo: Control del crecimiento y desarrollo de las plantas por la luz: Funciones fotoperceptivas y
mecanismos de accion del fitocromo A.

Autor; Marcelo J. Yanovsky

Palabras clave: luz, fitocromo A, desetiolacion, percepcion de vecinas, reloj circadiano, transduccién de
sefiales, Arabidopsis thaliana, papa.

La luz es un factor ambiental critico para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Provee no solo la
energia luminica necesaria para el proceso fotosintético, sino también sefiales informativas que las plantas
utilizan para coordinar su crecimiento y desarrollo con el ambiente circundante. La percepcion de las
sefiales luminicas esta mediada por fotorreceptores especificos como los fitocromos. Estos son una
pequefia familia de proteinas codificada por cinco genes en Arabidopsis thaliana, FITOCROMO A-E
(PHY A-E).

El objetivo de esta tesis es dilucidar las funciones sensoriales y los mecanismos de accién de uno de los
fitocromos mas abundantes, el fitocromo A (phyA).

Las funciones fotosensorias del phyA en condiciones naturales de radiaciéon fueron investigadas
comparando el comportamiento de plantas con niveles normales de phyA y de plantas mutantes y/o
transgénicas con niveles incrementados o reducidos de este fotorreceptor. De los experimentos se puede
concluir que el phyA actia como un sensor de cambios en la irradiancia. En plantas etioladas el phyA es
el dnico fotorreceptor que permite a las plantas distinguir la transicion entre la oscuridad reinante bajo la
superficie del suelo y la escasa luz presente bajo canopeos muy densos. Los cambios morfolégicos y
fisiolégicos desencadenados por el phyA en respuesta a la percepcién de dicho cambio en el ambiente
luminico incrementan notablemente la supervivencia de las plantas emergidas en tales condiciones. El
phyA, ademas, esta involucrado en la percepcion de los cambios en el ambiente luminico producidos por
la presencia de plantas vecinas: percibe directamente la disminucion de la cantidad de luz roja (R) y rojo
lejana (RL) que se produce por el sombreado y modula, indirectamente, la sensibilidad a reducciones de la
relacion R/RL que se producen por la relexion selectiva de RL en las hojas de plantas vecinas. Estas
acciones del phyA conducen finalmente a un incremento en la tasa de alargamiento del tallo que
disminuyen el riesgo de sombreado. En plantas verdes el phyA también esta involucrado en la percepcion
de las transiciones cotidianas oscuridad/luz que se producen al amanacer. En respuesta a la percepcion de
dicha sefial el phyA sincroniza al reloj endégeno que controla el movimiento de las hojas y probablemente
la actividad de numerosos procesos vitales en las plantas.

El phyA actiia a través de dos modos de accion, el VLFR (por Very Low Fluence Responses) que se
satura con muy bajos flujos de luz, y el HIR (por High Irradiance Responses) que se satura con altas
irradiancias de RL. Aqui presento evidencias genéticas que indican que la accién del phyA en el VLFR y
el HIR involucra dos mecanismos moleculares diferentes. Por un lado se identificaron dos loci, vIfT (en el
cromosoma 2) y vif2 (en el cromosoma 5), polimérficos entre los ecotipos Landsberg erecta y Columbia



de Arabidopsis thaliana, que afectan las respuestas VLFR pero no las HIR. También se caracterizaron las
respuestas VLFR y HIR en dos mutantes de transduccién de sefiales del phyA previamente identificados y
se observo que uno de ellos, el fhyl, afectaba de manera similar las respuestas VLFR y HIR mientras que
el otro, el fhy3, afectaba mucho mas las respuestas HIR que las VLFR. En conjunto, estos resultados
sugieren que el phyA desencadena las respuestas VLFR y HIR a través de dos vias de transduccién de
sefiales diferentes que poseen algunos elementos en comin. Por otro lado, utilizando una estrategia
novedosa de bisqueda, se identificaron dos mutantes débiles de phyA, denominadas phy4-301 y phyA-
302, que afectaban mucho mas las respuestas HIR que las VLFR. Tanto la mutante phy4-301 como la
mutante phyA-302 presentaron niveles reducidos de phyA en ensayos de inmunodeteccién. La
secuenciacion del gen PHYA en el mutante phy4-301, revelé una mutaciéon que da lugar a una proteina
truncada que carece de 142 aa del extremo C-terminal. La secuenciacién del gen PHYA en el mutante
phyA-302 revelé una mutacién puntual que convierte el glutamato 778 en lisina. Esta mutacién se
encuentra en una region previamente descripta como importante para la actividad regulatoria de los
fitocromos. Estos resultados indican que las respuestas a muy bajos flujos, es decir las VLFR, y las
respuestas a altas irradiancias, es decir las HIR, se diferenciarian en los niveles de phyA y/o en los
dominios de ésta molécula necesarios para inducir cada una de las respuestas.

En resumen, hemos demostrado que el phyA estd involucrado en la percepcion de diferentes cambios
en el ambiente luminico durante distintas etapas del ciclo de vida de las plantas y hemos encontrado
evidencias genéticas que indican que el phyA actuaria a través de dos vias de transduccién de seiiales
distintas, una inducida en respuesta a muy bajos flujos de luz y otra inducida en respuesta a altas
irradiancias.



SUMMARY

Title: Light control of plant growth and development: photosensory functions and mechanisms of action
of phytochrome A.

Author: Marcelo J. Yanovsky

Key words: light, phytochrome A, de-etiolation, neighbor perception, circadian rhythms, signal
transduction, Arabidopsis thaliana, potato.

Light is a critical enviromental factor for plants. It provides not only the radiant energy for
photosynthesis, but also the informational signals that plants use to adapt and optimize their growth and
development in response to the ambient conditions. Perception of light signals is mediated by specific
photoreceptors such as phytochromes. Phytochromes are a small family of proteins encoded by five genes
in Arabidopsis thaliana (PHYA-PHYE).

The aim of this thesis is to investigate the photosensory functions of phytochrome A (phyA) and to
improve our understanding of the mechanisms by which this photoreceptor transduces different light
signals.

The photoperceptive functions of phyA were analyzed by comparing the behavior of mutant and
transgenic plants with either reduced or increased phyA levels to that of wild type (WT) plants that have
normal levels of this photoreceptor. It can be concluded, from the experimental results, that phyA acts as a
sensor of irradiance. In etiolated plants phyA is the only photoreceptor capable of perceiving the transition
from the dark envirmonment present below the earth surface to the low light levels present beneath very
dense canopies. In response to the perception of that signal phyA induces several changes in the
developmental pattern that are crucial for seedling survival. In light-grown plants phyA is directly
involved in the perception of changes in the amount of red light (R) and far-red light (FR) produced as a
consequence of vegetation shading, and modulates the sensitivity to changes in the R/FR ratio produced
by the selective reflection of FR in the leaves of nearby plants. These actions of phyA lead to an increment
in stem elongation that helps preventing future shading. In light-grown plants phyA is also involved in the
perception of the dark/light transitions that occure daily at dawn. In response to such signal phyA
sinchronizes the endogenous clock that controls the rhythm of leaf movement, and probably the activity of
other vital processes.

PhyA acts through two different action modes. The first, VLFR (for Very Low Fluence Responses) is
saturated with very low fluences of either R or FR light. The second, HIR (for High Irradiance Reactions)
is only saturated with high irradiances of FR. Here I present genetic evidence indicating that the action of
phyA in the VLFR and HIR involve two different molecular mechanisms. First, I have identified two loci
polymorphic between ecotypes Landsberg erecta and Columbia of Arabidopsis thaliana, vIfl (on
chromosome 2) and vif2 (on chromosome 5), that affect VLFR but not HIR. Second, I have characterized
two previously identified phyA signal transduction mutants, fhy/ and fhy3, and found that fhy3 is more
affected in the HIR than in the VLFR, while fhy! is similarly affected in both phyA action modes. These



resulsts suggest that phyA elicits VLFR and HIR through two different signal transduction pathways that
have some common component(s). Finally, using a novel screening strategy, I have identified two mutants
lacking HIR but retaining VLFR. The genetic complementation analysis indicated that they were weak
alleles of phyA and therefore they were named phyA4-301 and phy4-302. Western blott analysis revealed
that both mutants had reduced phyA levels. The sequence analysis of the phy4-30] mutant indicated that
the PHYA gene beared a mutation leading to a truncated phyA protein, lacking 142 aa from the C-terminal
domain. The sequence analysis of the phy4-302 mutant revealed a mutation that converted glutamic acid
778 into lysine. These results indicate that the responses to very low fluences of light and the responses to
high irradiances of FR are different either in the levels of phyA or in the domains of this molecule that are
necessary to induce each type of response.

In summary, we have shown that phyA is involved in the perception of different changes in the light
environment during the whole life cycle of plants and we have found genetic evidence supporting the
hypothesis that phyA activates two different signal transduction pathways, one in response to very low
fluences of light and the other in response to high irradiances.
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1. INTRODUCCION GENERAL

Las plantas son organismos sésiles y por lo tanto no pueden ir en busca de un habitat favorable
si las condiciones ambientales se tornan adversas. En lugar de moverse, las plantas responden a
los cambios de su entorno con modificaciones en el desarrollo que parecen mejorar su adaptacion
al ambiente. La coordinacion del desarrollo con los cambios ambientales es un proceso

sumamente complejo que involucra:
1. seiiales inequivocamente asociadas a los cambios ambientales,
2. sofisticados mecanismos de percepcion,

3. sistemas de transduccién que conviertan las sefiales percibidas en modificaciones del

crecimiento y desarrollo.

1.1 SENALES LUMINICAS

La luz es uno de los estimulos ambientales que mayor efecto tiene sobre las plantas. No sélo
representa una fuente de energia para su crecimiento, sino también una de las principales fuentes
de informacion. A los fenémenos por medio de los cuales las plantas sensan y responden a la
informacién provista por el ambiente luminico se los denomina colectivamente
FOTOMORFOGENESIS, que literalmente significa influencia de la luz (foto) en el desarrollo
(génesis) de la forma (morfo). Los aspectos del ambiente luminoso que pueden proveer
informacién son: la irradiancia (cantidad de luz por unidad de tiempo y superficie), la
composicion espectral (cantidad de luz en cada zona del espectro), el fotoperiodo (duracién diaria
del periodo luminico) y la direccién de incidencia. Los cambios en estos parametros del ambiente
luminoso constituyen sefiales que permiten a las plantas detectar (muchas veces en forma
anticipada) situaciones ecoldgicas tan variadas como la proximidad a la superficie del suelo
durante el proceso de emergencia, la proximidad de plantas vecinas que representan un riesgo de
sombreado futuro, y la llegada de la estacion climatica mas favorable para el crecimiento
(Kendrick & Kronenberg, 1994).

1.1.1. Seiiales luminicas asociadas al proceso de emergencia del suelo

Durante el proceso de emergencia del suelo las plantulas sufren cambios dramaticos en el
ambiente al que estan expuestas y, por lo tanto, no resulta sorprendente que el patrén de
10



desarrollo cambie radicalmente en ese momento. En general, el crecimiento de las plantulas
debajo de la superficie del suelo se caracteriza por una pronunciada tasa de alargamiento de los
tallos y un escaso desarrollo de los cotiledones y de la maquinaria fotosintética en general. Este
patron de desarrollo parece favorecer el rapido crecimiento de las plantas a través de la tierra,
permitiendo que éstas alcancen la superficie terrestre antes que se agoten las reservas disponibles
en los cotiledones. Al aproximarse las plantulas a la superficie se inhibe el alargamiento del tallo
y se promueve la expansion de los cotiledones y el desarrollo de toda la maquinaria necesaria
para el proceso fotosintético. Una de las sefiales ambientales inequivocamente asociada a la
proximidad de la superficie del suelo es la transicién desde la oscuridad completa a la luz provista
por el sol. Cuando las plantulas se acercan a la superficie, la deteccién de los primeros fotones
gatilla los cambios morfolégicos, fisiolégicos y moleculares anteriormente mencionados que

parecen preparar a las plantulas para crecer al aire libre (Mohr, 1972).
1.1.2. Seiiales luminicas asociadas a la presencia de plantas vecinas

Una vez que la plantula ha emergido y se ha establecido, su capacidad de crecer y reproducirse
dependera de su habilidad para captar luz y convertirla en energia quimica por medio del proceso
fotosintético. Dado que la luz disponible disminuye con el incremento en la densidad de plantas,
éstas deben competir con sus vecinas para obtener dicho recurso. En general, las plantas
caracteristicas de habitats abiertos responden al incremento en la densidad de plantas vecinas con
aumentos dramaticos en la tasa de extensién de los tallos y una marcada reduccién en la
dominancia apical. Estos cambios estan frecuentemente acompafiados de modificaciones en el
patron de distribucion de fotoasimilados, aumentando la cantidad destinada al crecimiento de los
tallos y disminuyendo la destinada al crecimiento de las hojas. A este patrén de desarrollo se lo
conoce como Sindrome de Escape del Sombreado (en inglés, Shade Avoidance Responses) y
constituye una estrategia exitosa en ambientes naturales altamente competitivos ya que facilita la
proyeccién de las hojas de las plantas sombreadas hacia un ambiente sin limitaciones luminicas
(Smith, 1994).

Una de las sefiales ambientales que permite a las plantas percibir la presencia de vecinas son
los cambios que éstas provocan en la composicion espectral del ambiente luminoso circundante.
Cuando la luz solar es interceptada por las hojas de las plantas, ésta es absorbida, reflejada y
transmitida en forma diferencial debido a que los pigmentos fotosintéticos absorben
principaimente luz roja (R) y azul, mientras que reflejan y transmiten luz rojo lejana (RL) y verde
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(Smith, 1982). En etapas tempranas del desarrollo de un canopeo la relacion R/RL de la luz
propagada en forma horizontal se reduce como consecuencia del RL que reflejan las hojas de las
vecinas, aun con anterioridad a que las plantas se sombreen entre si (Ballaré et al., 1987, 1989).
Cuando el canopeo se hace mas denso las plantas comienzan a sombrearse entre si y la absorcion
de la luz en las hojas de las vecinas reduce tanto la relacién R/RL como la cantidad de azul, R y
RL que incide sobre los tallos y posteriormente, también la cantidad de luz que incide sobre las
hojas (Ballaré et al., 1991).

La importancia que tiene la relaciéon R/RL como sefial desencadenante del sindrome de evitado
del sombreado ha sido puesta de manifiesto de varias maneras. Por un lado, se han podido inducir
respuestas de evitado del sombreado en plantas cultivadas bajo altas irradiancias de luz blanca,
adicionando artificialmente RL al ambiente luminoso de manera de reducir la relaciéon R/RL para
que se asemeje a la presente en cultivos densos (Smith, 1982; Casal & Smith, 1989). Por otro
lado, se han podido bloquear las respuestas desencadenadas por la presencia de plantas vecinas
filtrando selectivamente el RL reflejado por éstas de modo de mantener una alta relacion R/RL
(Ballaré et al., 1990).

1.1.3. Seiiales luminicas asociadas a las estaciones climaticas

Numerosos factores vitales como la luz, el agua y la temperatura fluctiian estacionalmente. Por
lo tanto, coordinar el ciclo de vida con las estaciones climaticas favorables es crucial para la
supervivencia de las plantas. Una sefial ambiental que permite a las plantas anticipar
confiablemente los cambios en las estaciones es la duracién del periodo luminico é fotoperiodo.
Si bien en las regiones ecuatoriales la salida y la puesta del sol se produce a la misma hora todos
los dias del afio, a medida que uno se desplaza desde el ecuador hacia los polos, los dias de
verano se alargan y los de invierno se acortan. Procesos claves del desarrollo de las plantas tales
como la floracion, la senescencia, la dormicién de yemas, etc., estan influenciados por la duracion
de los dias de manera que sélo se manifiestan, o se aceleran, cuando la longitud del dia es mayor
o menor (dependiendo del proceso y de la especie) que cierto valor critico (Thomas & Vince-
Prue, 1997). A las respuestas de las plantas a la longitud del dia se las conoce como respuestas
fotoperiddicas y constituyen uno de los mecanismos que permite a las plantas coordinar su

crecimiento y desarrollo con las estaciones climaticas favorables.

1.2. MECANISMOS DE PERCEPCION
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Las sefiales luminicas sélo pueden proveer informacién a las plantas si éstas poseen receptores
adecuados para las mismas. Hasta el momento se han identificado en las plantas tres grupos de
fotorreceptores: los fitocromos, que perciben en el rango del R y el RL, los fotorreceptores
del azul y el UV-A, y el (los) fotorreceptor(es) de ultravioleta-B (UV-B) (Mohr, 1994).

1.2.1 Fotorreceptores de UV-B

El UV-B (280 — 320 nm) tiene influencia en numerosos aspectos del crecimiento y desarrollo
de las plantas. Si bien a altas intensidades produce dafio a las macromoléculas como el ADN y las
proteinas (Jordan, 1995), en niveles moderados tiene efectos especificos sobre el desarrollo
(Tevini and Teramura, 1989; Ballaré et al., 1995; Ballaré et al., 1996). Entre otras cosas, el UV-B
promueve la sintesis y la acumulacion de pigmentos que absorben el UV-B, y por ende protegen a
las plantas de sus consecuencias dafiinas (Jenkins, 1997). El UV-B es percibido por
fotorreceptores especificos, distintos de los que perciben el UV-A y el azul. Existe, sin embargo,
poca informacion sobre la naturaleza molecular de estos fotorreceptores y sus mecanismos de

accion.
1.2.2. Fotorreceptores de luz azul

Numerosos procesos son desencadenados por la luz azul (400-500 nm) en las plantas (Short &
Briggs, 1994). Entre estos se encuentran las respuestas fototropicas, la inhibicion del
alargamiento del tallo, la apertura de los estomas, la expresion de genes, etc. Tres fotorreceptores
de luz azul han sido identificados hasta ahora a nivel molecular: cryl, cry2 (por criptocromo 1 y
2) y nphl (por non-photoptropic hypocotyl 1). Cryl y cry2 son flavoproteinas con homologia a
las fotoliasas bacterianas, pero carecen de actividad reparadora del ADN (Ahmad and Cashmore,
1996). Al igual que las fotoliasas, los criptocromos poseen dos croméforos, uno de ellos una
flavina y el otro una pterina (Ahmad, 1999). La caracterizacién de mutantes deficientes en estas
proteinas, asi como de plantas transgénicas que las sobreexpresan, indican que el cryl y el cry2
estan involucradas en el control del alargamiento del tallo, 1a expresidn de genes y la floracién en
respuesta a la luz azul (Cashmore, 1999). El gen NPHI, por otro lado, parece codificar al
fotorreceptor de luz azul involucrado en las respuestas fototropicas. El nphl es una flavoproteina
con poca homologia a los criptocromos, capaz de autofosforilarse en respuesta a la luz azul
(Christie et al., 1998). Si bien en estos ultimos afios se ha avanzado notablemente en la

identificacion a nivel molecular de los fotorreceptores de la luz azul, ain se conoce muy poco
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sobre los mecanismos por medio de los cuales la excitacion de estos fotorreceptores por la luz

desencadena finalmente cambios en el desarrollo de las plantas.
1.2.3. Fotorreceptores de R y RL, los fitocromos

El R (600-700 nm) y el RL (700-800 nm) afectan marcadamente diversos aspectos del
desarrollo de las plantas. Espectros de accion llevados a cabo hace aproximadamente 50 afios
revelaron que la luz de 660 nm era la mas efectiva para controlar la floraciéon en plantas de dia
corto y la desetiolacion de plantulas de arveja (Parker et al., 1946; 1949). La similitud de
espectros de accion para procesos tan distintos sugeria que un mismo fotorreceptor controlaba
ambas respuestas. La identificacion y caracterizacion de este fotorreceptor surgid finalmente de
estudios sobre el fotocontrol de la germinacion de las semillas de lechuga. En 1952, Borthwick y
col. encontraron que la promocién de la germinacidon por pulsos de R podia ser prevenida por
pulsos de RL dados en forma inmediata luego del R. Lo mas llamativo de esta respuesta dual a la
luz era que si se daba en forma alternada una serie de pulsos de R y RL, la respuesta fisiolégica
(promocion o inhibicién de la germinacion) dependia de las caracteristicas del ultimo pulso de
luz. Si la secuencia terminaba con R, la mayoria de las semillas germinaban durante la incubacién
posterior en oscuridad; en cambio, si la serie terminaba con RL, la mayoria de las semillas

permanecian dormidas.

OSCURIDAD R R — RL

Figura 1: Germinacion de las semillas de lechuga en oscuridad, después de un pulso de R y después de

un pulso de R seguido de RL, Borthwick y col., 1952.
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Los autores concluyeron brillantemente que la respuesta debia estar mediada por un unico
fotorreceptor, luego denominado fitocromo, que podia existir en dos estados llamados Pr y Pfr,
interconvertibles por R y RL. En 1959 Butler y col. fueron capaces de purificar parcialmente el

pigmento fotorreversible y demostraron que el mismo era una proteina.
1.2.3.1.  Propiedades estructurales y fotobioldgicas del fitocromo

Los fitocromos son proteinas solubles que existen como homodimeros de un polipéptido de
aproximadamente 1100 aminoacidos (120-124 KDa). La apoproteina de cada mondmero se
encuentra unida covalentemente a un cromoéforo, un tetrapirrol de cadena abierta denominado
fitocromobilina (Quail, 1991). En cada mondémero se pueden distinguir dos dominios
estructurales y funcionales: el dominio N-terminal (aproximadamente 70 KDa) contiene los sitios
necesarios para la unidn del croméforo a la apoproteina, y el dominio C-terminal
(aproximadamente 55 KDa) contiene los sitios necesarios para la dimerizacién (Quail, 1997). Los
fitocromos pueden encontrarse en dos estados, Pr y Pfr. El Pr, se caracteriza por un espectro de
absorcién con un maximo en 660 nm, mientras que el Pfr tiene un espectro de absorcion con un

maximo en 730 nm (Fig. 2).
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Figura 2: Espectro de absorcion del
fitocromo de Avena de 124-KD. Los
espectros de absorcion fueron
medidos después del tratamiento con
luz R (-----) que establece un Pft/P =
87 % y un pulso de uz RL ( __ )
que establece un Pft/P = 3 % Pr.
Riidiger y Thiimmler, 1994.
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1.2.3.2. Efecto de la luz sobre el fitocromo

Los fitocromos son sintetizados como Pr en una reaccién autocatalitica que se produce al

asociarse en el citoplasma la apoproteina con el croméforo (Lagarias & Lagarias, 1989, Terry et
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al., 1993). En las plantulas etioladas el 100 % de los fitocromos se encuentra en la forma Pr. Al
exponer plantulas etioladas a la luz, el Pr se fotoconvierte en Pfr. La fototransformacién involucra
la isomerizacidn cis-trans de uno de los doble enlaces del croméforo. Esta isomerizacion provoca
a su vez multiples rearreglos conformacionales de la proteina que conducen, luego de pasar por
varios estados intermediarios, a la formacién del Pfr (Furuya & Song, 1994). La
fototransformacion es fotorreversible y, por lo tanto, al absorber luz el Pfr se convierte

nuevamente en Pr (Figura 3).

Amax. 660 nm
Transcripcion Traduccion
PHY —% —— PHY Pr > P

< \

Amax. 730 nm \
cromoforo \
destruccion

reversion

Figura 3. La expresion del gen PHY da lugar a la apoproteina PHY que al acoplarse
autocataliticamente con el croméforo origina el Pr. La luz fotoconvierte el Pr a Pfr y
viceversa. El Pfr también puede destruirse o convertirse en Pr en una reaccién
independiente de la luz conocida como reversion.

Dado que los espectros de absorcion de las dos formas estan parcialmente solapadas (Fig. 2),
al irradiar una planta se establece un fotoequilibrio dinamico entre el Pr y el Pfr. La proporcion de
Pfr respecto al fitocromo total (Pfr/P) establecida por cada tratamiento luminico dependera de la
composicion espectral del mismo (Mancinelli, 1994). Luz monocromatica de 660 nm convierte
un 87 % del fitocromo a la forma Pfr, mientras que luz monocromatica de 730 nm establece un 3
% de Pfi/P. Cuando se exponen las plantulas a radiacidn policromatica, el Pfi/P estard
determinado principalmente por la proporcion de R y RL de la luz incidente (Mancinelli, 1994).
Cuanto mayor sea la relacion R/RL de la luz incidente, mayor sera el Pfi/P.

Los niveles de Pfr también son afectados por dos reacciones que no dependen de la luz: la

destruccién y la reversion a Pr (Fig. 3). La destruccion del Pfr ocurre a través de la via
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proteolitica mediada por las ubiquitinas (Clough & Vierstra, 1997). Esta reaccion, sin embargo,
no afecta en forma homogénea a todas las moléculas de fitocromo, siendo muy importante para el
fitocromo predominante en plantulas etioladas y muy poco importante para el fitocromo presente
en plantas des-etioladas. Por ultimo, la reversion del Pfr a Pr es una reaccién muy lenta
comparada con la fotoconversion Pr <> Pfr y, por lo tanto, s6lo es cuantitativamente importante
en tratamientos que incluyen periodos prolongados de incubacion en oscuridad 6 exposicién a luz

continua de muy bajos flujos (Vierstra, 1994).
1.2.3.3. Modos de accion de los fitocromos

Cuando las plantas etioladas son expuestas a la luz, la fotoconversion del Pr a Pfr desencadena
numerosos cambios morfoldgicos, fisiologicos, y moleculares. La induccidon de dichos cambios
podria ser consecuencia de la formacién del Pfr, de la desaparicion del Pr o de ambos eventos a la
vez. Sin embargo, el fenotipo de plantas transgénicas sobreexpresantes de fitocromo y de plantas
mutantes, con niveles reducidos o nulos de fitocromo, no se diferencia del fenotipo de las plantas
salvajes cuando todas son cultivadas en oscuridad. Por el contrario, las plantas transgénicas
sobreexpresantes de fitocromo presentan una respuesta exagerada a la luz, mientras que las
plantas mutantes con niveles reducidos o nulos de fitocromo presentan una respuesta disminuida
a la luz. El hecho que los niveles alterados de fitocromo no afecten el fenotipo en oscuridad,
cuando el fitocromo se encuentra en un 100% como Pr, y si lo hagan cuando las plantas son
expuestas a la luz, cuando parte del fitocromo se convierte de Pr a Pft, indica que la formacion
del Pft, y no la desaparicion del Pr, desencadena las respuestas (Fankhauser & Chory, 1997).

No obstante, la forma de actuar de los fitocromos es compleja y las respuestas inducidas por
este fotorreceptor no son una funcién sencilla de los niveles de Pfr establecidos por los
tratamientos luminicos. Por ejemplo, cuando se exponen semillas o plantulas etioladas a pulsos
breves de luz que establecen niveles crecientes de Pft/P, la curva que relaciona la magnitud de las
respuestas desencadenadas con los niveles de Pfi/P presenta dos fases (Fig. 4). La primera fase se
induce con niveles de Pfr/P inferiores al 0.01 % y alcanza la saturacién entre el 0.1 y el 10% de
Pfr/P. La segunda fase comienza a observarse con niveles de Pfr/P superiores al 20 % y se satura
con niveles cercanos al 60 %. La observacion de una relacién bifasica entre los niveles de
Pfr/P y la magnitud de las respuestas revela la existencia de dos modos de accion del fitocromo
(Casal et al., 1998).
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Al modo de accién asociado a la primer fase se lo denomina VLFR (del inglés Very Low
Fluence Responses), ya que los niveles de Pfi/P requeridos para inducirlo son establecidos por
flujos muy bajos de R. Las respuestas VLFR son tan sensibles a la luz que incluso pulsos de RL
establecen niveles de Pfi/P suficientes para saturarlas (Mancinelli, 1994).

Al modo de accién asociado a la segunda fase se lo denomina LFR (por Low Fluence
Responses), debido a que los niveles de Pfi/P que lo inducen se obtienen con pulsos de flujos
moderados de R (Mancinelli, 1994). Las LFR son las clasicas respuestas mediadas por el
fitocromo descubiertas durante los estudios del fotocontrol de la germinacién de la lechuga. La
caracteristica distintiva de estas respuestas es que son inducidas por pulsos de R y se inhiben si

inmediatamente luego del pulso de R se irradia a las plantas con un pulso de RL.

Pfr/P calculado (%)
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e LHCPRNAmen Figura 4: Respuesta de la
plantulas de arveja . germinacién  en  Arabidopsis
T 1.00 N Tavad ory, . thaliana (Cone et al., 1985), el
B semilas Arabidopsis . crecimiento del coledptilo en
® o075, Creskikniods come ¥ n Avena (Mandoli & Briggs, 1981) y
% en plantulas de avena . la sintesis d¢ ARNm de LHCP en
S 050 vv o v plantulas de arveja (Horwitz et al.,
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Un tercer modo de accion del fitocromo se manifiesta cuando se analizan las respuestas de las
plantulas etioladas a la luz continua. Las respuestas maximas a la luz continua se obtienen con
exposiciones prolongadas a altas irradiancias de RL (Beggs et al., 1980). Una caraceteristica de
las respuestas al RL continuo es que no cumplen la ley de reciprocidad. Esto significa que la
magnitud de las respuestas no depende exclusivamente del numero total de fotones provisto por
el tratamiento, sino también de la forma en que los fotones se distribuyen en el tiempo

(Mancinelli, 1994). Por ejemplo, la exposicion a varias horas de RL continuo desencadena una
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respuesta significativamente mayor que la exposicién a pulsos breves de RL repetidos en forma
horaria, ain cuando ambos tratamientos provean la misma cantidad total de fotones. La falla a la
ley de reciprocidad no se observa en las respuestas al R, donde los pulsos de luz y la luz continua
tienen el mismo efecto (Mazzella et al., 1997). Este hecho sugiere que las respuestas al RL
involucran dos modos de accién distintos, el VLFR que se activa con breves pulsos de luz, y otro
modo de accion diferente que se activa sélo con luz continua. Debido a que las respuestas al RL
continuo dependen fuertemente de la irradiancia, a este modo de accion se lo denomina HIR (por
High Irradiance Responses).

No obstante, dado que el fitocromo de las plantulas etioladas es inestable en la forma Pfr
porque se destruye o revierte a Pr, el RL continuo podria ser mas efectivo que los pulsos de RL
simplemente porque la luz continua mantendria constantes los niveles de Pfr. Sin embargo, el RL
continuo es mucho mas efectivo incluso que muy bajos flujos de R continuo que (debido al
incremento en la proporcién Pfr que revierte a Pr a muy bajas irradiancias) establecen niveles
similares y constantes de Pfr en el tiempo (Heim & Schifer, 1984). Esto revela que las respuestas
HIR, a diferencia de las VLFR y las LFR, no pueden ser explicadas simplemente por los niveles
de Pfr. Si bien elegantes experimentos fotobioldgicos de la década del 60 demostraron que las
respuestas al RL continuo estaban mediadas por el fitocromo, no esta claro ain que parametro del
fitocromo las desencadena (Hartmann, 1966). La dependencia de las respuestas HIR de la
irradiancias y de luz continua ha llevado a algunos autores a proponer que las mismas serian
desencadenadas por un intermediario inestable producido durante la fotoconversién entre las
formas Pr y Pfr (Johnson & Tasker, 1979).

1.2.3.4. Los fitocromos, una familia de proteinas

La caracterizacion inmunolégica del fitocromo llevada a cabo a comienzos de los 80’ revel6
que, incluso en una misma especie, existia mas de un tipo de fitocromo. Una vez que los genes de
los fitocromos comenzaron a ser clonados y caracterizados quedo en evidencia que los fitocromos
constituian una famila de genes relacionados. En la planta superior Arabidopsis thaliana, una
dicotileddnea, existen y se expresan cinco genes de fitocromo distintos denominados PHYA a
PHYE (Clack et al., 1994; Sharrock and Quail, 1989). En otras dicotiledéneas, como el tomate,
también serian cinco los genes que codifican fitocromos (homoélogos a los genes PHYA-E de
Arabidopsis), mientras que en las monocotiledoneas soélo existirian tres genes de fitocromos,
homoélogos al PHYA, PHYB y PHYC (Pratt et al, 1997; Mathews & Sharrok, 1997). La
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comparacion de secuencias entre los distintos fitocromos indic6é que los fitocromos de distintas
especies (incluso si se compara mocotiledéneas con dicotiledéneas) son mas parecidos entre si
que los distintos fitocromos de una misma especie. Estos analisis sugieren que los distintos
fitocromos se originaron a partir de un unico ancestro comun, a través de sucesivas duplicaciones
(Mathews & Sharrok, 1997).

El phyA y el phyB son los fitocromos mas abundantes y por lo tanto son los que mas han
caracterizados a nivel bioquimico, biofisico y molecular. El phyA y el phyB tienen espectros
similares de absorcién y se supone que ambos compartirian el mismo croméforo (Braslavsky et
al.,, 1997; Terry et al, 1997). En cuanto a su distribucion espacial, el gen PHYA se expresa
intensamente en todo tipo de tejidos (Somers & Quail, 1995). La proteina se acumula en altas
cantidades en plantulas etioladas, pero sus niveles disminuyen dramaticamente luego de la
exposicion a la luz (Somers et al., 1991). La caida en los niveles de phyA a la luz se debe a que el
Pfr del phyA es rapidamente degradado por la via de las ubiquitina y el proteasoma 26S (Clough
& Vierstra, 1997). La disminucién de los niveles de phyA a la luz también es consecuencia de la
represion mediada por el Pfr de la expresion del gen PHYA (Colbert et al., 1983). El patrén
espacial de expresion del phyB parece ser similar al del PHYA, pero el phyB se diferenciaria del
phyA en cuanto a su abundancia relativa (Somers et al, 1995). Los niveles del phyB son 100
veces mas bajos que los del phyA en plantas etioladas, pero similares o superiores a éste en
plantas verdes. Esto se debe a que el phyB es mucho mas estables que el phyA en la forma Pfr
(Somers et al., 1991) y, si bien sus niveles de expresion son mas bajos, los niveles de su proteina
se mantienen constantes en el tiempo.

La localizacion celular de los fitocromos ha sido objeto de debate por mucho tiempo. A pesar
de la existencia de algunos trabajos que sugerian una asociacion a las membranas, la mayoria de
los estudios indican que los fitocromos son proteinas solubles con localizacion citoplasmatica
(Quail et al., 1995). Recientemente, sin embargo, se han obtenido evidencias que tanto el phyA
como el phyB tienen localizacion citos6lica sélo en oscuridad, y migran al nucleo al ser
expuestos a la luz (Yamaguchi et al., 1999; Kircher et al., 1999).

1.2.3.5. Funciones sensoriales de los distintos fitocromos

La existencia de mas de un tipo de fitocromo llevé rapidamente a proponer que la variedad de
sefiales luminicas percibidas por este fotorreceptor reflejaria la accién de distintos fitocromos

(Smith & Whitelam, 1990). La obtencién de plantas mutantes y/o transgénicas con niveles
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incrementados o reducidos de phyA, phyB, phyC, phyD 6 phyE, ha permitido investigar esta
hipétesis en detalle (Koomneef et al., 1980; Adamse et al., 1988; Boylan & Quail, 1989; Kay et
al., 1989; Keller et al., 1989; Reed et al., 1993; Parks & Quail, 1993; Nagatani et al., 1993;
Whitelam et al., 1993; van Tuinen et al, 1995 a; van Tuinen et al., 1995 b; Halliday et al., 1997,
Aukerman et al., 1997; Quin et al., 1997; Devlin et al., 1998).

La caracterizacién de plantas con niveles alterados de phyB indica que el phyB afecta el
desarrollo de las plantas durante todo su ciclo de vida. Los mutantes de phyB presentan
deficiencias en la germinacion y en el proceso de desetiolacion (desarrollo de los cotiledones,
inhibicién del alargamiento de los hipocotilos) en respuesta al R en el rango del LFR, pero
responden normalmente al RL continuo (HIR) y a los pulsos de RL (VLFR) (Reed et al., 1993;
Botto et al., 1995; Shinomura et al., 1996). En el estadio adulto, las plantas mutantes de phyB
presentan atenuadas las respuestas a bajas relaciones R/RL y a pulsos de RL dados al final del
dia, dos tratamientos que simulan los cambios en el ambiente luminoso asociados a la presencia
de plantas vecinas, sugiriendo que el phyB seria uno de los principales fotorreceptores de estas
sefiales (Ballaré et al., 1991; Whitelam & Smith, 1991; Robson et al., 1993).

La caracterizacion de plantas mutantes y transgénicas con niveles alterados de los fitocromos
C, D y E indica que estos fotorreceptores tienen funciones sensoriales similares al phyB, es decir
que estan involucrados en la percepcion del R en el rango del LFR pero, en algunos casos, se
diferenciarian del phyB en el grupo de procesos fisioldgicos que controlan (p. €j., el phyC estaria
especificamente involucrado en el control del crecimiento de las hojas y no en el crecimiento de
los hipocotilos) (Halliday et al., 1997; Quin et al., 1997; Aukerman et al., 1997; Devlin et al,,
1998).

Las funciones fotoperceptivas del phyA parecen ser diferentes de las del resto de los
fitocromos. Estudios realizados con plantas mutantes y transgénicas con niveles alterados de
phyA revelaron que este fotorreceptor controla la germinacion y la desetiolacion de las plantulas
en respuesta a los pulsos de RL (VLFR) y al RL continuo (HIR) (Dehesh et al., 1993; Heyer et
al., 1995; Nagatani et al., 1993; van Tuinen et al., 1995; Whitelam et al., 1993). La ausencia de
phyA, sin embargo, no afecta la desetiolacion bajo R en el rango del LFR, ni bajo luz blanca
provista por tubos fluorescentes; tampoco afecta el fenotipo de plantas adultas ni reduce las
respuestas a pulsos de RL dados al final del dia 6 a bajas relaciones R/RL establecidas
artificialmente durante el fotoperiodo (Nagatani et al., 1993; Whitelam et al., 1993; van Tuinen et

al., 1995; Heyer et al., 1995). Estas observaciones, sumadas al hecho que los niveles de phyA se
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reducen notablemente en plantas expuestas a la luz, llevaron a proponer que en condiciones
naturales el phyA tendria un rol secundario en la desetiolacién y no participaria del control del
desarrollo en las plantas adultas.

No obstante, si bien la caracterizacion de plantas mutantes y transgénicas con fuentes
artificiales de luz es util como primera aproximacioén para investigar el rol sensorial de los
fotorreceptores, debe tenerse mucha cautela al extrapolar las conclusiones derivadas de estos
experimentos hacia interpretaciones sobre el significado ecoldgico de la accion de los
fotorreceptores. Por ejemplo, asumir que los fenotipos de plantas crecidas bajo luz blanca
provista por tubos fluorescentes seran iguales a los fenotipos de las mismas cuando son cultivadas
bajo radiacion natural es apresurado. Las diferencias entre la luz solar y la luz provista por tubos
fluorescentes no son triviales ya que esta ultima tiene una alta proporcion de luz azul y roja, pero,
a diferencia de la luz solar, carece casi por completo de RL. Siendo el RL la longitud de onda mas
eficiente para activar el phyA, es posible suponer que en condiciones naturales de radiacién la
ausencia del phyA tenga un impacto importante sobre el crecimiento y el desarrollo de las
plantas.

En las plantulas etioladas, el phyA es el unico fotorreceptor capaz de percibir el RL. Por lo
tanto, es posible pensar que la accion de este fotorreceptor podria ser muy importante para la
desetiolacion de plantulas que emergen bajo canopeos muy densos. Por otro lado, las plantas
adultas responden no sélo a los cambios en la calidad, sino también a los cambios en la cantidad
de luz que provocan las plantas vecinas. Dado que las respuestas mediadas por el phyA dependen
de la irradiancia, este fotorreceptor podria estar involucrado en percibir el sombreado provocado
por la presencia de plantas vecinas. Por 1ultimo, debido a su inestabilidad, los niveles de Pfr del
phyA se reducen al comenzar la noche (se destruye el Pfr presente y no hay luz para
fototransformar el nuevo Pr que se sintetiza) y se incrementan al amanecer. Esto hace del phyA

un gran candidato a participar del proceso de medicion de la longitud de los dias.

1.3. MECANISMOS DE ACCION Y VIAS DE TRANSDUCCION DE SENALES DE
LOS FITOCROMOS

Si bien el fitocromo fue descubierto hace mas de 40 afios, los mecanismos por medio de los
cuales regula el desarrollo de las plantas son todavia mayoritariamente desconocidos. Adn no
sabemos con certeza cual es el mecanismo bioquimico que se pone en marcha cuando el

fitocromo es excitado por la luz, ni quién(es) es(son) el blanco incial de accién del mismo. Por
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otro lado, dado que los fitocromos son una familia de proteinas, otra pregunta que surge es si el
mecanismo de accion es el mismo para los distintos fitocromos o no.

La posibilidad de que el fitocromo fuera una enzima cuya actividad estuviera regulada por la
luz fue planteada hace casi 40 afios (Butler et al., 1959). Aunque esta hipétesis fue abandonada
tempranamente, nuevas evidencias sugieren que el fitocromo podria actuar como una kinasa de
proteinas. Recientemente se descubrid que la cianobacteria Synechocistis sp. PCC6803 posee un
gen con un 30 % de homologia a los fitocromos en el dominio N-terminal, mientras que el
dominio C-terminal tiene una alta similitud con las histidin-kinasas de los sistemas sensorios-
regulatorios bacterianos (Yeh et al., 1997). Esta proteina de Synechocistis es capaz de unirse
autocataliticamente al croméforo de los fitocromos y su espectro de absorcion es modificado
fotorreversiblemente por el R y RL, indicando que funcionalmente seria un fitocromo. El
fitocromo de Synechocistis es capaz de autofosforilarse y de transferir el fosfato a una proteina
codificada en el mismo operdn (Yeh et al., 1997). Estos hallazgos llevaron a postular que los
fitocromos de plantas superiores actuarian también como kinasas de proteinas (Elich & Chory,
1997). Existen en los fitocromos de plantas superiores dos dominios caracteristicos de kinasas de
proteinas, uno de ellos similar a las kinasas de histidina y el otro con homologia a las kinasas de
serina y treonina. Estos dominios habrian evolucianado a partir de la duplicacién de un antecesor

comun, similar al dominio con actividad de kinasa de histidinas de Synechocistis.
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Figura 5. Modelo de evolucién molecular de fitocromos eucariéticos, por medio de la
duplicaciéon del modulo con homologia a kinasas de histidinas presente en el fitocromo de
Synechocistis.

Recientemente se ha demostrado que el fitocromo A de avena tiene actividad serin-treonin-
kinasa (Yeh & Lagarias, 1998). El fitocromo A de avena es capaz de autofosforilarse y de
fosforilar otras proteinas, siendo esta fosforilacién dependiente de la luz. Sin embargo aln no hay
evidencias de que la actividad kinasa esté vinculada a la actividad biolégica de este fotorreceptor

y, por lo tanto, el mecanismo de accion de los fitocromos es ain objeto de debate.
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Si bien no conocemos con certeza cual es el mecanismo bioquimico de accién de los
fitocromos, existen evidencias indirectas que sugieren que el phyA y el phyB actuarian de manera
similar. Esta idea proviene de experimentos donde se analizo el efecto de la sobreexpresiéon de
phyA, phyB y phy quiméricos que tenian el dominio N-terminal del phyA y el C-terminal del
phyB y viceversa. En estos experimentos se observé que los dominios N-terminal eran
responsables de la especificidad fotosensoria de los fitocromos. Los dominios C-terminales, en
cambio, son necesarios para la actividad regulatoria y no presentan especificidad alguna. El hecho
que los dominios C-terminal pudieran ser intercambiados sin problema alguno sugiere que la
actividad regulatoria seria la misma para ambos fitocromos (Wagner et al., 1996).

Otra evidencia de la existencia de un mecanismo de accion comun para el phyA y el phyB
proviene de una aproximacion en la que se buscé identificar mutantes de phyA y phyB que
tuvieran afectada la capacidad de desencadenar respuestas biolégicas pero que conservaran los
niveles y las propiedades fotobioldgicas normales de estos fotorreceptores. Sorprendentemente, la
mayoria de las mutaciones con estas caracteristicas estaban concentradas en 160 aminoacidos del
extremo C-terminal de la proteina, sugiriendo que esa region estaria involucrada en la transmision
de la sefial. El hecho que las mutaciones se concentraron en esa region tanto del phyA como del
phyB, indicaria que ambos fitocromos compartirian el mismo mecanismo de accién (Quail et al.,
1995).
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Figura 6. Mapa de las sustituciones aminoacidicas detectadas en mutantes regulatorios de

phyA y phyB (Quail, 1997).
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Uno de los debates fotomorfogénicos mas antiguos es si los fitocromos poseen una 6
multiples acciones primarias. La hipdtesis que sostiene que los fitocromos son capaces de activar
multiples vias de transduccidn de senales fue planteada originalmente para explicar la diversidad
de modos de accion de estos fotorreceptores. Segtn esta hipétesis los cambios morfoldgicos,
fisioldgicos y moleculares producidos en respuesta a los muy bajos flujos de R (VLFR), a los
flujos moderados de R (LFR) y a las altas irradiancia de RL (HIR) serian el reflejo de distintas
vias de transduccion de sefiales desencadenadas por los fitocromos.

Hoy en dia sabemos que el phyA desencadena el VLFR y el HIR mientras que el phyB es el
responsable del LFR. Por lo tanto, de acuerdo a la hipétesis recién mencionada, el Pfr del phyB
formado en respuesta a flujos moderados de R desencadenaria una via de transduccion de sefiales
distinta a la del phyA. A su vez, el phyA tendria dos vias de accién diferentes. La primera, el
VLFR, seria desencadenada por el Pfr del phyA. Esta via seria muy sensible e incluso
tratamientos luminicos que establecen muy bajos niveles de Pfr serian suficientes para saturarla.
La otra via, el HIR, seria desencadenada por altas irradiancias de RL continuo. Este tratamiento
permitiria la acumulacion de un intermediario excitado e inestable resultante del ciclado entre el
Pr y el Pfr, el cudl pondria en marcha una cadena de transduccion de sefiales distinta a la

desencadenada por el Pfr del phyA (Fig. 7).
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En los ultimos tiempos diferentes aproximaciones han permitido identificar proteinas que
constituirian los blancos de la accién inicial de los fitocromos, asi como también moléculas que
actuarian como componenetes de las vias de transduccion de sefiales de estos fotorreceptores.

La utilizacion del sistema de dos hibridos de levaduras ha permitido encontrar proteinas que
interactuan especificamente con los fitocromos (Ni et al., 1998; Fankhauser et al., 1999). Algunas
de estas proteinas han sidos denominadas PIF, por Phytochrome Interacting Factors, y se especula
que podrian ser los blancos iniciales de accidén de los fitocromos. In vitro PIF3 interactia tanto
con el phyB como con el phyA y las plantas transgénicas con el gen PIF3 en antisentido se
caracterizan por una sensibilidad reducida al R y al RL. Por el contrario, PIF2 interactia
especificamente con el phyB y no con el phyA. Estos resultados sugieren que el phyA y el phyB
tendrian algunos blancos de accién en comim, mientras que otros serian especificos.

Conclusiones similares se han obtenido utilizando aproximaciones genéticas. Tres tipos de
mutantes de las vias de transduccion de sefiales luminicas han sido aislados hasta ahora. El primer
grupo esta integrado por mutantes que tienen una sensibilidad disminuida a la luz, el segundo
grupo esta constituido por mutantes que tienen una respuesta exagerada a la luz, y el tercer grupo
por mutantes que se comportan a la luz como si estuvieran en la oscuridad, es decir presentan
respuestas constitutivas a la luz (Quail, 1998). Dentro del primer grupo, los mutantes red!, pef2 y
pef3 se caracterizan por presentar respuestas reducidas al R en el rango del LFR (Ahmad &
Cashmore., 1996; Wagner et al., 1997), mientras que los mutantes fhy! y fhy3 sélo presentan
reducidas las respuestas HIR, es decir las respuestas a altas irradiancias de RL (Whitelam et al.,
1993). Las respuestas de estos mutantes en el rango del VLFR no han sido analizadas ain. La
existencia de mutantes que afectan las respuestas LFR y no las HIR y viceversa sugiere
fuertemente que el phyA y el phyB activan diferentes vias de transduccidon de sefiales. Por otro
lado, la mutante pef! tiene respuestas reducidas tanto al R como al RL indicando nuevamente que
algunos de los componentes las vias de transduccidon de sefiales del phyA y del phyB son
comunes y otros son especificos (Ahmad & Cashmore, 1996).

Posibles componentes bioquimicos de las vias de transduccion de sefiales de los fitocromos
fueron identificados recientemente analizando el efecto de la microinyeccién de potenciales
moléculas mensajeras (conocidas por su accidn en otros sistemas) sobre las respuestas mediadas
por este fotorreceptor. Este enfoque revel6 la existencia de tres vias de transduccion de sefiales
diferentes que operarian en forma posterior a la accion de las proteinas G (Bowler & Chua, 1994).

La primera requiere GMPc como intermediario y conduce a la activacion del gen CHS y a la
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sintesis de antocianas. El calcio y la calmodulina forman parte de la segunda cascada, que
conduce a la activacién del gen CAB y al desarrollo parcial de los cloroplastos. Por altimo, tanto
el calcio como el GMPc son necesarios en forma conjunta para la activaciéon del gen FNR y la
maduracién completa de los cloroplastos. La posibilidad que estas diferentes cascadas de
transducciéon de sefiales estén asociadas a los distintos modos de accién identificados
fotobiologicamente ha sido recientemente planteada, pero no ha sido investigada ain (Mustilli &
Bowler., 1997).

En resimen, las evidencias genéticas, moleculares y bioquimicas disponibles son consistentes
con la hipdtesis que sostiene que las respuestas LFR desencadenadas por el phyB y las respuestas
desencadenadas por el phyA estan mediadas por vias de transduccidon de sefiales diferentes,
aunque con algunos elementos en comun.

Hasta ahora, sin embargo, no se ha explorado debidamente por medio de aproximaciones
genéticas, bioquimicas o moleculares la posibilidad de que el phyA actie a través de dos vias

distintas de transduccién de sefiales, que se corresponderian con las respuestas VLFR y HIR.

1.4. OBJETIVOS DE LA TESIS

Esta tesis tiene como objetivo central incrementar el conocimiento disponible sobre las
funciones sensoriales y los mecanismos de accion del phyA.

En la primer parte de la tesis se investigara el rol que cumple el phyA durante la desetiolacion
y el posterior crecimiento y desarrollo de las plantas en condiciones naturales de radiaciéon. La
hipétesis que se pone a prueba es que el phyA participa del ajuste del desarrollo de las plantas en
condiciones naturales en respuesta a cambios en la cantidad y en la duracién de la luz incidente.

En la segunda parte de la tesis se intentara dilucidar los mecanismos a través de los cuales el
phyA transduce las sefiales luminicas percibidas en cambios en el patréon de crecimiento y
desarrollo. La hipdtesis es que el phyA actia a través de dos vias de accion. Una, el VLFR, es
desencadenada por el Pfr del phyA y se satura con muy bajos flujos de luz. La otra, el HIR, es
desencadenada por un estado aun no identificado del fitocromo que se acumula en respuesta a

altas irradiancias de RL.



FUNCIONES SENSORIALES DEL FITOCROMO A (1)

ROL DEL FITOCROMO A EN LA DES-ETIOLACION Y EN LA PERCEPCION DE
PLANTAS VECINAS BAJO CONDICIONES NATURALES DE RADIACION

INTRODUCCION

Los fitocromos constituyen una familia de fotorreceptores, encontrandose en Arabidopsis
thaliana y en tomate, representada por 5 genes distintos (Clack et al., 1994; Sharrock & Quail,
1989, Pratt et al., 1997). Los mas caracterizados de estos son el phyA y el phyB. La utilizaciéon de
mutantes con niveles reducidos (o nulos) de phyA o phyB y de plantas transgénicas que
sobreexpresan o subexpresan estos fotorreceptores, en combinacién con tratamientos luminicos
clasicos de laboratorio, ha permitido revelar los posibles roles fotoperceptivos de estos
fitocromos. Se sabe que la fuerte inhibicion del alargamiento del tallo causada por RL continuo
en plantulas etioladas estd mediada por el phyA, mientras que el phyB parece ser totalmente
innecesario para esta respuesta (Parks & Quail., 1993; Dehesh et al., 1993; McCormac et al.,
1993; Nagatani et al., 1993; Parks & Quail, 1993; Whitelam et al., 1993). En contraste, las
repuestas al R continuo en plantas etioladas, y las respuestas a pulsos de RL dados al final del dia
en plantas des-etioladas parecen estar mayoritariamente mediadas por el phyB (Lopez Juez et al.,
1992; McCormac et al., 1993; Nagatani et al., 1991; Parks & Quail, 1993).

Si bien la informacion obtenida con experimentos de laboratorio bajo condiciones controlados
constituye la base para nuestra comprension de la funcién de los fotorreceptores, las diferencias
cualitativas y cuantitativas entre la iluminacién artificial y la radiacion natural no son triviales y,
en consecuencia, el significado ecolégico de los resultados obtenidos en condiciones artificiales
de radiacion es incierto. Por ejemplo, los mutantes de phyA presentan un fenotipo etiolado bajo
RL, pero tienen un fenotipo des-etiolado indistiguible de las plantas salvajes (WT) cuando se las
cultiva bajo luz blanca continua provista por tubos fluorescente (van Tuinen et al., 1995;
Whitelam et al., 1993). Este resultado ha llevado a varios investigadores a sugerir
apresuradamente que el phyA no cumpliria un rol importante durante la des-etiolacién y el
posterior desarrollo de las plantas en condiciones naturales. Sin embargo, asumir que los
fenotipos de las plantas crecidas bajo luz blanca provista por tubos fluoresentes seran iguales a
los fenotipos de las mismas plantas cultivadas bajo radiacién natural no es aconsejable. La luz

provista por los tubos fluorescentes tiene una alta proporcién de luz azul y roja, pero, a diferencia
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de la luz solar, carece casi por completo de RL. Siendo el RL la longitud de onda mas eficiente
para activar el phyA, es posible suponer que en condiciones naturales de radiacion (que poseen
una proporcion de RL similar a la de R) la ausencia de phyA tenga un impacto importante en el
proceso de des-etiolacion y en el posterior desarrollo de las plantas.

En esta parte de la tesis se investigara el rol del phyA en el control del desarrollo en plantas
cultivadas en condiciones naturales de radicacion. En particular se analizara el rol del phyA en la
percepcion de la transicion oscuridad/luz que ocurre durante la emergencia de las plantulas asi
como también el rol que cumple el phyA en la percepcion de los cambios en el ambiente
luminoso producidos por la presencia de plantas vecinas. Para dilucidar el rol del phyA en dichos
procesos se compararan las respuestas a distintos estimulos luminicos de plantas normales y
plantas mutantes de Arabidopsis thaliana y/o de plantas de papa (Solanum tuberosum L.)

transgénicas con niveles reducidos o incrementados de phyA.

RESULTADOS

Rol del phyA durante la emergencia de plantas en suelos cubiertos de vegetacién

Uno de los cambios mas marcados en el desarrollo de una planta que germina bajo la
superficie del suelo es la inhibicidn del crecimiento longitudinal del hipocotilo o del tallo que se
produce cuando la planta emerge y queda expuesta a la luz. Si bien las semillas de numerosas
especies requieren luz directa para germinar, un porcentaje variable del banco de semillas del
suelo germina adn en la oscuridad reinante varios centimetros por debajo de la superficie. Con
frecuencia, las plantulas emergeran en una superficie ya cubierta por otras plantas. La luz que
llega a la superficie de un suelo con abundante vegetacion es muy escasa y, por lo tanto, las
plantulas deben poseer un mecanismo especial que les permita distinguir entre la oscuridad que
encuentran bajo tierra y la lluz escasa que encuentran bajo canopeos muy densos. Los tejidos
fotosintéticos absorben principalmente la luz roja y azul, pero poco la RL, de modo que el
ambiente luminico bajo canopeos muy densos esta altamente enriquecido en ésta Gltima longitud
de onda. El phyA es, en condiciones de laboratorio, el unico fotorreceptor capaz de distinguir la
diferencia entre oscuridad y RL, y suponemos que este fotorreceptor seria el responsable de
inducir la des-etiolacién de plantulas bajo canopeos muy densos.

Para investigar el proceso de des-etiolacion en plantas que emergian en suelos ya cubiertos con

otras plantas analizamos el crecimiento del hipocotilo de plantulas de Arabidopsis cultivadas bajo
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canopeos de Triticum aestivum sembrados a diferentes densidades. Incrementos en la densidad
produjeron reducciones tanto en la irradiancia como en la relacién R/RL (Fig. 1). Las mayores
diferencias entre genotipo se observaron bajo canopeos muy densos, donde el mutante phyA
mostraba hipocotilos extremadamente largos (Fig. 1 y 2) y no se des-etiolaba adecuadamente. El
mutante phyA mostrd, ademas, una disminucidn en la capacidad de sobrevivir bajo canopeos muy
densos, siendo el porcentaje de plantulas vivas luego de dos semanas bajo canopeos muy densos

de 58 % para el genotipo WT y de 25 % para las mutantes phyA).
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Figura 2. Plantulas de Arabidopsis thaliana WT (derecha) y mutante phyA4-1 (izquierda)
emergiendo debajo de un canopeo muy denso de trigo.

Rol del phyA en el control del crecimiento de plantulas que emergen en suelos descubiertos

La luz solar plena tiene un componente importante de RL y, por lo tanto, es posible que
también el desarrollo de las plantas con niveles reducidos o incrementados de phyA se vea
alterado cuando éstas emergen en suelos descubiertos. En plantas de Arabidopsis thaliana el
alargamiento del hipocotilo fue significativamente reducido por la exposiciéon directa a
fotoperiodos naturales, tanto en las plantas del genotipo salvaje como en la mutante deficiente en
phyA (Fig. 3). Sin embargo, si bien la inhibicion del alargamiento del hipocotilo por la luz solar
fue muy importante en el mutante de phyA, la inhibicién del alargamiento por la luz fue mayor en
el WT, observandose esto en el hecho que el largo del hipocotilo de las plantas WT es
significativamente mayor que el de las mutantes de phyA cuando ambas son cultivadas bajo luz
solar directa. Este resultado indica que el phyA participa en el control del crecimiento en plantas
que emergen en suelos descubiertos y sugiere que otros fotorreceptores (otros fitocromos y/o

criptocromos) también participan del control de este proceso.
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Figura 3. Largo del hipocotilo de plantulas WT y de mutantes phyA cultivados por 7 dias bajo
luz solar directa o en completa oscuridad (en invernaculo). Los datos son promedios + e.e. de
19-20 (luz solar directa) 6 12 (oscuridad) réplicas.

Con el fin de analizar el impacto de niveles reducidos o incrementados de phyA en una especie
diferente a Arabidopsis thaliana se analiz6 el comportamiento de plantas de papa con distintos
niveles de phyA cultivadas en invernaculo bajo radiaciéon natural. Una relaciéon negativa fue
observada entre los niveles de phyA y la tasa de elongacién del tallo (Fig. 4 y 5). Los efectos de
phyA sobre el crecimiento en largo del tallo se observaron durante las primeras 3 semanas de

crecimiento y tendian a desaparecer posteriormente (datos no mostrados).
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Figura 5. Plantas de papa WT y transgénicas con niveles incrementados (+phyA) o reducidos
(-phyA) de phyA cultivadas durante dos semanas bajo luz solar directa.

El crecimiento radial del tallo, por otro lado, fue mayor en las plantas con niveles
incrementados de phyA y menor en las plantas con niveles disminuidos de phyA, comparadas

con las WT, en plantas cultivadas 1 mes bajo radiacion natural (Fig. 6).
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Figura 6. Relacion directa entre los niveles de phyA y el crecimiento radial del tallo en
plantas de papa WT y transgénicas que sobreexpresan o subexpresan phyA cuando las
mismas son cultivadas por un mes bajo radiacion natural. Los datos son promedios y e.e. de
8 repeticiones.
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Rol del phyA en la percepcion de las plantas vecinas

Percepcion de las sefiales tempranas

La disminucion de la relacién R/RL de la luz propagada en forma horizontal que se produce
como consecuencia de la reflexion selectiva de RL por las hojas de las plantas (Ballaré et al.,
1987) constituye una sefial temprana de la presencia de plantas vecinas, observable ain con
anterioridad a que las plantas se sombreen entre si. Uno de los cambios mas importantes que se
produce en las plantas en respuesta a la reduccién de la relacion R/RL provocada por la presencia
de plantas vecinas es la promocion del alargamiento del tallo. Con el objetivo de investigar si el
phyA cumple algin rol en esta respuesta se cultivaron plantulas de Arabidopsis WT y mutantes
phyA, ya sea en forma aislada de la vegetacion circundante o hacia el norte de un canopeo de
Chenopodium quinoa (en la figura 6 se puede ver un esquema de un disefio experimental similar
al utilizado en este caso). Las plantas de Arabidopsis ubicadas hacia el norte del canopeo recibian
RL reflejado por este pero no eran sombreadas por el mismo. La relacion R/RL de la luz
propagada en forma horizontal se redujo de 0.93 a 0.86, mientras que la irradiancia en el azul y en
el rojo no fue afectada. La presencia de vecinos promovié el alargamiento del hipocotilo en el

WT pero no en las mutantes phy4 o phyB (Fig. 7).

& Planta con vecinas
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Figura 7. Largo del hipocotilo de plantulas WT y de los mutantes, phy4 y phyB cultivados
por 7 dias hacia el norte de un canopeo de Chenopodium quinoa (plantas con vecinas),
comparado con plantas cultivadas bajo luz solar directa (plantas aisladas). Los datos son los
promedios * e.e. de 8-9 réplicas. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos (dentro de cada genotipo), P<0.05.
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Adicionalmente, se analizé la respuesta de plantulas de Arabidopsis a reducciones artificiales
de la relacion R/RL de la luz propagada horizontalmente. La adicién lateral de RL (140 pmoles
m~ s™) durante el fotoperiodo redujo el R/RL de la luz propagada horizontalmente de 0.93 a 0.83.
Esta reduccion de la relaciéon R/RL, al igual que la provocada por el RL reflejado por vecinos no
sombreantes (Fig. 7), promovi6 el alargamiento en las plantulas WT pero no en el mutante p/yB
(Fig. 8). Por el contrario, el mutante phyA que no habia mostrado respuesta alguna a los vecinos
que reflejaban RL sin sombrear respondié normalmente a la reduccién simulada del R/RL
provocada por la fuente artificial de RL (Fig. 8).
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La discrepancia observada entre los resultados obtenidos con plantas vecinas y con reducciones
artificiales de la relacién R/RL podria deberse a que si bien el valor de la reduccién en la relacién
R/RL fue similar en ambos casos cuando se midié durante el mediodia de un dia soleado, la
disminucion de la relacion R/RL con el RL adicionado artificialmente fue constante, mientras
que aquella provocada por la presencia de plantas vecinas seguramente varia con la hora del dia y
las condiciones climaticas. El hecho que el mutante phyB no responda en ninguno de los dos

casos a la reduccion de la relacion R/RL sugiere que este fotorreceptor participa directamente de
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la percepcion de esta sefial. Por el contrario, el hecho que el mutante phy4 no responda a la
reduccion en la relacion R/RL provocada por la presencia de plantas vecinas pero si responda a
reducciones artificiales en la relacién R/RL (probablemente mas intensas) sugiere que el phyA
no participa directamente de la percepcion de esta sefial sino que més bien modula la sensibilidad
a la misma.

Los efectos del phyA sobre la percepcién temprana de plantas vecinas fueron investigados
también en plantas de papa, comparando la tasa de crecimiento del tallo de plantas aisladas, con
el de plantas ubicadas hacia el norte de un cerco de plantas de Lolium multiflorum que no
afectaban la cantidad de radiacién fotosintéticamente activa incidente. La relacion R/RL de la
radiacién propagada en forma horizontal (detectada por medio de un sensor dirigido hacia el sur)
fue de 1.0 en plantas aisladas y de 0.5 en plantas que crecian hacia el norte del canopeo. La
presencia de plantas vecinas que no sombreaban promovi6 significativamente el alargamiento del
tallo en las plantas WT pero no tuvo efecto significativo en las plantas transgénicas ya sea que

sobre o sub-expresaban phyA (Fig. 9).
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Para investigar los efectos del phyA sobre la sensibilidad de las plantas a reducciones en la
relacién R/RL, se expusieron plantas de papa por 3 d consecutivos a un pulso de luz al final del
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dia, con distintas proporciones de R y RL y que por lo tanto establecia distintos niveles
calculados de Pfi/P (87%, 61%, 33% y 3%). Los tres genotipos respondieron a pulsos de final del
dia de RL puro (3% Pftr/P) con un incremento significativo del alargamiento. La magnitud del
efecto, sin embargo estuvo directamente relacionada con los niveles de phyA. Un analisis
detallado de la forma de la relacién entre la tasa de alargamiento del tallo y los niveles de Pft/P al
final del dia indicé que las plantas con niveles reducidos de phyA eran menos sensibles que el
genotipo WT a reducciones en el Pfr/P (es decir, requerian reducciones mayores para manifestar
una respuesta). Por el contrario, plantas con niveles incrementados de phyA eran mas sensibles a

reducciones en la relaciéon R/RL (Fig. 10).

A = PFD RL Figura 10 A, B. La promocién del
PFD R alargamiento del tallo por bajas relaciones

7.5 R/RL establecidas al final del dia es
promovida por la actividad de phyA en
plantas de papa cultivadas bajo radiacion
natural. Plantas de papa WT y transgénicas
que sobreexpresan o subexpresan phyA
25 fueron cultivadas por dos semanas en el
invernaculo y subsecuentemente expuestas

por 3 da 7 h de luz solar terminadas con

sibexpresants sobreexpresante un pulso de 5 min de luz R o RL o de
de phyA de phyA mezclas de R+RL que establecian distintos
niveles de Pfr/P. A) Crecimiento del tallo
en plantas expuestas a pulsos de final del
dia que establecian niveles extremos de
Pfr/P (RL, 3% y R, 87%) y efecto
comparado del RL y el R (es decir el
incremento en el alargamiento de las
plantas tratadas con RL menos el
incremento en las plantas tratadas con R).
B) Efecto de los niveles intermedios de
0 . : B, Pfr/P expresados como proporcion de los
0 25 50 75 efectos maximos (es decir R vs RL =
Pfr/P calculado (%) 100%). Los datos son promedios y e.e. de

Percepcion de las seriales tardias

a=15,03
A®28, 03
2=39,03

5.0

Alargamiento del tallo (cm)

0.0

=

50

PFD R vsRL (%)

subexpresante de phyA {

Respuesta relatlva a

Cuando la densidad de la vegetacion se incrementa de modo que las plantas comienzan a
sombrearse, la absorcion de luz por las hojas de plantas vecinas provoca reducciones tanto en la
relacion R/RL como en la cantidad de azul, R y RL que llega al tallo (Ballaré et al., 1989). En

numerosas especies no sélo la reduccién en la relacién R/RL, sino también la reduccion en la
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cantidad de luz que llega al tallo, produce incrementos en la tasa de alargamiento del mismo. El
rol del phyA en la percepcion de esta tiltima sefal fue investigado. Se analizé la promocién del
alargamiento del hipocotilo de plantulas de Arabidopsis en respuesta a una reduccién general de
la irradiancia (50 %) 6 a reducciones selectivas en la cantidad de luz azul (90 %) o R+RL (70 %),
sin disminuir la relacién R/RL que era 1.06 bajo luz solar directa, 1.01 en el tratamiento sin azul

v 2.80 en el tratamiento con menos R+RL.
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En las plantulas WT el alargamiento fue promovido reduciendo tanto la irradiancia general
como reduciendo especificamente el azul 6 el R+RL (Fig. 11). El mutante phy4 mostré una
respuesta significativa a la reduccion general de la irradiancia, pero de menor magnitud que la

observada en las plantas WT y no mostr6é respuesta alguna a la reduccién especifica de la
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cantidad de R+RL (Fig. 11). Cuando se redujo sélo la cantidad de luz azul la respuesta del
mutante phyA fue incluso mayor a la del WT (Fig. 11). Estos resultados indican que en
Arabidopsis el phyA participa de la percepcion de la reducciéon de la cantidad de luz provocada
por el sombreado de las vecinas, sensando especificamente la cantidad de luz R+RL.

Para investigar el rol del phyA en la percepcion de reducciones en la cantidad de R+RL de la
luz que llega al tallo en plantas de papa, se colocaron filtros de vidrio conteniendo sulfato de
cobre (absorbe fuertemente tanto la luz R como la RL) o agua destilada alrededor del tallo de las

plantas, sin afectar la radiacion fotosintéticamente activa incidente sobre las hojas.
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La promocion del alargamiento causada por la disminucion en los niveles de R+RL incidentes
sobre los entrenudos, fue mayor en plantas con niveles incrementados de phyA comparada con
los incrementos producidos en las WT. La reduccion de la cantidad de R+RL no produjo efectos
significativos sobre el alargamiento del tallo en plantas con niveles reducidos de phyA (Fig. 12).

Estos resultados indican que el phyA es el fotorreceptor que desencadena la promocion del
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alargamiento del tallo de las plantas en respuesta a la reduccién de la cantidad de luz R y RL que

se produce por el sombreado entre las plantas.

DISCUSION

El analisis del desarrollo de plantas de Arabidopsis thaliana y de plantas de papa con distintos
niveles de phyA reveld que el phyA contribuye a controlar el crecimiento en condiciones
naturales de radiacion durante distintas etapas del ciclo de vida de las plantas y en respuesta a

diferentes sefiales ambientales.

1. El phyA seria el principal fotorreceptor responsable de desencadenar la des-etiolacion de

plantas que emergen bajo canopeos muy densos.

Mientras que en las plantas de Arabidopsis thaliana del genotipo salvaje (Fig. 1), y en los
mutantes phyB y cryl (datos no mostrados), la escasa luz presente bajo canopeos muy densos fue
capaz de inhibir el crecimiento del hipocotilo comparado con plantas cultivadas en oscuridad, el
crecimiento en extensiéon del hipocotilo fue virtualmente inalterado por la luz presente bajo
canopeos densos en el mutante phy4 (Fig. 1). La idea que el phyA podria ser importante para la
des-etiolacion en ambientes naturalmente enriquecidos en RL, como el presente bajo canopeos
muy densos, habia sido propuesta con anterioridad por otros investigadores basandose en el
hecho que en condiciones controladas este fotorreceptor mediaba las respuestas al RL continuo.
Sin embargo, esta idea era considerada con cautela debido a la falta de evidencia experimental
(Parks & Quail, 1993; Smith & Whitelam, 1990). En este trabajo no sélo mostramos que el phyA
cumple un rol fundamental en el control de la des-etiolacién bajo canopeos densos, sino que
observamos que la incapacidad del mutante phyd de des-etiolarse normalmente en esas
condiciones redujo la tasa de supervivencia de ese genotipo, comparado al salvaje. Este resultado
indica que la accion del phyA constituye efectivamente una ventaja adaptativa para aquellas

plantulas que emergen bajo canopeos verdes muy densos.
2. El phyA también afecta el crecimiento de plantas que emergen bajo luz solar directa.

Esto se deduce de observar que en Arabidopsis thaliana, el mutante phyA fué mas alto que el
WT incluso en plantulas expuestas a radiacion solar directa (aunque la diferencia fué
sustancialmente menor que bajo canopeos muy densos) (Fig. 3). Resultados similares se
obtuvieron comparando el desarrollo de plantas de papa salvajes y plantas transgénicas con
niveles elevados (sobreexpresantes) o reducidos (subexpresantes) de phyA (Fig. 4, 5 y 6). Cuando
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las plantas de papa fueron cultivadas bajo radiacién natural el largo del tallo se correlaciond
negativamente, y el radio positivamente, con los niveles de phyA de cada genotipo.

Los resultados obtenidos con plantas transgénicas, no obstante, deben ser analizados con
cautela. Los mismos podrian ser resultado de variacion somaclonal ocurrida durante el proceso de
transformacion y no especificamente por los efectos de alterar los niveles de phyA. Sin embargo,
el hecho que en la mayoria de las respuestas analizadas la sobreexpresion y la subexpresién de
phyA tuvieron efectos opuestos y el WT mostrd respuestas intermedias sugiere que los efectos
estuvieron especificamente relacionados con los niveles de phyA, siendo improbable que este
patrén de respuestas haya resultado de variacion somaclonal. Por otro lado, los resultados podrian
deberse a efectos no deseados de la transgenesis de PHYA sobre los niveles de otros fitocromos.
Sin embargo, los niveles de phyB no estin afectados en las plantas transgénicas que
sobreexpresan phyA ni en las transgénicas con el gen de phyA en antisentido (Heyer et al., 1995).
Aunque la posibilidad de que las plantas transgénicas con el gen de phyA en antisentido tengan
afectados los niveles de miembros ain no identificados de la familia de los fitocromos distintos
de phyB (probablemente presentes en la papa), el grado de homologia entre miembros conocidos
de la familia de los fitocromos en otras especies hace que esto sea improbable. En resumen, la
correlacion entre los niveles de phyA y la magnitud de las respuestas de los distintos genotipos
favorece la interpretacion que los fenotipos se debieron a efectos especificos de la transgenesis
sobre los niveles de phyA y no a efectos indirectos sobre los niveles de otros fitocromos.

El hecho que el phyA no afecte el crecimiento de plantas cultivadas bajo luz blanca continua
provista por tubos fluorescentes pero si afecte el crecimiento de plantas cultivadas bajo luz solar
directa puede tener dos origenes. Por un lado, en condiciones naturales las plantas estan expuestas
a periodos alternados de luz y oscuridad. Debido a que el phyA es inestable en la forma Pfr, los
niveles de phyA son constantemente bajos en plantas cultivadas en luz continua. En cambio, en
plantas cultivadas con fotoperiodos el phyA puede acumularse nuevamente durante la noche,
haciendo que en estas plantas los niveles de phyA sean mas altos que en las primeras. Por otro
lado, la luz natural posee una proporcioén importante de RL mientras que los tubos fluorescentes
carecen casi por completo de este componente de la luz. Siendo el RL la luz que mais
eficientemente activa al phyA, es posible que las diferencias entre los experimentos realizados
con tubos fluorescentes y los experimentos realizados bajo luz natural se deban a las diferencias
en contenido de RL de ambas fuentes luminicas. Al parecer, ambas posibilidades parecen ser
ciertas ya que se ha observado que el mutante phy4 tiene hipocotilos mas largos que el WT
cuando es cultivado en condiciones controladas bajo ciclos de luz-oscuridad (utilizando tubos
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fluorescentes) y también se ha observado que el mutante phy4 de Arabidospsis y las plantas de
papa transgénicas con niveles reducidos de phyA son mas altas que sus respectivos genotipos
salvajes cuando son cultivadas bajo luz blanca continua provista por tubos fluorescente
suplementada con RL (Johnson et al., 1994).

3. El phyA participa en la deteccion temprana de vecinos.

Con anterioridad a que ocurra sombreado mutuo entre las plantas de un canopeo en desarrollo,
se produce una reduccién de la relacién R/RL de la luz que llega al tallo como consecuencia de la
reflexion selectiva del RL en los tejidos verdes de las plantas vecinas (Ballaré et al., 1987). La
presencia de plantas vecinas que reflejan RL sin sombrear promovié el crecimiento del hipocotilo
en plantas del genotipo salvaje de Arabidopsis thaliana, pero no en las mutantes phy4d o phyB
(Fig. 7). La falta de respuesta en el mutante phyB al RL reflejado estd de acuerdo con
observaciones previas que reportan respuestas nulas (Ballaré et al., 1991) o reducidas (Smith et
al., 1992; Whitelam & Smith, 1991) a la reduccién en la relacién R/RL en mutantes de pepino y
Arabidopsis deficientes en phyB. Aunque las plantas mutantes de phyA no respondan a las
reduccion de la relacion R/RL provocada por la presencia de plantas vecinas, es poco probable
que el phyA tenga un rol directo en la percepcién de esta sefial. Esto se debe a que bajo radiacion
continua la concentracién del phyA en su forma activa (Pfr) no se correlaciona bien con la
relacién R/RL (Smith, 1981). En lugar de participar directamente de la percepcion de la relacion
R/RL, los resultados presentados aqui sugieren que el phyA actuaria modulando la sensibilidad
de las plantas a las reducciones en la relaciéon R/RL percibidas por el phyB. Esta idea se basa en
que en este trabajo se observé que el mutante phyA, pero no el phyB, si respondi6 a reducciones
obtenidas en forma artificial de la relacién R/RL que proveian sefiales mas intensas (ya sea en
téminos geométricos o en magnitud) que los cambios sutiles causados por la presencia de plantas
vecinas que reflejan RL sin sombrear (Fig. 8). Esta idea ademas es consistente con trabajos
previos que muestran que la disminucién de la radiaciéon absorbida por el fitocromo
(posiblemente percibida por el phyA) reduce el grado de respuesta a la reduccién de la relacién
R/RL (Casal & Kendrik, 1993), y que las plantas des-etioladas del mutante aurea de tomate, que
tienen phyB espectralmente activo pero carecen de phyA espectralmente activo (Sharma et al.,
1993), también muestra una sensibilidad menor hacia la reduccién de la relacion R/RL (Casal &
Kendrik, 1993).

Resultados similares a los obtenidos en Arabidopsis fueron observados en plantas de papa.

Comparadas con las plantas WT, las plantas trangénicas que sobre o subexpresan phyA no
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mostraron incrementos en el alargamiento del tallo en respuesta a la presencia de plantas vecinas
que no producen sombra (Fig. 9). La falta de respuesta a la presencia de plantas vecinas que
reflejan RL tuvo, probablemente, un origen distintos en las plantas que sobre y subexpresaban
phyA. Tanto las plantas de papa (Fig. 9), como las plantas de tabaco que sobreexpresan phyA
(Casal & Sanchez, 1994) parecen interpretar los incrementos en RL debido a la reflexién en los
tejidos verdes de las plantas vecinas como mas luz, produciendo una respuesta HIR que
contrabalancea el efecto de la reduccion en la relacion R/RL (Casal et al., 1997). La falta de
respuesta al RL reflejado por las plantas vecinas no-sombreantes en las plantas de papa con el gen
PHYA antisentido (Fig. 9) puede ser explicada como consecuencia de una menor sensibilidad a
las reducciones en la relacion R/RL percibida por los fitocromos estables. A favor de esta
interpretacion se haya el hecho de haber observado que la magnitud de la respuesta al RL de final
del dia (Fig. 10A) y la sensibilidad en las respuestas a reducciones en los niveles de Pfi/P (Fig.
10B) estaban directamente relacionadas con los niveles de phyA en las plantas de papa. La
sensibilidad a reducciones en la relaciéon R/RL al final del dia también es alta en plantas de tabaco
y plantas de tomate que sobreexpresan phyA (Casal et al., 1995) y menor en mutantes de phyA de
Arabidopsis (Casal, 1996), comparadas con las respuestas de sus lineas isogénicas WT. En
resumen, los resultados obtenidos aqui mas las obsevaciones de otros trabajos son consistentes
con un efecto del phyA sobre la sensibilidad frente a los cambios en la relacion R/RL més que un

rol directo en la percepcién de la relacién R/RL.

4. El phyA es importante en la deteccion de cambios en la irradiancia provocados por el

sombreado de plantas vecinas.

A medida que el desarrollo de un canopeo progresa, el ambiente luminoso se ve afectado no
sélo por la reflexion de la luz sino también por la absorcion de la misma en las hojas de las
plantas vecinas, es decir por el sombreado. La sombra de los canopeos reduce tanto la cantidad de
luz azul como la cantidad de radiacion R+RL. Existen evidencias que indican que las plantas no
solo perciben y responden a la presencia de plantas vecinas a través de los cambios en la relacion
R/RL de la luz sino también a través de los cambios en la cantidad de la misma. En plantas de
Sinapis alba (Ballaré et al., 1991), Datura ferox (Ballaré et al., 1991), tomate (Casal, 1994) y
tabaco (Casal & Sanchez, 1994), reducciones selectivas en la cantidad azul y de R+RL que llega
al tallo de plantas cultivadas bajo radiacién natural, promueven significativamente el crecimiento
del mismo. En este trabajo observamos que en Arabidopsis, 1a reduccion de la cantidad de luz sin

afectar la relacion R/RL promovié el alargamiento del hipocotilo de las plantulas. La respuesta a
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reducciones en la cantidad de luz fue significativamente mayor en plantas WT que en el mutante
phyA indicando que el phyA es uno de los fotorreceptores involucrados en la percepcién de esta
sefial (Fig. 11). El phyA es capaz de percibir tanto la cantidad de R+RL como la cantidad de azul.
Dado que la sombra provocada por las plantas vecinas reduce simultaneamente la luz azul y el
R+RL, analizamos el efecto de estas sefiales por separado. La reduccion del azul promovié
significativamente el alargamiento en las plantas WT y en el mutante phy4 (Fig. 11) pero no en el
mutante cry/ (datos no mostrados). La disminucién del R+RL promovié el alargamiento en las
plantas WT pero no tuvo un efecto significativo en el mutante phyA. Estas observaciones son
consistentes con roles especificos para el cryl y el phyA en la percepcidon de los cambios en azul

y en R+RL que se producen bajo la sombra de un canopeo.

El rol del phyA en la percepcién de reducciones en la cantidad de R+RL que llega al tallo
también fue estudiado en plantas de papa. La reduccién de la cantidad de R+RL promovid
significativamente el crecimiento del tallo en las plantas WT. Comparado con las plantas WT, la
promocion se ve incrementada en plantas que sobreexpresan phyA y esta ausente en plantas
transgénicas de papa con niveles reducidos de phyA (Fig. 12). Esto sugiere fuertemente que el
phyA participa de la percepcion de la reduccion de la cantidad de luz que llega a los tallos como
consecuencia de la presencia de plantas vecinas, ain antes que ocurra sombreado mutuo entre las

hojas de las plantas.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Las semillas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, cultivar Landsberg erecta, y la de los mutantes
phyA-1'y phyB-1 se obtuvieron haciendo crecer a las plantas bajo luz blanca fluorescente. Las
muestras originales de las semillas WT y phyB-/ fueron provistas por los profesores Koornneef y
Kendrick (Universidad de Wageningen, Holanda) y la muestra original de phyA4-1 por el Doctor
Whitelam (Universidad de Leicester, Inglaterra).

Las plantas de papa (Solanum tuberosum L.) utilizadas en estos experimentos, tanto las salvajes
(WT) de la variedad Desiree, como las transgénicas de la misma variedad con niveles elevados
(sobreexpresantes) o reducidos (subexpresantes) de phyA fueron previamente descriptas por
Heyer et al. 1995.



Condiciones de cultivo

Todas las plantas fueron cultivadas en un invernaculo con temperatura semicontrolada,
perteneciente a la catedra de Fisiologia Vegetal de la Facultad de Agronomia, UBA. Para los
experimentos realizados con Arabidopsis thaliana, se sembraron 3 semillas en cada maceta
plastica (2.5 cm de diametro y 3.5 cm de altura) llena con tierra humedecida a capacidad de
campo. Los potes fueron incubados en oscuridad a 7°C por 3 dias, recibiendo luego 20 minutos
de rojo seguidos de un dia en oscuridad a 25°C antes de ser transferidos a los distintos
tratamientos. Plantulas de 1 dia fueron transferidas al invernaculo. El fotoperiodo fue de 10-12
horas. La radiacién fotosintéticamente activa al mediodia de dias claros era de 750 pmol. mZ.s™.
Los controles en oscuridad fueron crecidos en una caja negra (48 dm®) cubierta con papel
aluminio. Para los experimentos realizados con las papas, tubérculos de aproximadamente 2 cm
de diametros fueron sembrados en macetas plasticas de 650 cm® que contenian una mezcla de
arena y tierra. La tierra fue llevada diariamente a capacidad de campo. Plantas de 1 mes de edad
fueron utilizadas para las mediciones del diametro del tallo y los niveles de antocianas y clorofila.
Para los experimentos donde el ambiente luminico fue modificado, las plantas fueron cultivadas
por dos semanas en el invernaculo y luego fueron expuestas a los distintos tratamientos por 3 d.
En mediodias despejados, la cantidad de radiacion fotosintéticamente activa era superior a los
1000 pmoles de fotones m™ s'. Los fotoperiodos variaron desde 10a 13 hd™.

Mediciones de crecimiento

En Arabidopsis thaliana, la altura del hipocotilo sobre el nivel del suelo fue medida diariamente
con regla. Para los controles en oscuridad sélo se tomaron medidas al final del experimento. Cada
experimento fué realizado un minimo de 3 veces.

En las papas, el largo del tallo fue medido con una regla desde el suelo (o una marca hecha con
tinta sobre el tallo cerca del suelo) hasta la insercién del peciolo de la hoja mas joven. Los
incrementos en el alargamiento del tallo fueron estimados como la diferencia entre el largo del
tallo en un momento determinado y el largo del tallo al comienzo del tratamiento. Las
determinaciones del diametro del tallo fueron realizadas con un calibre, 10 cm por debajo de la

insercidon de la hoja mas joven.
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Tratamientos luminicos

Canopeos naturales de distintas densidades:

Se obtuvieron canopeos naturales sembrando Triticum aestivum a distintas densidades en
recipientes ceramicos de 800 cm’ y 10 cm de altura. Las macetas conteniendo semillas de
Arabidopsis fueron almacenadas 3 d a 7 °C, expuestas a 5 min de R e incubadas en oscuridad
para inducir la germinacion. Al dia siguiente las macetas fueron llevadas al invernaculo y

colocadas debajo de los distintos canopeos.
Plantas vecinas que no sombrean:

Para investigar el efecto que tenian plantas vecinas que no sombrean sobre el crecimiento del
hipocotilo de plantas de Arabidopsis thaliana se utilizaron dos hileras de plantas de
Chenopodium quinoa (de 40 cm de altura) cultivadas en recipientes plasticos de 400 cm’. La
mitad de las plantas de Arabidopsis thaliana fue colocada 5 cm al norte de la barrera de plantas
de quinoa y la otra mitad permanecié alejada de la vegetacion circundante. El canopeo de quinoa
no interferia con la intercepcion de radiacion solar directa que llegaba a las plantas de
Arabidopsis. Para estudiar el efecto que tenian plantas vecinas que no sombrean sobre el
crecimiento del tallo de las plantas de papa se utilizé un disefio experimental similar al utilizado
para las plantas de Arabidopsis thaliana, pero en lugar de utilizar plantas de Chenopodium
quinoa como vecinas se utilizaron plantas de Lolium multiflorum (de 45 cm de altura). En ambos
experimentos la relacion R/RL y la cantidad de RL (entre 725 y 735 nm) propagada en forma
horizontal fue medida con un medidor Skye (SKR 100, sensor remoto SKR 110; Skye
instruments, Llandrindod Wells, Powys, UK), cuyo sensor fue colocado en forma vertical

apuntando hacia el sur.
Reduccion de la relacion R/RL adicionando RL:

Para analizar el efecto que tenia una reduccién constante de la relacion R/RL (sin alterar la
radiacion fotosintéticamente activa que llegaba a las hojas) sobre el alargamiento del hipocotilo
en plantas de Arabiodpsis thaliana se suplement6 la luz solar directa con RL provisto
horizontalmente. La suplementacion de RL fue obtenida por medio de un reflector incandescente
de 150 W combinado con un filtro de agua de 15 cm, un acrilico azul y filtros de acetato rojo.
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Pulsos de luz dados al final del dia para establecer distintos niveles de Pfr/P:

Para investigar la sensibilidad de plantas de papa con distintos niveles de phyA a la reduccién de
los niveles de Pfr al final del fotoperiodo, se expusieron plantas de aproximadamente 2 semanas
de edad a fotoperiodos de 7 h bajo radiaciéon natural, terminados con pulsos 10 minutos que
establecian distintos niveles de Pfr/P, utilizando las fuentes de luz descriptas por Casal et al.
(1991). El alargamiento del tallo producido entre el primer y el tercer dia del tratamiento fue
medido con regla.

Reduccion selectiva de la irradiancia:

Para reducir la irradiancia de la luz incidente sobre las plantas de Arabidopsis thaliana se
colocaron distintos filtros en forma horizontal, por encima de las plantas. Una red de plastico gris
se utilizé como filtro neutro. Un acetato naranja sumado a un acetato amarillo (La Casa de
Acetato) se usé para reducir la luz azul, un acetato celeste se utilizo para reducir la luz roja, y con
una solucion de sulfato de cobre 2.5% de 1.2 cm de altura se redujo el R+RL. Las mediciones
luminicas fueron obtenidas con un espectrorradiémetro (LI-COR inc. Lincoln, Nebraska).

En las plantas de papa se redujo selectivamente la cantidad de luz R+RL propagada en forma
horizontal que llegaba al tallo, sin afectar la luz percibida por las hojas, colocando el tallo de cada
planta entre dos filtros que contenian una solucién de sulfato de cobre al 3 %. Los filtros (de 7.5
cm de largo) fueron obtenidos agrupando tubos de vidrio de 1 cm de didmetro en forma
horizontal, uno arriba del otro, de modo de cubrir el tallo. Como controles se utilizaron filtros
similares conteniendo agua destilada en lugar de sulfato de cobre.

Analisis estadistico

Cada experimento fue repetido por lo menos en tres ocasiones. Los datos correspondientes a
un mismo tratamiento fueron promediados y las comparaciones entre los distintos tratamientos
fueron realizadas por medio de la técnica de ANOVA, previa verificaciéon de los supuestos,
utilizando el programa GRAPHPAD/PRISM.
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FUNCIONES SENSORIALES DEL FITOCROMO A (II)

EL FITOCROMO A PERCIBE LAS TRANSICIONES OSCURIDAD/LUZ
QUE SINCRONIZAN EL RELOJ CIRCADIANO EN LAS PLANTAS

INTRODUCCION

Diversos aspectos del desarrollo de las plantas (la floracion, la tuberizacién, etc.) se
manifiestan sélo cuando la longitud del dia es mayor (en las plantas de dia largo) o menor (en las
plantas de dia corto) que cierto valor critico. Las plantas miden la duracién de los dias por medio
de relojes endogenos. Estos relojes son del tipo pendular u oscilatorio y actuan estableciendo un
ritmo diario de sensibilidad a la luz (baja durante la mayor parte del dia y alta durante parte de la
noche). Si el fotoperiodo sélo coincide con la fase de baja sensibilidad a la luz, las plantas
interpretan esto como dia corto. Por el contrario, si el fotoperiodo abarca la fase de baja
sensibilidad y una parte de la fase de alta sensibilidad a la luz, las plantas interpretan esto como
dia largo (Thomas & Vince-Prue, 1997). A este modelo se lo conoce como de coincidencia
externa porque implica la coincidencia de una fase de un ritmo interno (de sensibilidad a la luz)
con la fase de un ritmo externo (de alternancia de luz y oscuridad). En este modelo la luz juega un
doble rol. Por un lado el fotoperiodo tiene un efecto directo, de induccién (en plantas de dia
largo) o de represion (en plantas de dia corto) de las respuestas fotoperiddicas, si la luz esta
presente en el momento de mayor sensibilidad. Por otro lado el fotoperiodo determina el
momento del dia en el que la luz es mas efectiva a través de un efecto sobre el reloj que establece
el ritmo de sensibilidad (Pittendrigh & Minis, 1964).

Se ha observado que las plantas con niveles reducidos de phyA tienen alteradas las respuestas
a la longitud del dia (Johnson et al., 1994; Weller et al., 1997). En principio, el phyA podria
afectar las respuestas fotoperiodicas ya sea porque esta involucrado en la induccién fotoperiédica
propiamente dicha, o porque participa controlando al reloj que establece el ritmo de sensibilidad a
la luz. En esta parte de la tesis evaluaremos esta ultima posibilidad, es decir si el phyA participa
en la regulacion del reloj de las plantas.

Los relojes asociados a la medicién del fotoperiodo también son responsables de controlar
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diversos procesos como la fotosintesis, la apertura estomatica, etc., de modo que éstos procesos
se manifiesten con mayor intensidad en momentos especificos del dia (Kreps & Kay, 1997). Este
tipo de relojes no es exclusivo de las plantas. En la mayoria de los seres vivos, tanto procariotas
como eucariotas, numerosos aspectos comportamentales, fisioldgicos, metabdlicos  y/o
moleculares oscilan diariamente. Estas oscilaciones persisten bajo condiciones constantes de luz
y temperatura revelando que las mismas son generadas por osciladores enddgenos, denominados
relojes circadianos (Marques et al., 1997).

En los 1ltimos afios ha crecido notablemente el conocimiento sobre los mecanismos
moleculares asociados al funcionamiento de los relojes circadianos en diversos sistemas. Las
oscilaciones son generadas por genes que regulan negativamente su propia expresion, como PER
y TIM en Drosophila melanogaster y FRQ en Neurospora crassa. Las proteinas codificadas por
estos genes controlan a su vez la expresion de otros numerosos genes, generandose asi los ritmos
en distintos procesos (Dunlap et al., 1999).

Debido a que en condiciones constantes de luz y temperatura los relojes circadianos tienen
periodos cercanos pero no iguales a 24h, los mismos deben ser diariamente sincronizados por los
ciclos naturales de luz/oscuridad para mantener una sincronia estricta con el ambiente. La diaria
sincronizacién permite, a su vez, que los diferentes organismos sean siempre capaces de anticipar
el amanecer y el atardecer a pesar de los cambios que ocurren durante el afio en la duracion de los
dias (Pittendrigh, 1981).

En comparacion con los conocimientos disponibles sobre los mecanismos moleculares
asociados al funcionamiento de los relojes circadianos, sabemos muy poco sobre los mecanismos
por medio de los cuales las transiciones luz/oscuridad soncronizan diariamente los mismos. El
primer paso en esta direccion es determinar cuales son los fotorreceptores que controlan la
sincronia de los relojes.

Los espectros de accidn realizados para analizar la regulacién por la luz del ritmo circadiano
de emergencia de las pupas en Drosophila pseudoobscura, de conidiacién en Neurospora y de
locomocién en hamsters, indicaron que las flavinas podrian estar involucradas en los primeros
dos sistemas y la rodopsina en el altimo (Sargent & Briggs, 1967; Klemm & Ninnemann, 1976;
Takahashi et al., 1984).
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Recientemente se han identificado en los mamiferos genes con homologia a los criptocromos
originalmente descubiertos en las plantas. Estos genes parecerian expresarse especificamente en
tejidos que carecen de opsinas pero que presentan una elevada sensibilidad a tratamientos
luminicos que sincronizan al reloj. Este hallazgo proporciona evidencia correlativa para los
criptocromos, mas que para la rodopsina, como los pigmentos involucrados en sincronizar los
relojes circadianos en los mamiferos (Miyamoto & Sancar, 1998). Sin embargo, experimentos
con ratones knock-out para el CRY2 revelaron que la sensibilidad a pulsos de luz que retrasan al
reloj fue incluso mayor en los ratones sin cry2 que en los ratones WT, es decir al revés de lo
esperado (Thresher et al., 1998). Esto sugiere que el cry2 no participa directamente en la
percepcion de sefiales que sincronizan los relojes y el cryl u otro(s) fotorreceptores no
identificado(s) estaria(n) involucrado(s).

Un gen homoélogo al criptocromo de plantas también ha sido recientemente identificado en
Drosophila melanogaster y se observd que moscas transgénicas que sobreexpresan este
fotorreceptor tienen incrementada la sensibilidad a pulsos de luz que sincronizan el reloj,
mientras que las moscas mutantes, carentes del fotorreceptor, tienen reducida la sensibilidad
(Emery et al., 1998; Stanewsky et al., 1998). Estos resultados indican que este criptocromo si es
uno de los fotorreceptores que controlan al reloj circadiano en las moscas.

Mutantes de fotorreceptores no han sido inequivocamente identificados en Neurospora. Hasta
el momento se han identificado sélo dos loci que corresponden a mutantes insensibles a todo tipo
de sefiales luminicas, WC-1 y WC-2, y se ha sugerido que estos loci podrian codificar para genes
de fotorreceptores (Ballario et al., 1996; Linden & Macino, 1997).

En las plantas se conocen hasta ahora tres grupos de fotorreceptores: fitocromos, criptocromos,
y fotorreceptor(es) de UV-B (Mohr, 1994). En Samanea saman, pulsos de R resetean el ritmo del
movimiento de las hojas y este efecto es cancelado cuando el R es seguido inmediatamente por
un pulso de RL, indicando la participacién de los fitocromos (Simon et al., 1976). En algunos
casos, incluso pulsos de RL son capaces de re-sincronizar el ritmo, sugiriendo la participacion las
respuestas a muy bajos flujos de luz mediadas por el fitocromo (Hillman, 1971; Nagy et al., 1993,
Satter et al., 1981). Recientemente se ha observado que mutantes afectados en el croméforo de los
fitocromos, y por lo tanto deficientes en todos los miembros de esta familia de fotorreceptores,
presentan un periodo alterado del ritmo circadiano de la expresién del gen CAB2, cuando son
incubadas bajo luz R (Millar et al., 1995). Estos resultados en conjunto proveen evidencia tanto
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fotobiolégica como genética indicando que la familia de los fitocromos controlan la
sincronizacién de los ritmos circadianos. Sin embargo no se sabe con precision que miembros de
la familia de los fitocromos estan involucrados.

Las funciones fotoperceptivas del phyA parecen diferir en parte de las del resto de los
fitocromos (Casal et al., 1997). Al igual que los demas fitocromos, el phyA es sintetizado como
Pr, pero una vez convertido a la forma Pfr el phyA es rapidamente degradado (Quail et al., 1973).
Esto hace que los niveles de Pfr (la forma fisiologicamente activa del fitocromo) del phyA sean
bajos durante la noche (cuando sélo hay destruccion del Pfr) pero aumenten durante el dia (ya que
aunque la destruccién del Pfr continia, nuevo Pfr es producido por la fototransformacién del Pr
sintetizado). Los cambios en la actividad del phyA con las transiciones luz/oscuridad hacen de
este fotorreceptor un buen candidato para mediar la sincronizacion de los ritmos circadianos por
sefiales como el atardecer o el amanecer en las plantas.

A continuacién se describe la utilizacién de plantas de papa transformadas con el gen de phyA
homélogo en sentido y en antisentido (Heyer et al., 1995) para evaluar el rol de este fotorreceptor

en la re-sincronizacidn del reloj circadiano en las plantas.
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RESULTADOS

Uno de los ritmos circadianos mas caracterizados es el ritmo observado en el movimiento de
las hojas. En las plantas de papa, al igual que en muchas especies, la lamina asume una posicién
horizontal durante el dia y vertical durante la noche. Esta oscilacion persiste en condiciones
constantes de luz y temperatura indicando que la misma es generada por un oscilador endégeno.
Para investigar el rol del phyA en el control de la fase del ritmo del movimiento de las hojas se
cultivaron plantas de papa bajo fotoperiodos y termoperiodos naturales. Un grupo de plantas (el
control) fue transferido directamente a condiciones constantes de luz (luz blanca continua) y
temperatura (25 °C) al amanecer. Los grupos restantes fueron expuestos a 5 h de diferentes
tratamientos luminicos antes de ser transferidos junto al grupo control a condiciones constantes
de luz y temperatura (Fig. 1). Protocolos similares han sido utilizados exitosamente para
investigar el efecto de diferentes calidades de luz en la sincronizacion del reloj circadiano en
Chlamydomonas (Kondo et al., 1991) y Gonyaulax (Roenneberg & Deng, 1997). En estos
sistemas, al igual que en muchos otros, se ha observado que pulsos de luz dados al final de la
noche (como los utilizados en este protocolo) producen avances en la fase de los ritmos, mientras
que pulsos de luz dados al comienzo de la noche producen retrasos en la fase de los ritmos
(Pittendrigh, 1981).

control (oscuridad)
RL

RL+R

RL+R+AZUL

Figura 1. Protocolo experimental. Plantas de papa WT y transgénicas transformadas
con el gen PHYA en sentido o antisentido fueron cultivadas en el invernaculo por
aproximadamente 2 semanas y luego transferidas (durante el amanecer del dia que
comenzaba el experimento) a una cadmara de luz blanca continua y temperatura constante de
25 °C, con o sin (control) una exposicion previa a 5 h de RL, RL+R 6 RL+R+azul.
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Debido a que el phyA es el unico fotoreceptor capaz de mantener niveles biologicamente
significativos de su forma activa bajo RL, en el primer experimento se compar6 el ritmo del
movimiento de las hojas de plantas expuestas a 5 h de RL con el ritmo de plantas que no
recibieron tratamiento luminico (control). La exposicién a un pulso de 5 h de RL provocé un
adelanto persistente en la fase del ritmo del movimiento de las hojas (comparado con el ritmo de
las plantas controles) en las plantas WT y en las sobreexpresante de phyA, pero no en las
subexpresantes de phyA (Fig. 2A).
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Figura 2. El RL produce adelantos en la fase del ritmo del movimiento de las hojas en las plantas WT y
en las que sobreexpresan phyA pero no en las subexpresantes de phyA. A) Angulo de la hoja, B) periodo
del ritmo, C) cambio de fase producido por el RL. En A), las lineas verticales indican los tiempos para los
cuales se observaron los angulos maximos (lineas sélidas) y minimos (lineas punteadas) en las plantas
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control. Los datos son promedios < e.e. de por lo menos 15 réplicas.

El periodo del ritmo bajo luz blanca continua no fue afectado significativamente por el
pretratamiento de RL ni por el genotipo (Fig. 2B) pero una relacion lineal positiva fue observada
entre los niveles de phyA y la magnitud del adelanto de fase producida por el tratamiento de RL
(Fig. 2C). El cambio de fase producido por el RL fue significativamente mayor en las plantas
sobreexpresantes de phyA que en las WT (P < 0.05) y menor en las subexpresantes de phyA que
en las WT (P <0.05).

Un unico pulso de RL de 5 min dado 5 h antes de transferir las plantas a la luz continua no
tuvo ningun efecto sobre la fase del ritmo del movimiento de las hojas (datos no mostrados). Esto
indica que el adelanto de fase producido por la exposicién a 5 h de RL en forma continua no fue
la consecuencia de la reduccion de los niveles de Pfr de los fitocromos estables.

De esto modo, tanto evidencias genéticas (ausencia de efecto de la luz sobre el ritmo de las
plantas transgénicas con niveles reducidos de phyA) como fisioldgicas (efecto del RL continuo
pero no de un pulso corto de RL sobre la fase del ritmo de movimiento de las hojas) indican que
el phyA es uno de los fotorreceptores involucrados en la sincronizacién del reloj circadiano en
plantas adultas de papa.

Cabe mencionar, sin embargo, que la exposicién al RL continuo es una herramienta
fotobiolégicamente 1til para investigar la participacién del phyA en el control de un proceso
determinado, pero sélo plantas que crecen bajo canopeos muy densos estidn expuestas a ambientes
luminicos semejantes. Para evaluar el rol del phyA en la sincronizacién del ritmo circadiano del
movimiento de las hojas en condiciones luminicas similares a las que experimentan plantas que
crecen en lugares abiertos, se analizé el efecto de exponer a las plantas a una mezcla de RL+R
que proveia una relacion R/RL similar a la presente bajo luz solar directa.

El tratamiento con RL+R provocé un adelanto persistente en el ritmo del movimiento de las
hojas de las plantas WT y de las sobreexpresantes de phyA comparado con el ritmo del
movimiento de las hojas de plantas que no fueron expuestas a la luz (control). De manera similar
a lo ocurrido con el RL sdlo, el RL+R no produjo un cambio de fase estadisticamente
significativo en las plantas transgénicas con el gen PHYA en antisentido (Fig 3).
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Figura 3. El tratamiento con RL+R adelanta la fase del ritmo del movimiento de las hojas en las plantas
WT y en las sobreexpresantes de phyA pero no en las plantas transgénicas con niveles reducidos de
phyA. A) Angulo de la hoja, B) periodo del ritmo, C) cambio de fase producido por el RL+R en relacién
al control. Las plantas cultivadas en el invernaculo fueron expuestas, o no (control), a 5 h de RL+R al
final de la Gltima noche, antes de ser transferidas al amanecer a la cdmara con luz y temperatura
constante. En A), las lineas verticales indican los tiempos para los cuales se observaron los angulos
maximos (lineas sélidas) y minimos (lineas punteadas) en las plantas control. Los datos son promedios %
e.e. de por lo menos 15 réplicas.

El movimiento de las hojas también fue analizado en plantas cultivadas en el invernaculo bajo
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condiciones naturales de radiacién. Llamativamente, en esas condiciones no se observaron
diferencias en el ritmo del movimiento de las hojas de las plantas WT, las plantas
sobreexpresantes de phyA y las plantas subexpresantes de phyA (Fig. 4).

CC T e
e — |
Intervalo
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Angulo (grados)

-5
<+ subsxpresante de phyA
~O—Wr
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12 16 20 24 4 8 12
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Figura 4. Movimiento de las hojas de plantas de papa cultivadas en el invernaculo bajo fotoperiodos

naturales. Los datos son promedios + e.e. de 11 plantas.

El hecho que el ritmo del movimiento de las hojas no sea diferente entre las plantas WT y las
plantas con niveles reducidos de phyA sugiere que el componente de luz azul presente en la
radiacion natural, o bien los cambios diarios de temperatura que ocurren en el ambiente son
capaces de compensar la falta de accién sincronizadora del phyA.

Para analizar si la luz azul era capaz de sincronizar el ritmo del movimiento de las hojas en las
plantas con niveles reducidos de phyA, se comparo el efecto que tenia tratar a las plantas con
RL+R+azul, con el efecto de tratarlas sélo con RL+R o no exponerlas a la luz (control). En las
plantas WT y en las sobreexpresantes de phyA el RL+R y el RL+R+azul provocaron un adelanto
de fase semejante, de aproximadamente 4 h, respecto al grupo control (datos no mostrados). En
las plantas transgénicas con niveles reducidos de phyA, sélo el tratamiento con luz azul adicional

fue capaz de adelantar la fase del ritmo de movimiento de las hojas, en comparacién a la fase del
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grupo control que no recibi6 luz (Fig. 5).
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Figura 5. La luz azul adicionada a un fondo de RL+R es capaz de adelantar la fase del ritmo del
movimiento de las hojas en plantas de papa que subexpresan phyA. Las lineas verticales indican los
tiempos para los cuales los dngulo fueron maximos (linea sélida) y minimos (linea punteada) en las
plantas control. Los datos son promedios * e.e. de 10 plantas.
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DISCUSION

Los resultados presentados aqui proporcionan una fuerte evidencia genética de que el phyA es
uno de los fotorreceptores que controlan el reloj circadiano en plantas de papa. En este trabajo
demostramos que la exposicion de plantas de papa a 5 h de RL al final de la noche
(inmediatamente antes del amanecer) adelant6 la fase del ritmo circadiano del movimiento de las
hojas en plantas con niveles normales de phyA y en aquellas que sobreexpresan phyA pero no en
las transgénicas con niveles reducidos de phyA. La correlacién entre los niveles de phyA y la
magnitud del cambio de fase entre los genotipos salvajes, transgénicos con PHYA en antisentido y
transgénicos con PHYA en sentido, favorecen la interpretacion que los fenotipos se deben
directamente a los niveles alterados de phyA y no a una posible variacién somaclonal ocurrida
durante el proceso de obtencién de las plantas transgénicas 6 a un posible efecto del gen PHYA en
antisenstido sobre los niveles de expresion de otros miembros de la familia de fitocromos. Se
sabe, ademas, que los niveles de phyB no estan afectados en las plantas con PHYA en antisentido
(Heyer et al., 1995).

Dado que el phyA es el unico fotorreceptor capaz de ser activado por RL, el hecho que la
exposicion a 5 h de RL provoque un adelanto en la fase del ritmo del movimiento de las hojas por
si mismo proporciona evidencia fotofisiolégica de que el phyA es uno de los fotorreceptores que
sincroniza al reloj circadiano. No obstante, seria posible que el RL afecte la fase del ritmo del
movimiento de las hojas no por su efecto sobre el phyA, sino porque reduce los niveles de Pfr de
los fitocromos estables. Sin embargo, un unico pulso de RL dado en el momento en el que
normalmente comenzaria el periodo de 5 h de tratamiento luminico no fue efectivo en inducir un
cambio de fase en las plantas WT sugiriendo que el RL continuo actud especificamente activando
al phyA y no reduciendo los niveles de Pfr de los fitocromos estables.

El hecho que la mezcla de RL+R con una relacién R/RL similar a la provista por la luz solar
fuera capaz de adelantar la fase del ritmo del movimiento de las hojas en plantas WT y
transgénicas que sobreexpresan phyA pero no en plantas con niveles reducidos de phyA sugiere
que el phyA es el principal fitocromo involucrado en la sincronizacion del reloj en las plantas de
papa. No obstante, a pesar de que el RL+R (que se supone activaria a todos los miembros de la
familia de los fitocromos), 6 un pulso breve de RL (que reduciria los niveles de Pfr de los

fitocromos estables) no fueron capaces de resetear el ritmo del movimiento de las hojas en plantas
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transgénicas con niveles reducidos de phyA, seria prematuro concluir que otros fitocromos no
juegan un rol en el control del reloj. Experimentos recientes han demostrado que el phyB es
importante en el control fotoperiédico de la tuberizacién en la papa (Jackson et al., 1996).
También se ha observado que el phyB regula la amplitud de la oscilacién de la expresién del gen
CAB (Childs et al., 1995) y de la produccién de etileno (Finlayson et al., 1998) en Sorghum
bicolor. Ademas, Somers et al. (1998) han analizado recientemente el efecto de la luz sobre el
periodo del ritmo circadiano de la expresion del gen CAB2 en plantas de Arabidopsis thaliana
WT y en los mutantes phy4 y phyB. Ellos observaron que incrementos en el flujo de R producian
una reduccion en el periodo del ritmo en todos los genotipos. No obstante el periodo era mayor en
el mutante phy4 que en el WT a bajos flujos de R, y mayor en el mutante phyB que en el WT a
altos flujos de R. Si bien estos resultados permiten concluir que tanto el phyA como el phyB
controlan la marcha del reloj, no se puede saber de que forma lo hacen. Esto se debe a que los
efectos de la luz continua sobre el periodo de los ritmos circadianos es el resultado de la
integracion de los efectos de la luz en distintos momentos del dia. En la noche temprana la luz
atrasa el reloj y en la noche tardia la luz adelanta el reloj. En los organismos que tienen mayor
actividad durante el dia que durante la noche, como es el caso de las plantas, los adelantos son
mayores que los atrasos y, en consecuencia, el periodo de los ritmos se acorta con la exposicion a
la luz continua. Un periodo mayor en los ritmos de las mutantes comparadas con las plantas WT
puede originarse tanto por una reduccién en la magnitud de los adelantos como por un incremento
en los retrasos de los ritmos. Por lo tanto, no es posible descartar la posibilidad de que en
Arabidopsis thaliana el phyA y el phyB no participen directamente de la percepcion de sefiales
que adelantan el reloj sino que regulen negativamente la accién de otro fotorreceptor que retrasa
al reloj.

Con el sistema experimental utilizado en este caso se puede concluir efectivamente que el
phyA participa directamente de la percepcion de las sefiales luminicas que producen adelantos del
reloj. En el futuro podrian realizarse experimentos con plantas con niveles alterados de los demas
fitocromos (con protocolos similares a los descriptos aqu{) para conocer el rol de otros miembros
de esta familia de fotorreceptores en la sincronizacion de los ritmos circadianos.

Por dltimo, en este trabajo se demostré que la luz azul era capaz de adelantar el reloj en
plantas con niveles reducidos de phyA indicando por un lado que estas plantas no muestran un
problema generalizado en la sincronizacién de los ritmos y, por otro lado, que fotorreceptres de
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luz azul también estarian involucrados en el control del reloj circadiano.

Si bien el efecto sincronizador de la luz azul sobre el ritmo del movimiento de las hojas habia
sido observado con anterioridad (Halaban 1969), no era posible determinar si el fotorreceptor
involucrado era un fotorreceptor especifico de la luz o un fitocromo. El motivo de tal
incertidumbre estaba dado por que los fitocromos también absorben en rango del azul y esta luz
por si misma es capaz de modificar distintos parametros de los fitocromos cuando se la da sola.
Este no fue el caso de la aproximacidn experimental utilizada aqui, donde se di6 luz azul sobre un
fondo de RL+R que satura la absorcion de luz por parte de los fitocromos (Thomas & Dickinson,
1979). En estos experimentos la proporcion de Pfi/P establecida por el tratamiento de RL+R+azul
fue similar al establecido por el RL+R sélo (69%), y la luz azul adicionada al fondo de RL+R
solo incremento la tasa de fotoconversion entre el Pr y el Pfr en un 15%. Ademas, incrementar la
fotoconversion entre Pr y Pfr por adicion de mas RL+R al fondo de luz no pudo imitar el efecto
de la luz azul en plantas con niveles reducidos de phyA (datos no mostrados). Es decir, el efecto
fue especifico para la luz azul y por lo tanto es evidencia inequivoca de la participacion de uno 6
mas fotorreceptores de luz azul en el control del reloj circadiano. Somers y col. (1998) también
observaron que, a bajos flujos de luz azul, el periodo del ritmo de expresion de CAB2 era mayor
en el mutante cry/ que en el genotipo WT de Arabidopsis thaliana, pero por los motivos
anteriormente descriptos no se puede determinar si el cryl afecta directa o indirectamente al reloj.

El hecho que los niveles incrementados o reducidos de phyA no afectaron la fase ni la
amplitud del ritmo bajo luz blanca continua (Fig. 1) o bajo fotoperiodos naturales (Fig. 4 A)
conteniendo luz azul indican que fotorreceptores especificos de luz azul pueden compensar la
ausencia de phyA (por lo menos bajo estas condiciones experimentales) y por lo tanto las
acciones de estos dos fotorreceptores serian redundantes. Esta redundancia permitiria mantener la
homeostasis del sistema, ya sea cuando alguno de los fotorreceptores pierda su capacidad de
actuar debido a una mutacién o en condiciones ambientales diferentes, donde las sefiales

luminicas preponderantes favorezcan la actividad de uno u otro fotorreceptor.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y condiciones de cultivos

Las plantas de papa (Solanum tuberosum) tanto del genotipo WT (cultivar Désirée) como las
transformadas con el gen PHYA en sentido (linea PS4) o antisentido (linea AP11), son iguales a
las descriptas por Heyer et al. (1995). Las plantas fueron propagadas a partir de tubérculos
pequeiios y cultivadas en un invernaculo de temperatura semi-controlada, en macetas plasticas de
650 cm’ conteniendo una mezcla de tierra y arena. Se utilizaron para los experimentos plantas de
aproximadamente 3 semanas de edad.

Mediciones del angulo de las hojas

La tercer hoja mas joven fue marcada en cada planta. El angulo formado entre la insercion del
peciolo en la lamina y una linea normal a la superficie del suelo fue medido cada 2 h durante los
experimentos. Cada experimento fue repetido al menos en tres oportunidades y los datos fueron
promediados para el andlisis estadistico. Los datos se ajustaron, de acuerdo a Millar et al. (1995),
a la ecuacion: L(t) = (c,+ cif) + (ag-ast) sin [27/T (t-¢)]; donde L es el angulo de insercion de la
hoja, ¢, es el valor estimado del angulo a t = 0, ¢, es la estimacion de la tasa lineal de cambio en
el angulo de la hoja, ay es el valor estimado de la amplitud a # = 0, a, es la tasa de cambio
estimada de la amplitud de oscilacién, ¢ es el tiempo, T es el periodo estimado, y ¢ es la fase
estimada a ¢ = 0. El componente lineal de la ecuacidn, c,t, sélo fue utilizado para ajustar los datos
de la figura 1.

Tratamientos luminicos

La posicion de las hojas fue medido tanto en el invernaculo como en una camara de cultivo a 25

°C bajo luz continua (50 pmol.m?2.s™) provista por lamparas de sodio de alta presiéon en

combinacién con filtros de agua destilada. Estas lamparas proveen luz en el visible y en el

infrarrojo cercano, con picos en el naranja y el azul (ver Casal & Sanchez 1994, por detalle del

espectro). Los tratamientos de RL, R+RL y R+RL+AZUL fueron provistos en el invernaculo. En
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los experimentos donde las mediciones se llevaron a cabo bajo condiciones constantes de luz y
temperatura, las plantas fueron transferidas desde el invernaculo hacia la cdmara de crecimiento
al amanecer. Un banco de luces incandescente, en combinacion con filtros de agua, dos acetatos
rojos (La Casa del Acetato, Buenos Aires, Argentina) y un filtro de sulfato de cobre (1.5 % de
sulfato de cobre en solucion acuosa de 5 mm de espesor) fue usado para proveer RL+R (30
pmol.m’z.s") con una relacién R/RL similar a la del dia bajo radiacion natural (1.1). Para proveer
RL solo (100 pmol.m™.s™), la luz de las lamparas incandescentes fue filtrada a través de filtros
Roscolux (Rosco Laboratories, Port Chester, NY), No. 83 (Medium Blue), No. 12 (Straw), y No.
42 (Deep Salmon). Para obtener RL+R+AZUL, se utilizd, ademas de la fuente de RL+R, una
fuente de luz azul (22 pmol.m™.s™"), consistente en un banco de tubos fluorescentes (Philips, TLF

40W/54) combinados con un filtro de acetato azul.
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LOS LOCI VLF1Y VLF2 AFECTAN DIFERENCIALMENTE LAS RESPUESTAS
VLFR 'Y HIR DESENCADENADAS POR EL FITOCROMO A

INTRODUCCION

Dos modos de accion del phyA han sido descriptos en estudios fotomorfogénicos clasicos.
Por un lado el phyA media las respuestas a muy bajos flujos de luz, conocidas como VLFR
(Casal et al.,, 1994; Botto et al., 1996; Shinomura et al., 1996). Estas respuestas son tan
sensibles a la luz que se saturan con pulsos de RL que fototransforman menos de un 10 % del
phyA de sus forma inactiva (Pr) a su forma activa (Pfr). Por otro lado, el phyA también media
las respuestas HIR (Dehesh et al., 1993; Heyer et al., 1995; Nagatani et al., 1993; van Tuinen
et al., 1995; Whitelam et al,, 1993). Estas respuestas sélo se saturan con exposiciones
prolongadas a altas irradiancias de RL continuo (Mancinelli, 1994). Una caracteristica
frecuente de la accidn del phyA es que las respuestas al RL continuo son mucho mayores que
aquellas producidas por pulsos (de 3 min) horarios de RL, ain cuando ambos tratamientos
provean igual cantidad de fotones. Este hecho, conocido como falla a la ley de reciprocidad
sugiere la existencia de dos mecanismos distintos involucrados en las respuestas VLFR y HIR
(Casal et al., 1998).

No obstante, dado que el phyA en su forma Pfr puede destruirse o revertir a la forma Pr
(Mancinelli, 1994), el RL continuo podria ser mas efectivo que los pulsos horarios de RL
porque permitiria mantener niveles constantes de Pfr en exposiciones prolongadas a la luz
(Heim and Schifer, 1984; Heim and Schéfer, 1982). Sin embargo, se ha observado que altas
irradiancias de RL continuo son significativamente mas efectivas que muy bajos fljuos de R
que establecen niveles similares y constantes de Pfr (Heim and Schifer, 1984). Esto sugiere
que el RL continuo hace algo mas que mantener niveles bajos pero constantes de Pfr en el
tiempo. Debido a que el HIR depende fuertemente de la irradiancia, se ha propuesto que ese
algo mas que hace el RL continuo es aumentar la tasa de ciclado entre las formas Pr y Pfr.

La hipotesis de este trabajo es que el VLFR y el HIR involucran dos mecanismos
moleculares distintos puestos en marcha por el phyA. El Pfr seria la forma activa del phyA en
las respuestas inductivas 6 VLFR y un efector distinto al Pfr, posiblemente un intermediario
inestable formado durante el ciclado del phyA entre las formas Pr y Pfr, seria el que
desencadena las respuestas al RL continuo o HIR (Heim and Schifer, 1984; Johnson and
Tasker, 1979). A su vez, las vias de transduccién de sefiales activadas por el Pfr del phyA en
el VLFR y por la forma ain no identificada del phyA en el HIR podrian ser diferentes. Si esta
hipétesis fuera correcta deberia ser posible identificar variantes génicas que afecten
diferencialmente a estos modos de accion.

La busqueda de variantes génicas que afecten diferencialmente al VLFR y al HIR fue
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llevada a cabo en Arabidopsis thaliana. Esta es una planta herbicea muy pequefia
perteneciente a la familia de las cruciferas que en los ultimos afios ha sido intensamente
utilizada como sistema modelo para estudios de genética vegetal por su tamafio reducido, su
corto ciclo de vida y su pequefio genoma Las bases genéticas de diversos procesos
fisiolégicos han comenzado a ser dilucidadas gracias a la identificacion de mutantes
especificos. Hasta ahora, la mayor parte de los mutantes han sido aislados a partir de
poblaciones donde la variabilidad genética habia sido inducida artificialmente por agentes
quimicos o fisicos. Recientemente, sin embargo, se ha comenzado a explorar la enorme fuente
de variabilidad genética presente en poblaciones naturales de Arabidopsis thaliana. Las
poblaciones de esta especie estan distribuidas en un amplio rango geografico que abarca desde
el norte de Escandinavia hasta el desierto de Africa y el medio oriente. Su adaptacién a
ambientes tan distintos ha generado por lo tanto una gran variabilidad genética en la
poblacion. Esta variabilidad ha permitido identificar loci asociados al control de la floracion
(Blanco et al., 1998), a la defensa de patégenos (Parker et al., 1993), etc. Dado que distintas
poblaciones pueden haber estado expuestas a ambientes luminosos muy variados es posible
que la magnitud de las respuestas a distintas sefiales luminosas, y por lo tanto los loci
involucrados en estas respuestas, podria variar entre ecotipos (poblaciones de una misma
especie que habitan distintos ambientes).

A continuacidon se describe la caracterizacion de las respuestas fotomorfogénicas de
Landsberg erceta y Columbia, dos de los ecotipos mas utilizados en los laboratorios. El
analisis detallado de las respuestas a la luz de estos ecotipos reveld la existencia de un
comportamiento diferencial en las respuestas a las sefiales luminicas que actian en el rango
del VLFR, pero no en las respuestas LFR y HIR. Utilizando lineas endocriadas
recombinanates obtenidas anteriormente para estos ecotipos (Lister & Dean, 1993) pudimos
identificar y mapear los loci que afectan diferencialmente a estos modos de acciéon del
fitocromo.

RESULTADOS

La primer parte de la caracterizacion fotomorfogénica de los ecotipos consistié en analizar
las respuestas a pulsos de luz que establecian distintos niveles de Pfr/P, es decir el VLFR y el
LFR. Se analizaron procesos como la germinacién, la apertura de los cotiledones, la
inhibicién del alargamiento del hipocotilo y la potenciacion de la sintesis de clorofila en
plantulas etioladas.

Germinacion

Para analizar la promocién de la germinaciéon por la luz se expusieron semillas de
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Arabidopsis a pulsos de R, RL o mezclas de R + RL que establecian diferentes niveles de
Pfr/P. La germinacién, medida 3 d después, mostrd respuestas bifasicas a los niveles
calculados de Pft/P en el ecotipo Landsberg erecta. El VLFR, mediado por el phyA, alcanzé
un plateau por debajo del 1 % de Pfi/P, y el LFR, mediado por el phyB, se manifest6 entre el
3 y el 87 % de Pfr/P. En las semillas del ecotipo Columbia, el VLFR estuvo ausente mientras
que el LFR mostré una pendiente similar a la observada en el ecotipo Landsberg erecta (Fig.

1).

b=28+5

Geminacion (%)

H e
i

¥ [ —=— landsberg erecta

Figura 1. Germinaciéon de las semillas de
Arabidopsis Landsberg erecta (WT), mutante
phyA, mutante phyB, y Columbia (WT)
graficadas en funcidn del Pft/P establecido por
la exposicién a un pulso de luz. Se probaron
dos poblaciones distintas de semillas de cada
ecotipo, mostrando resultados similares (los
datos se promediaron para su presentacion).
Los datos son promedios y e.e. de 12 (inset 6-
9) replicas. Las pendientes (b) y sus EE se

old : : b indican para el LFR.
Osc.-1 0 1 2 3
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Potenciacion de la sintesis de clorofila

La figura 2 muestra la respuesta de potenciacidn de la sintesis de clorofila por pulsos de luz
(que proveen distintos niveles de Pfr/P calculados) seguidos de 4 h de incubacién en
oscuridad y 5 h de incubacién bajo luz blanca. Las plantulas de Landsberg erecta mostraron
respuestas bifésicas a frente a niveles crecientes de Pfr/P, encontrandose la transicion entre las
dos porciones lineares alrededor del 10 % del Pfr/P. La primer fase, es decir el VLFR, estuvo
ausente en el mutante de phyA, fue normal en el mutante de phyB y no fue significativa en el
ecotipo Columbia. La segunda fase, es decir el LFR, fue mayor en el mutante de phyA, estuvo
ausente en el mutante de phyB y fue normal en el ecotipo Columbia (Figura 2).
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Figura 2. Potentiacion de la sintesis
1 A1y de clorofila en  plantulas
| Mz“oosl Arabidopsis thaliana Landsberg
phyB-1 erecta (WT), mutante phyA,
mutante phyB y Columbia (WT).
Plantulas etioladas fueron
expuestas a un pulso de luz que
Colmbia establece el Pfr/P indicado, seguido
{ de 4 h en oscuridad y luego 5 h en
b=0.0630.007 | | luz blanca. Sélo se indican las
b#0.021 £0.006 pendientes (b) significativamente
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. promedios y e.e. de 15-22 replicas.
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Alargamiento del hipocotilo y apertura de cotiledones

Tanto el alargamiento del hipocotilo, como la apertura de los cotiledones, carecen de
respuesta a un nico pulso diario de R/RL, pero responden significativamente a pulsos de 3
min repetidos cada hora. La forma de las respuestas de alargamiento del hipocotilo y apertura
de cotiledones en funcion de los niveles de Pfr/P establecidos por los pulsos de luz horarios,
es basicamente similar a la de la germinacién y la potenciacion de la sintesis de clorofila. Esto
significa que también para la inhibicién del alargamiento del hipocotilo y la promocién de la
apertura de los cotiledones el phyA media las respuestas VLFR y el phyB las LFR. El VLFR
fue significativamente menor en Columbia que en Landsberg erecta, mientras que el LFR fue
similar en ambos ecotipos (Fig. 3 A).

Respuestas HIR

Una de las caracteristicas distintivas de las respuestas HIR es el no cumplimiento de la ley
de reciprocidad, es decir que la luz continua es significativamente mas eficiente que los pulsos
de luz, aiin cuando ambos tratamientos provean igual cantidad total de fotones. En el WT del
ecotipo Landsberg erecta, el efecto de la luz continua fue mucho mayor que el de pulsos de
luz, tanto para la inhibicion del alargamiento de los hipocotilos, como para la apertura de los
cotiledones. Las respuestas del tipo HIR estuvieron ausentes en el mutante phyA, pero fueron
normales en el mutante phyB y en el ecotipo Columbia (Fig. 3 B).
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Figura 3. VLFR, LFR y HIR
del alargamiento del hipocotilo
y de la apertura de los
cotiledones en plantulas de
Landsberg erecta,  mutantes
phyA y phyB y Columbia.
Plantulas de Arabidopsis fueron
expuestas a (A) pulsos horarios
(3 min) de luz que establece los
niveles de Pfr/P indicados; y (B)
pulsos  horarios de RL,
comparado con RL continuo de
igual flujo total (igual cantidad
total de fotones).  Ler,
Landsberg erecta; Col,
Columbia; D, oscuridad; RLp,
pulsos de RL; RLec, RL
continuo. Los datos son
promedios y EE de 6-15
replicas.

Interacciones entre las respuestas mediadas por el phyA y el phyB

Dos tipos de interacciones contrastantes pueden observarse entre el phyA y el phyB. El

phyA y el phyB actian en forma sinérgica, cuando el phyA opera a través del HIR (Casal,

1995). Por el contrario, el phyA antagoniza la accién del phyB, cuando opera a través del

VLFR (Mazzella et al., 1997).

Para investigar la interaccion sinérgica entre el phyA y el phyB se compararon las

respuestas a un pulso diario de R (activa al phyB) o RL (inhibe la accién del phyB), precedido
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0 no por un pretratamiento de 3 h de RL continuo (activa al phyA). La amplificacion de la
respuesta al phyB, mediada por el phyA, fue similar en ambos ecotipos (Fig. 4).
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Mapeo de los loci responsables del polimorfismo para las respuestas VLFR

Debido a que las diferencias fenotipicas (el angulo entre los cotiledones en respuesta a
pulsos de RL) entre los ecotipos son de cardcter cuantitativo, se deben utilizar técnicas
especiales para identificar y localizar las posiciones cromésomicas de los genes asociados al
polimorfismo. Varios métodos han sido desarrollados en los tltimos afios para mapear genes
asociados al control de caracteres cuantitativos o QTL (del inglés, Quantitative Trait Loci).
En general, esas técnicas se basan en analizar como se correlaciona la herencia de
marcadores moleculares, polimérficos entre los ecotipos parentales, con la herencia del
fenotipo de interés, en poblaciones segregantes que resultan de la cruza de dichos ecotipos
(Prioul et al., 1997).

El método utilizado para identificar los loci involucrados en el polimorfismo entre
Landsberg erecta y Columbia se conoce como mapeo por intervalos (Lander & Botstein,
1989). Para este propodsito se analizé la segregacion del VLFR del angulo de los cotiledones
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en lineas endocriadas recombinantes o RILs (por Recombinanat Inbred Lines) generadas a
partir de la cruza de estos dos ecotipos, en relacidn a la segregaciéon de un gran nimero de
marcadores moleculares que ya habian sido mapeados en estas lineas (Lister & Dean, 1993).
Para realizar el analisis de mapeo por intervalos se utilizé el programa MAPMAKER/QTL
(Lincoln et al., 1992; Patterson et al., 1988), junto con datos del VLFR de la apertura de los
cotiledones de 98 RILs (calculado como el angulo promedio de los cotiledones de plantas de
cada linea recombinante expuestas a pulsos de RL menos el dngulo promedio de plantas de
dicha linea en oscuridad), y datos de la segregacion de 76 marcadores en dichas lineas. Este
programa analiza en forma simultanea los efectos de diferentes grupos de marcadores ligados
sobre el caracter y calcula un indice, denominado LOD score (por likelihood odd ratio) para
cada posicion del genoma analizada. El LOD score esencialmente indica el logaritmo de la
probabilidad de que efectivamente exista un QTL en ese segmento gendmico en relacion a la
probabilidad de que no exista. En este caso, declaramos la existencia de un QTL cuando el
LOD score excedio un valor predeterminado de 2.4 (calculado de acuerdo a (Lander and
Botstein, 1989)).

Figura 5. Mapeo de los loci VLF en

1 Arabidopsis. Mapas de probabilidades
Cromasame 1 Cromosorma 2 X .

. para loci asociados a caracteres

] cuantitativos, producidos por el

o ] programa MAPMAKER/QTL (en la

VLF1

abcisa solo se muestran graficados
algunos de los marcadores usados para
el mapeo). La linea punteada indica el
umbral estadistico (2.4 LOD score)
utilizado para definir la existencia de
de un QTL (Lander and Botstein,
1989). Las barras y las lineas

extendidas a partir de las mismas
s I 2 indican los intervalos de confianza (1
T 2i At 338 o 2 LOD) para la localizacion de los
A L R QTLs (Lander and Botstein, 1989). La
longitud de la abscisa corresponde a
150; 60; 80; 100 y 125 cM para los
cromosomas 1 a 5.

LOD score

Los resultados indican que dos loci mayoritarios estan involucrados en el control del
VLFR de la apertura de los cotiledones, uno en el cromosoma 2, que denominamos VLFI, y
otro en el cromosoma 5, que denominamos VLF2 (Fig. 5). No se encontraron loci adicionales
asociados al control en oscuridad o por el VLFR, LFR o HIR de la apertura de los
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cotiledones, inhibicién del alargamiento del hipocotilo o la germinacidn (datos no mostrados).

Se analizaron los efectos de los alelos VLFI y VLF2 de los dos ecotipos sobre tres
caracteres diferentes, utilizando la técnica de andlisis de varianza (para el caso de la apertura
de los cotiledones o el alargamiento de los hipocotilos) o el test de chi cuadrado (en el caso de
la germinacion). El alelo VLFI de Landsberg erecta promovi6 el VLFR de la apertura de los
cotiledones y de la germinacion de las semillas (Fig. 6). El alelo VLF2 de Landsberg erecta
promovid el VLFR de la apertura de los cotiledones y el crecimiento de los hipocotilos (Fig.
6). Ninguno de estos QTLs promovié el LFR o el HIR. No se observaron interacciones obvias
entre VLF1 y VLF2. Ademas, el alelo VLFI de Landsberg erecta redujo la germinacién en
oscuridad (un efecto también observado en el LFR de la germinacién) y el crecimiento del
hipocotilo en oscuridad (Fig. 6).

VLF1 VLF2

Figura 6. Efectos alélicos de VLF1 y
VLF2. Efectos alélicos principales de
los loci VLF1 y VLF2 sobre el
VLFR y el LFR de la germinacion
(calculado sobre la base de las
semillas germinadas en oscuridad o
luego de wun pulso de RL,
respectivamente) y el VLFR, LFR y
HIR de la apertura de los cotiledones
e inhibicion del alargamiento del
hipocotilo. Los niveles basales en los
controles de oscuridad estan
indicados. ns, no significtivo; Ler,
Landsberg erecta; Col, Columbia.

z | [ Landsberg erecta

(grados)

Anguio entre

Largo dd hipocotilo (mm)

Dada la proximidad de la localizacién mas probable del locus VLFI al marcador erecta, se
evalué la posibilidad que los loci VLF!1 y erecta fueran el mismo locus. Sin embargo, no se
encontraron diferencias en la apertura de cotiledones bajo pulsos de RL entre Columbia
ERECTA y Columbia erecta or entre Landsberg ERECTA y Landsberg erecta (datos no
mostrados). En cada caso, la magnitud de la respuesta estuvo dada por el background
Columbia o Landsberg, es decir VLF1 no es ERECTA.

Se realizaron siete cruzas utilizando Landsberg erecta como dador de polen y Columbia
como aceptor y seis cruzas en el orden reciproco. La generacién F; mosté muy poca apertura
de cotiledones bajo pulsos de RL, al igual que el parental Columbia (Figura 7).

En la generacién siguiente o F, approximadamente un 60 % de las plantulas mostrd
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cotiledones cerrados bajo pulsos de RL. Estos resultados son consistentes con la existencia de
dos loci de efecto aditivo, donde los alelos de Columbia son dominantes sobre los de
Landsberg erecta.

091 Landsberg erecta
H Columbia
Figura 7. Segregacion del
polimorfismo para el VLFR
entre Landsberg erecta y
. Columbia. Distribuciéon de
09472 F, Landsbe ta x Columbia
% z 1 Handsherg erectaxLolum frecuencia del angulo entre los
? Z cotiledones de  plantulas
o 0'6' etioladas de Arabidopsis de
§ % los ecotipos Landsberg erecta
§ 03] é o Columbia, de la generacién
& % F1 producida de la cruza de
0.0. % _ _ los dos ecotipos y de la
© 0 10 20 30 4 50 60 70 80 90 100 generacion F2 , luego de 3
dias bajo pulsos horarios de
094 F, Landsberg erecta x Columbia RL.
0.6
0.3
0.0Lk
Angulo entre cotiledones (grados)
DISCUSION

Diseccion genética de los modos de accion de los fitocromos

En todos los sistemas investigados hasta el presente, que incluyen la germincién de
semillas, el crecimiento de los hipocotilos, la apertura de los cotiledones y la promocion de la
sintesis de clorofila en dicotiledoneas, asi como el crecimiento del mesocotile y el coleoptile y
la produccion de antocianas en monocotiledoneas, donde el phyA o el phyB estaban ausentes
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o sobreexpresados, los resultados son consistentes con la participacion del phyA en el VLFR
(Casal et al., 1994, Botto et al., 1996; Clough et al., 1995; Casal et al., 1996; Shinomura et al.,
1996; Mazzella et al., 1997) y el HIR (Dehesh et al., 1993; Nagatani et al., 1993; Parks and
Quail, 1993; Whitelam et al., 1993; van Tuinen et al., 1995; Casal et al., 1996), y del phyB en
el LFR (McCormac et al., 1993; Botto et al., 1995; Mazzella et al., 1997). Los loci VLF estan
selectivamente involucrados en el VLFR, y no afectan (por lo menos en la misma direccion)
el HIR o el LFR. De esta forma, usando los mutantes phy4 y phyB, asi como los loci VLF
polimorficos entre Landsberg erecta y Columbia, los tres modos de accion del fitocromo han
sido separados genéticamente en este trabajo por primera vez.

Posicion jerarquica de los loci VLF1 y VLF2 en la cadena de transduccion de senales de los

fitocromos

Los loci VLF no afectan al phyA en si mismo, mas bien operan rio abajo de este
fotorreceptor. Esta afirmacion se basa en que: 1) VLFI! y VLF2 mapean en los cromosomas 2
y S respectivamente, mientras que el gen que codifica para la apoproteina del phyA esta en el
cromosoma 1; 2) los ecotipos Landsberg erecta y Columbia no muestran diferencias
significativas en los niveles inmudetectables o espectrales de phyA ((Whitelam et al., 1993) y
datos no mostrados). Los efectos selectivos de los loci VLF en el VLFR sugieren que la
cadena de transduccion de sefiales asociada al VLFR involucra elementos distintos de la usada
por el LFR y el HIR o es iniciciada en distintos tipos celulares. Los productos de los loci VLF
podrian ser componentes especificos de la via de transduccion de sefiales asociada al VLFR o
modificar la actividad de alguno de sus componentes. Loci como los VLF, donde los alelos
dominantes tienen efectos negativos sobre las respuestas, podrian estar involucrados en la
cadena de transduccidn de sefiales si, por ejemplo, codifican para subunidades de una proteina
multimérica. El complejo proteico se veria inactivado en este caso por la presencia del alelo
del ecotipo Columbia. Alternativamente, los loci VLF podrian estar directamente involucrados
en la represion de las respuestas VLFR. En ese caso, el alelo de Landsberg erecta careceria de
efecto en la respuesta negativa.

Debido a su efecto especifico sobre el VLFR los productos de los loci VLF debieran ser
clasificados como componentes relativamente tempranos de la cadena de transduccién de
sefiales del phyA. Sin embargo, el hecho que los loci VLF no afecten simultineamente todas
las respuestas VLFR (el VLF1 afecta, por lo menos la apertura de los cotiledones y el
crecimiento de los hipocotilos pero no afecta la germinacién y el VLF2 afecta por lo menos, la
apertura de cotiledones y la germinacién de semillas pero no el crecimiento de los
hipocotilos) sugiere que no estarian implicados en los primeros eventos de la cadena de
transduccion de sefiales del phyA. Los loci VLF tampoco parecen afectar la interaccion
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negativa entre el VLFR y el LFR. Esta interaccién negativa se evidencia en que las pendientes
de las regresiones en el rango del LFR son generalmente méas empinadas cuando el VLFR esta
ausente, es decir son mayores en el mutante phy4 que en el WT del ecotipo Landsberg erecta
(Botto et al., 1996, Mazzella et al., 1997 y Figuras 2 y 3). El hecho que no se observen
diferencias en las pendientes del LFR entre Landsberg erecta y Columbia, sugire que los loci
VLFIly VLF2 operan rio abajo de los elementos del VLFR que interactiian negativamente con
el LFR.

Luz continua versus pulsos de luz

La idea de que diferentes mecanismos podrian estar involucrados en las respuestas
mediadas por el fitocromo a pulsos de luz y a luz continua (en particular RL) data de varias
décadas (de Lint, 1957; Hendricks et al., 1968; Negbi and Koller, 1964). La mayoria de los
modelos considera que el Pfr es la forma activa del fitocromo involucrada en la percepcion de
los pulsos de luz, mientras que otro componente(s) (el ciclado entre Pfr y Pr, algin estado
exitado del Pffr, etc.) podria estar involucrado en la respuesta a la luz continua (Heim and
Schifer, 1984; Johnson and Tasker, 1979). Los loci VLF1 y VLF2 de Arabidopsis afectan la
accion del phyA en respuesta a pulsos de RL (VLFR), pero no en respuesta a luz RL continua
(HIR) y constituyen la evidencia mas contundente para sostener la hipdtesis que existen
diferencias en los mecanismos moleculares de las respuestas a pulsos de luz o a luz continua.

Si se lograra clonar los loci VLF, aspectos importantes de la cadena de transduccion de
sefiales del phyA podrian ser revelados, proporcionando un ejemplo de como los conceptos
fisioldgicos tradicionales (los modos de accién del fitocromo) ofrecen una base sdlida para la
utilizacion de las nuevas herramientas genéticas y moleculares.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Las semillas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh de los ecotipos Landsberg erecta y
Columbia fueron proporcionadas por los Drs R. E. Kendrick and M. Koomneef (Wageningen
University, The Netherlands) y por el Arabidopsis Biological Research Center de la
Universidad de Ohio (ABRC), respectively. Batches adicionales de ambos ecotipos fueron
comprados a la compaifiia Lehle Seeds (Texas). Las semillas de los mutantes phy4-201 y
phyA-1 fueron proporcionadas por los Drs J. Chory (The Salk Institute, La Jolla, California) y
G. Whitelam (Department of Botany, University of Leicester, UK) respectivamente, mientras
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que las semillas de los mutantes phyB-1 y phyB-5 fueron proporcionadas por el ABRC. Las
semillas de las 98 lineas endocriadas recombinantes fueron obtenidas por los Dres Drs C.
Lister and C. Dean (Lister and Dean, 1993) usando Landsberg erecta y Columbia como
ecotipos parentales y fueron proporcionadas por el ABRC. Aproximadamente 25 (en los
experimentos de germinacion), 80 (en los de clorofila) o 15 (en los experimentos de
crecimiento del hipocotilo y apertura de los cotiledoness) semillas de cada ecotipo fueron
sembradas en cajas plasticas transparentes (40 x 33 mm’ x 15 mm de altura) sobre dos capas
de papel de filtro saturado con agua destilada. Las lineas endocriadas recombinantes fueron
sembradas sobre agar en placas de elisa y colocadas dentro de cajas con cubiertas
transparentes. Las cajas fueron icubadas por3da 7 °C.

Procedimientos experimentales y observaciones

Para los experimentos de germinacién, las semillas previamente incubadas 3 d a 7 °C
fueron llevadas a 35 °C por 4, 8 o 24 hr en oscuridad, expuestas a pulsos de R/RL que
establecian distintos niveles de Pft/P, y transferidas a oscuridad por 4 d a 25 °C, antes de
contar las semillas germinadas (Botto et al, 1995, 1996). En los experimentos de
crecimientos del hipocotilo y apertura de los cotiledones, las semillas fueron expuestas a un
pulso de R (para inducir la germinacién), incubadas en oscuridad por 24 hr a 25 °C y
transferidas a los tratamientos luminicos o a oscuridad por 3 d. El largo del hipocotilo de las
10 plantulas mas altas de cada caja (siendo cada caja una repeticion) fue medido con regla de
presicion de 0.5 mm y fueron promediados (Casal, 1995). El angulo entre los cotiledones fue
medido con un transportador en las mismas plantas utilizadas para medir el largo de los
cotiledones y los diez datos obtenidos por caja también fueron promediados (constituyendo
una repeticion) previamente a realizar el analisis estadistico. En los experimentos de
clorofila, las semillas fueron expuestas a un pulso de R (para inducir la germinacién),
incubadas en oscuridad por 3 d a 25 °C, expuestas a pulsos de 5 min de R/RL que establecian
diferentes Pft/P, incubadas en oscuridad por 4 h a 25 °C, y finalmente transferidas por 5 h a
una camara de luz blanca fluorescente (100 pmol m? s") . La clorofila fue determinada luego
de la extraccion de la misma con N N’ dimetilformamida (Moran, 1982). El nimero exacto de
plantulas fue luego contado para expresar los datos de clorofila sobre la base de una plantula.

Fuentes de luz

Las fuentes de luz utilizadas para dar los pulsos saturantes (5-10 min, por lo menos 2.5
mmol m™?) o subsaturantes (RG9 RL), pulsos horarios (3 min/h, de por lo menos 11 pmol m?
s') y luz R o RL continua fueron iguales a las descriptas previamente por Casal y col. (Botto
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et al,, 1995; Casal, 1995; Casal et al., 1991). Estas fuentes de R, RL o mezclas de R y RL
proporcionan distintos niveles calculados de Pft/P (Casal et al., 1991). Para la germinacion de
semillas, los espectros de las fuentes de luz fueron multiplicados por un factor que corregia

por la atenuacién de la transmitancia causada por la cubierta de las semillas (Botto et al.,
1995).

Mapeo

El angulo entre los cotiledones y el largo del hipocotilo fue medido en plantulas de las 98
lineas endocriadas recombinantes cultivadas ya sea en oscuridad, bajo pulsos horarios de 3
min de RL o R+RL (Pfi/P calculado= 10 y 61%, respectivamente) o bajo luz RL continua (1
pmol m? s™). La tasa de germinacién fue estimada en semillas de las lineas endocriadas
recombinantes incubadas por 3 d a 7 °C y por 4 h a 35 °C, y expuestas a R, RL o0 a ningiin
tratamiento luminico (control de oscuridad) seguidos de 4 d en oscuridad a 25 °C. El VLFR
(l1a diferencia entre el pulso de RL y la oscuridad), el LFR (la diferencia entre pulsos de R+RL
y pulsos de RL) y el HIR (la diferencia entre RL continuo y pulsos de RL) fue calculada para
el crecimiento del hipocotilo y la apertura de los cotiledones. El valor promedio de cada linea
para cada caracter fue usado para el analisis genético por medio del programa
MAPMAKER/QTL (Lincoln et al., 1992; Patterson et al., 1988) en combinacién con 76
marcadores, cuya segregacion en las lineas fue obtenida a partir del Arabidopsis thaliana
Genome Center (University of Pennsylvania). Se utilizd la técnica de analisis de varianza para
testear los efectos de cada alelo de los loci identificados sobre el crecimiento del hipocotilo y
la apertura de los cotiledones en oscuridad o en el VLFR, LFR y HIR. Se utilizé el test de
chi-cuadrado para testear el efecto de los alelos de cada loci sobre la germinacién de las
semillas en oscuridad, en respuesta al VLFR (la diferencia entre la germinacion bajo pulsos
de RL y oscuridad) y al LFR (la diferencia entre el pulso de R y RL). Un grupo de ligamiento
de tres marcadores fue usado para analizar los efectos alélicos, incluyendo sélo las lineas que
tenian los grupos alélicos de un mismo ectotipo para estos marcadores.



MODOS DE ACCION DEL FITOCROMO A (II)

ANALISIS DE LOS MODOS DE ACCION DE LOS FITOCROMOS
EN LAS MUTANTES fhyl y fhy3

INTRODUCCION

El aislamiento y la caracterizacion de mutantes que presentan respuestas fotomorfogénicas
alteradas sin afectar a los fotorreceptores, ha constituido una poderosa herramienta para
identificar componentes de las vias de transduccién de sefiales luminicas. Existen tres tipos de
mutantes con estas caracteristicas. El primero tiene respuestas fotomorfogénicas constitutivas, es
decir que se comporta en oscuridad como si estuviera a la luz. El segundo tiene reducida la
sensibilidad a la luz y se comporta a la luz como si estuviera en oscuridad. El iltimo grupo
presenta una respuesta exagerada a la luz.

De los mutantes con una sensibilidad luminica reducida, algunos como el hy5 afectan
simultaneamente las respuestas a varias longitudes de onda. Este tipo de mutantes probablemente
afecte componentes tardios de la cadena de transduccién de sefiales luminicas comunes a varios
fotorreceptores. Otros mutantes, sin embargo, sélo afectan las respuestas a longitudes de onda
especificas. Por ejemplo, los mutantes red!/, pef2 y pef3 presentan disminuidas las respuestas al
rojo en el rango del LFR, pero no las respuestas al RL. Los mutantes fhy! y fhy3, en cambio,
presentan respuestas disminuidas al RL y no al R en el rango del LFR. Dado que el phyB media
las respuestas al R en el rango del LFR y el phyA las respuestas al RL, la existencia de mutantes
que afectan diferencialmente estas respuestas sugiere que estos fotorreceptores actian a través de
vias de transduccion de sefiales diferentes. La posibilidad de disectar genéticamente el LFR
mediado por el phyB de las respuestas mediadas por el phyA, es consistente con la hipdtesis que
sostiene que los modos de accidn de los fitocromos son el reflejo de la existencia de vias distintas
de transduccion de sefiales.

El phyA actia a través de dos modos de accion, el VLFR y el HIR. Muy poco se ha hecho
hasta ahora para analizar si existen loci que afecten especificamente a las respuestas VLFR y no a
las HIR y viceversa. Las primeras evidencias en tal direccion fueron presentadas en el capitulo
previo. Las mutantes fhy! y fhy3 afectan las respuestas mediadas por el phyA. Estas mutantes han

sido muy poco caracterizadas fotobiolégicamente y desconocemos si afectan los dos modos de
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accion del phyA de la misma forma. El objetivo de esta parte de la tesis es analizar las respuestas
de estos mutantes a sefiales luminicas en el rango del VLFR, el LFR y el HIR.

RESULTADOS

Efectos del fhyl y el fhy3 sobre el VLFR

Para investigar los efectos de las mutaciones en los loci fhy! y fhy3 sobre el VLFR se
analizé la inhibicion del alargamiento del hipocotilo y la apertura de cotiledones en plantulas

etioladas expuestas por tres dias a pulsos horarios de luz que establecian niveles crecientes de
Pft/P.
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Figura 1. VLFR y LFR del alargamiento del hipocotilo y de la apertura de los cotiledones en las plantulas
WT y en los mutantes phyA, fhyl y fhy3 de los ecotipos Landsberg erecta y Columbia. Las plantulas
fueron expuestas a pulsos horarios (3 min) de luz que establecian los niveles indicados de Pft/P. Los datos
son promedios y e.e. de por lo menos 9 replicas.



En concordancia con la informacion preexistente, las plantas del genotipo salvaje del
ecotipo Landsberg erecta mostraron una respuesta bifésica a los pulsos de luz. La mutante phyA
no mostrd respuesta significativa en el rango del VLFR y mostr6 una respuesta incrementada en
el rango del LFR. En la mutante fhy! se observa un fenotipo similar, pero menos intenso, al de la
mutante phyA, es decir deficiencias en las respuestas a pulsos de luz en el rango del VLFR, y un
incremento en las respuestas a pulsos de luz en el rango del LFR.

El mutante fhy3 fue originalmente aislado en el ecotipo Columbia. El analisis del mutante
fhy3 en ese ecotipo muestra una respuesta semejante al genotipo salvaje tanto en el VLFR como
en el LFR. Sin embargo, como se describié anteriormente, el ecotipo Columbia presenta una
respuesta muy pequefia en el rango del VLFR y por lo tanto resulta complejo estimar si esta se
encuentra afectada o no en el mutante fiy3. Con el fin de analizar las respuestas VLFR en el
mutante fhy3 con mejor definicion, se retrocruzé el mutante con el genotipo salvaje del ecotipo
Landsberg erecta en dos ocasiones. Tanto la inhibicion del alargamiento del hipocotilo como la
apertura de los cotiledones en el rango del VLFR y el LFR de la mutante fhy3 en el background
Landsberg erecta fue similar a la observada en el genotipo salvaje de ese ecotipo. Estos
resultados indican que la mutacion fhy! afecta marcadamente las respuestas VLFR mientras que

la mutacién fz1y3 no tiene un efecto importante.
Efectos del fhyl y el fhy3 en las respuestas HIR

Una caracteristica distintivas de las respuestas HIR es que la ley de la reciprocidad no se
aplica en condiciones en que es valida para otros modos de accién. Esta falla se manifiesta en
que las respuestas al RL continuo son mucho mayores que las respuestas a pulsos repetidos de RL

que proveen la misma cantidad total de fotones.
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Figura 2. Efecto de la exposicion a pulsos horarios de RL, a RL continuo 6 a oscuridad, en plantulas de los
genotipos salvajes, y de los mutantes phyA, fhyl y fhy3 (en los ecotipos Landsberg erecta y Columbia). A)
alargamiento del hipocotilo. B) apertura de los cotiledones. Los datos son promedios y e.e. de 12 réplicas.




La falla a la ley de reciprocidad no fue obvia en el mutante fAy! ni en el fhy3, indicando
que ambos mutantes presentan deficiencias en el HIR. De acuerdo a lo esperado en funcién de los
experimentos anteriores, el mutante fhy3 mostré una respuesta a los pulsos de RL, es decir el
VLEFR, semejante al genotipo salvaje pero no mostrd respuesta adicional al RL continuo, es decir
el HIR, indicando que esta mutacion afecta diferencialmente los dos modos de accién del phyA.

Los efectos de las mutaciones fhy!/ y fhy3 en el HIR fueron estudiados en detalle,
analizando las respuestas a flujos crecientes de RL continuo. Como se observa en la figura 3, los
mutantes fhy! y fhy3 presentan respuestas deficientes, pero no nulas, al RL continuo. Esto se
manifiesta en el hecho que en los mutantes fhy! y fhy3 el alargamiento del hipocotilo también se
inhibe significativamente a medida que se incrementa el flujo de RL continuo, aunque en menor

medida que en las plantas del genotipo salvaje.

Landsberg erecta Columbia
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Figura 3. Largo del hipocotilo en funcién del flujo de RL continuo en plantulas del genotipo salvaje y en

los mutantes phyA, fhyl y fhy3 de los ecotipos Landsberg erecta y Columbia. Los datos son promedios y
e.e. de por lo menos 6 réplicas.

Con el fin de caracterizar mejor al mutante fhy3, se estudid el efecto de esta mutacion
sobre otros procesos fisiologicos. En semillas del genotipo salvaje del ecotipo Landsberg erecta
la germinacién fue promovida (respecto al valor de oscuridad) por pulsos repetidos de RL, por
RL continuo y por pulsos repetidos de R. La promocidn de la germinacién por pulsos de RL y por
RL continuo (pero no por pulsos de R) estuvo ausente en el mutante phy4 indicando que el phyA
media tales respuestas. La germinacién de las semillas del mutante fhy3 fue similar a la observada

en el genotipo salvaje para todos los tratamientos. El hecho que la promocion de la germinacion
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en respuesta al RL continuo sea de igual magnitud a la promocién inducida por pulsos repetidos
de RL indica que el control de la germinacién mediado por el phyA es una respuesta del tipo
VLFR y no HIR vy, por lo tanto, los resultados son consistentes con que la mutacion fhy3 no
afecta significativamente las respuestas VLFR mediadas por el phyA. También se analizé la
promocion de la germinacién por pulsos tnicos de luz que establecian niveles crecientes de Pfr/P.
La promocién de la germinacién por un solo pulso de luz muestra una respuesta bifasica. La
primera fase, el VLFR, se satura con pulsos que establecen un 10 % de Pfr/P. La segunda fase, el
LFR, se manifiesta con niveles de Pfr/P superiores al 30 %. Las respuestas en el rango del VFLR,

ausentes en el mutante phyA, fueron similares a las del genotipo salvaje en el mutante fhy3.
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Figura 4. Porcentaje de germinacién de las semillas del genotipo salvaje, mutante phy4d y mutante
fhy3 en el ecotipo Landsberg erecta. En A) las semillas eran incubadas en oscuridad, bajo pulsos
horarios de RL 6 bajo RL contintinuo que proveia igual cantidad de fotones que los pulsos horarios. En
B) se grafica la germinacion en funcién del % de Pfr/P establecido por distintos pulsos de luz. Los
datos son promedios y e.e. de 12 réplicas.

También se analizo el efecto de la mutacién fhy3 sobre la promocion de la sintesis de
clorofila. En plantulas etioladas del genotipo salvaje, la exposicioén a 4 h de pulsos horarios de RL
6 de RL continuo promovié la acumulacion de clorofila durante la posterior incubacién de las
plantulas bajo 5 h de luz blanca. E] efecto del RL continuo fue significativamente mayor al efecto
de pulsos horarios de RL que proveian igual cantidad de fotones indicando la existencia de una
respuesta del tipo HIR. En la mutante phyA4, ni los pulsos horarios de RL ni el RL continuo
promovieron la acumulacién de clorofila en comparacién con plantulas que fueron mantenidas en
oscuridad. En el mutante fhy3, los pulsos horarios de RL promovieron la acumulacidn de clorofila
(respecto al control de oscuridad) de manera similar a lo observado en el genotipo salvaje pero, a
diferencia de lo ocurrido en este tltimo, el RL continuo no tuvo un efecto mayor que los pulsos

de RL en el mutante. Estos resultados confirman una vez mas que el mutante fhy3 presenta
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respuestas similares al genotipo salvaje en el rango del VLFR y respuestas deficientes en el rango
del HIR.

20

Figura 5. Potentiacién de la sintesis de
IW clorofila en plantulas de Arabidopsis thaliana
ecotipo Landsberg erecta genotipo salvaje,
mutante phyd, y mutante fhy3. Plantulas
etioladas de 3 dias fueron expuestas por 4 hr a
pulsos horarios de RL, a RL continuo, o a
ningln tratamiento luminico y luego fueron
transferidas por 5 hr a luz blanca. Los datos
son promedios y e.e. de 9 réplicas.
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Interacciones entre el phyA y el phyB

En numerosas circunstancias es posible observar interacciones entre el phyA y el phyB. El
signo de esta interaccion depende del modo de accién a través del cual actia el phyA. El phyA
actuando a través del HIR aumenta la efectividad del Pfr del phyB (accion sinérgica del phyA
sobre el phyB). El phyA actuando a través del VLFR reduce la accion del Pfr del phyB (accion
antagonica del phyA sobre el phyB). Para investigar la interaccion sinérgica entre el phyA y el
phyB se compararon las respuestas a un pulso diario de R (activa al phyB) o RL (inhibe la accién
del phyB), precedido o no por un pretratamiento de 3 h de RL continuo (activa la HIR de phyA).
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Figura 6. Efectos de las mutaciones fhy/ y fhy3 sobre la amplificacién de la respuesta al Pfr de phyB
mediada por phyA en plantas de los ecotipos Landsberg erecta y Columbia. Plantulas de Arabidopsis
fueron expuestas a un pulso diario de R o RL (5 min) en combinacién factorial con o sin un pretratamiento
de 3 h de RL continuo. Los datos son promedios y e.e. de por lo menos 4 réplicas.
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La accién positiva del phyA sobre el phyB estuvo reducida tanto en el mutante fhy/ como
en el fhy3, indicando que FHY! y FHY3 forman parte de la cadena de transduccién de sefiales
asociadas a estas interacciones.

El efecto negativo del phyA sobre el phyB se manifiesta cuando se analizan respuestas a
un pulso de 5 min por dia de R. Si bien este tratamiento es suficiente para convertir un 87% del
Pr a Pfr, por algin motivo no es suficiente para producir una respuesta fisiolégica como la
apertura de los cotiledones en el genotipo salvaje. Sin embargo, una respuesta significativa a este
tratamiento se puede observar en el mutante phy4 indicando que la presencia del phyA bloquea la
respuesta. Esta respuesta esta ausente en el doble mutante phyAphyB sugiriendo que la falta de
respuesta en el genotipo salvaje se debe a un efecto negativo del phyA sobre el phyB. Este efecto
negativo del phyA sobre el phyB esta presente en el mutante fhy/ pero no en el mutante fhy3,
sugiriendo que FHY ! pero no FHY3 media este efecto.
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Figura 7. Apertura de los cotiledones en plantulas del genotipo salvaje (ecotipo Landsberg erecta) y
en los mutantes phyA, fhyl, fhy3 y en el doble mutante phyAphyB, en respuesta a un pulso de 5 min.
por dia de R. Los datos son promedios y e.e. de por lo menos 6 réplicas.

DISCUSION

La caracterizacion detallada de los modos de accion de los fitocromos en los mutantes fhyl y
fhy3 indica que el fhyl afecta de manera similar las respuestas VLFR y HIR, mientras que el fhy3
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afecta las respuestas HIR y no afecta, 6 afecta muy poco (dependiendo de la respuesta analizada),
las respuestas VLFR.

El hecho que la mutacién fhy3 afecte significativamente a las respuestas HIR y no afecte
sustancialmente las respuestas VLFR sugiere que estos dos modos de accion del phyA serian el
reflejo de dos vias de transduccién de sefiales distintas activadas por el phyA y el FHY3
participaria principalmente en la correspondiente al HIR. La observacion que el fhy! afecta los
dos modos de accion desencadenados por el phyA no argumenta en contra de la posibilidad de
que los mismos representen distintas vias de transduccion de sefiales. En Drosophila
melanogaster y en Caenorbditis elegans, diferentes miembros de la familia de receptores del
factor transformante del crecimiento B, activan miembros especificos de la familia de
transductores de sefiales Smad. Estos Smads especificos (Smads 1, 2, 3 o0 5) luego se asocian con
un Smad comin (Smad4) y se translocan al nicleo donde regulan la transcripcién. FHY'1 podria
ser un componente regulatorio comun al VLFR y al HIR, de manera homdloga a la accién de
Smad4 en los sistemas recién descriptos.

Algunos autores han descripto efectos diferenciales de la mutacion fhyl sobre varias
respuestas fisioldgicas y moleculares. Por ejemplo, el mutante fhy! tiene afectado en mayor
medida la inhibicion del alargamiento del hipocotilo que la promocion de la germinacion en
respuesta al RL continuo (Johnson et al., 1994). Por otro lado, la mutacidon fhy! afecta
significativamente la promocién por el RL continuo de la expresion de los genes CHS y CHI pero
afecta muy poco la promocion de la expresion de los genes CAB y NR (Bames et al., 1996). Estos
resultados llevaron a proponer que la cadena de transduccién de sefiales del phyA estaria
ramificada y que el FHY1 sélo formaria parte de una de estas ramas (Barnes et al., 1996). Existe,
sin embargo, una forma alternativa de interpretar dichos resultados. En este trabajo observamos
que el mutante fhy! tiene una sensibilidad disminuida, pero no nula, al RL continuo. Por lo tanto,
el efecto diferencial del fhyl sobre diferentes procesos podria ser simplemente la consecuencia de
un umbral diferente de activacion por el RL para cada respuesta. Esta posibilidad podria ser
facilmente investigada realizando curvas de flujo de RL en todos los procesos.

Por 1ltimo, las mutaciones fhy! y fhy3 también afectan los efectos del phyA sobre el phyB. El
phyA tiene un efecto positivo sobre el phyB cuando actia a través del HIR y tiene un efecto
negativo cuando actia a través del VLFR. En este trabajo observamos que tanto el fhy! como el
fhy3 tienen reducida la accién sinérgica del phyA sobre el phyB, pero sélo el fhy! tiene afectada
la accién antagonica del phyA sobre el phyB. Estos resultados son consistentes con una

participacion del fhyl en el VLFR y en el HIR y una participacién diferencial del fhy3 en estos
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modos de acciéon. A su vez, estos resultados demuestran que tanto la coaccién como el
antagonismo entre el phyA y el phyB no son la consecuencia de una interaccion directa entre
estas moléculas y si la resultante de una interaccion entre las cadenas de transduccion de sefiales
de ambos fotorreceptores.

La existencia de “cross-talk” entre los elementos de la cadena de transduccién de sefiales
de los fitocromos no deberia sorprendernos. Las interacciones entre distintas cadenas de
transduccion de sefiales permite integrar la informacién proporcionada por multiples sistemas
sensorias. Esto constituye una ventaja ya que permite obtener una informacién del ambiente
distinta y adicional a la que proporciona cada sefial por separado, lo que permite reducir
significativamente la ambigiiedad de la informacién.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Las semillas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh de los ecotipos Landsberg erecta y Columbia
fueron proporcionadas por los Drs R. E. Kendrick and M. Koornneef (Wageningen University,
The Netherlands) y por el Arabidopsis Biological Research Centre de la Universidad de Ohio
(ABRC), respectivamente. Las semillas de los mutantes phy4 del ecotipo Landsberg erecta y de
los mutantes fhy! (ecotipo Landsberg erecta) y fhy3 (ecotipo Columbia) fueron proporcionadas el
Dr. Garry Whitelam (Department of Botany, University of Leicester, UK). Las semillas del
mutante phyA en el ecotipo Columbia y las semillas de los mutantes phyB y phyAphyB (ecotipo
Landsberg erecta) fueron proporcionadas por el ABRC.

Aproximadamente 15 (en los experimentos de crecimiento del hipocotilo, apertura de
cotiledones y germinacion) u 80 (en los de clorofila) semillas de cada ecotipo fueron sembradas
en cajas plasticas transparentes (40 x 33 mm’ x 15 mm de altura) sobre papel de filtro saturado

con agua destilada. Las cajas fueron icubadaspor3da 7 °C.

Procedimientos Experimentales y Observaciones

En los experimentos donde se midié el largo del hipocotilo y la apertura de los
cotiledones, 15 semillas de cada genotipo fueron sembradas en cajas de plastico transparente (40
x 33 mm?® x 15 mm height) sobre dos capas de papel de filtro saturado en agua destilada. Las

cajas fueron incubadas en oscuridad a 7 °C por 3 d, recibieron luego un pulso de 5 minde Ry
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fueron icubadas en oscuridad a 25 °C por 24 h y luego transferidas por 3 d a la oscuridad (control)
o a los distintos tratamientos luminicos (Casal, 1995). EL largo del hipocotilo fue medido con
una regla de 0.5 mm de precision y los datos de las 10 plantulas mas altas de cada caja fueron
promediados constituyendo una repeticion para el analisis estadisitico. El angulo entre los
cotiledones fue medido con un transportador en Is mismas plantulas utilizadas para la medicién
del largo del hipocotilo y los 10 valores obtenidos por caja fueron promediados, constituyendo
una repeticion a ser utilizada para el analisis estadistico.

Para los experimentos de germinacién las semillas previamente incubadas por 3 d a 7°C
fueron expuestas a un pulso breve de luz que establecian distintos niveles de Pfr/P, y transferidas
a oscuridad, o fueron expuestas a RL continuo, pulsos de RL u oscuridad por 4 d a 25 °C antes de
contar las semillas germinadas (Botto et al., 1995, 1996.

En los experimentos de clorofila, las semillas fueron expuestas a un pulso de R (para
inducir la germinacion), incubadas en oscuridad por 3 d a 25 °C, expuestas a pulsos de 5 min de
R/RL que establecian diferentes Pfr/P, incubadas en oscuridad por 4 hr a 25 °C, y finalmente
transferidas por 5 h a una cdmara de luz blanca fluorescente (100 mol m? s™) . La clorofila fue

determinada luego de la extraccidén de 1a misma con N N’ dimetilformamida (Moran, 1982).

Fuentes de luz

Las fuentes de luz utilizadas fueron iguales a las descriptas en el capitulo anterior.



MECANISMOS DE ACCION DEL PHYA (III)

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE NUEVOS MUTANTES QUE AFECTAN
DIFERENCIALMENTE LAS RESPUESTAS HIRY VLFR

INTRODUCCION

En forma adicional a la caracterizaciéon de los modos de accion del phyA en mutantes de
transduccion de sefiales previamente identificados, como el fhy! y el fhy3, en esta parte de la tesis
se buscd identificar y caracterizar nuevos mutantes de Arabidopsis thaliana afectados
diferencialmente en las respuestas HIR y VLFR. La estrategia para obtener dichos mutantes
consistio en incubar semillas mutagenizadas de Arabidopsis thaliana bajo RL continuo (Fig. 1 ).
La germinacion bajo RL es una VLFR mediada por el phyA ya que los pulsos de RL y el RL
continuo tienen el mismo efecto (Figura 4, capitulo 5). La inhibiciéon del hipocotilo bajo RL
continuo es predominantemente un HIR porque el RL continuo es significativamente mas
efectivo que los pulsos (Figura .., capitulo 4, y figura... capitulo 5). Por lo tanto, aquellas
plantulas que germinen bajo RL, pero que sean altas en esta condicién, deberian retener el VLFR
y no el HIR.

Semillas M2
expuestas a RLe

Semillas no
germinadas: Plantulas | 1 p1gntulas
phyA, mutantes de la bajas: altas
biosintesis del WT .
croméforo. Figura 1. Disefio del
l protocolo  utilizado  para
Pléantulas altas: . .
mutantes de la biosintesis del S T3 identificar mutantes afectados
croméforo, mutantes de expuestas a Rp mas fuertemente en el HIR
transduccién de sefales
comunes al phyA yal phyB. l que en el VLFR del phyA.

Plantulas
bajas:

mutantes
buscados
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RESULTADOS

Siguiendo el protocolo original se seleccionaron aproximadamente 100 mutantes. Sin
embargo, un analisis posterior revelé que sélo 3 de ellos cumplian estrictamente con los
requisitos establecidos. A continuaciéon se describe la caracterizacion fisiologica, genética y
molecular de dos de estos mutantes denominados Mul0y Mu33.

Caracterizacion fisiologica de las mutantes

En primera instancia se analiz6 la promocién por luz de la germinacion en el genotipo salvaje
y en los mutantes MulO, Mu33, phyA-20] (mutante nulo de phyA). La germinacién fue
promovida en el genotipo salvaje de forma similar por pulsos de RL, por RL continuo y por
pulsos de R. El hecho que los pulsos de RL sean tan efectivos como el RL continuo indica que la
germinacion es un proceso que tiene un umbral muy bajo de sensibilidad a la luz y se satura con
sefiales luminicas en el rango del VLFR. En el mutante phy4-20/, la germinacidon sélo fue
promovida por pulsos de R, lo que es coherente con que el phyA media las respuestas VLFR pero
no las LFR (Botto el al., 1996; Shinomura et al.,, 1996). En las mutantes Mul0 y Mu33, la
germinacion fue promovida tanto por pulsos de RL como por RL continuo y pulsos de R. Este
resultado indica que estas mutantes retienen gran parte del VLFR de la germinacion mediado por
el phyA.
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Figura 2. Promocion de la germinacién por la luz en las semillas del genotipo salvaje y en las mutantes
phyA-201, Mul0 y Mu 33 . Las semillas fueron incubadas en oscuridad por 3 dias a 4 °C y luego fueron
expuestas a pulsos horarios de RL, RL continuo, pulsos de R, o a oscuridad, y mantenidas en todos los
casos a 25 °C. Los datos son promedios y e.e. de 6 réplicas.
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En Arabidopsis thaliana la inhibicién del alargamiento del hipocotilo y la promocion de la
apertura de los cotiledones por el RL es mayoritariamente una respuestas del tipo HIR, ya que el
RL continuo es mucho mas efectivo que pulsos de RL que proveen igual cantidad total de fotones
(Fig. 2). El mutante phyA-201, carece tanto de las respuestas a los pulsos de RL, es decir el
VLFR, como de las respuestas al RL continuo, es decir el HIR (Fig. 2). En principio las nuevas
mutantes tendrian reducido el HIR, porque fueron seleccionadas justamente por ser muy altas en
RL continuo, y retendrian el VLFR porque germinaban bajo RL. Sin embargo, la germinacién y
el alargamiento del hipocotilo son dos respuestas muy distintas y el efecto diferencial de las
mutaciones sobre estos procesos podria deberse simplemente a que la germinacién y la inhibicion
del alargamiento del hipocotilo tengan umbrales diferentes de sensibilidad luminica, o a que
involucran procesos fisiologicos distintos. No obstante, en las mutantes Mu/0 y Mu33 pulsos de
RL son capaces de inhibir el alargamiento del hipocotilo y de promover la apertura de los
cotiledones, mientras que el RL continuo no produce ningun efecto adicional (Fig. 2). Esto indica
claramente que estas mutantes afectan de forma diferente al HIR y al VLFR incluso en un mismo

proceso fisioldgico.
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Figura 3. Efecto de la exposicion a pulsos horarios de RL, a RL continuo 6 a oscuridad sobre plantulas de
los genotipos salvajes, y de los mutantes phyA, Mul0y Mu33. A) largo del hipocotilo. B) apertura de los
cotiledones. Los datos son promedios y e.e. de por lo menos 12 réplicas.

El efecto de las mutaciones sobre el HIR fue analizado en mas detalle. En el genotipo salvaje,
flujo crecientes de RL producen un incremento continuo en la inhibicién del alargamiento del
hipocotilo y en la apertura de los cotiledones, mientras que el mutante phyA-201 es totalmente
insensible al RL. En los mutantes Mu/0 y Mu33 se observa una inhibicién del alargamiento del
hipocotilo y una promocién de la apertura de los cotiledones por el RL. Sin embargo, en el
mutante Mu33, el efecto sobre el hipocotilo y sobre los cotiledones se satura con muy bajos flujos
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de RL. En el mutante Mul0, el efecto sobre la apertura de cotiledones también se satura con muy
bajos flujos y, si bien la inhibicion del alargamiento del hipocotilo se produce a altos flujos, la
magnitud del efecto inhibitorio fue a lo sumo equivalente al que tienen en el genotipo salvaje los
muy bajos flujos. Ademas, esta respuesta a altas irradiancias de RL continuo pudo ser simulada
por medio de pulsos de RL de muy alta intensidad que proveian igual cantidad total de fotones,

indicando el cumplimiento de la ley de reciprocidad y por lo tanto la ausencia de HIR (datos no

mostrados).
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Figura 4. Largo del hipocotilo en funcién del flujo de RL continuo en plantulas del genotipo salvaje y en
los mutantes phyA4-201, Mul0'y Mu33. Los datos son promedios y e.e. de por 1o menos 6 réplicas.

Para evaluar los efectos de las mutaciones Mul0 y Mu33 sobre el VLFR se analizé el efecto
que tenian pulsos horarios de luz que establecian niveles crecientes de Pfr/P sobre la inhibicién
del alargamiento del hipocotilo y la apertura de cotiledones en plantulas etioladas.

En las plantas del genotipo salvaje se observé un VLFR que se saturd con un 10 % de Pfi/P y
un LFR que se manifestd con un Pft/P superior al 30 %. Mientras que el VLFR estuvo totalmente
ausente en la mutante phyA, en las mutantes Mul0 y Mu33 se pudo observar una inhibicién del
alargamiento similar a la del genotipo salvaje tanto en el VLFR como en el LFR. También la
apertura de los cotiledones fue significativamente promovida por pulsos de luz en el rango del
VLER en las mutantes, pero en este caso las respuestas fueron inferiores a las del genotipo
salvaje. Esto indica que las mutaciones eliminan casi por completo las respuestas HIR, pero sélo
afectan parcialmente las respuestas VLFR.
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Las mutantes mutantes son alélicas al phyA-201

Las mutantes aisladas podrian afectar loci involucrados en la transduccién de sefiales del
phyA, o podrian ser mutantes nuevos de phyA que afecten diferencialmente al VLFR y al HIR.
Para evaluar esta posibilidad los mutantes fueron cruzados con el phy4-201. Si las mutaciones
afectaran loci distintos al del phyA, la F1 deberia tener un fenotipo similar al genotipo salvaje
bajo RL continuo. Sin embargo, el fenotipo de la F1 resulté similar al de la mutante nula de phyA
indicando que los nuevos mutantes son alélicos al phy4-201. Por tal motivo se los denomind
phyA-301 y phyA-302 (Fig. 5).
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Figura 6. Test de complementacion genética de los mutantes Mul0 y Mu33. Los mutantes Mul0 y Mu33

fueron usados como planta aceptora y el mutante phy4-201 como planta dadora de polen. Los datos son
promedios + e.e. de 8-12 repeticiones.

Caracetrizacion molecular de las mutantes

Los niveles de phyA fueron investigados en las mutantes por medio de un western blott.
Utilizando un anticuerpo monoclonal especifico para el phyA se pudo detectar una banda de
tamafo similar a la esperada para el phyA tanto en el mutante phyA-30/ como en el mutante
phyA-302, pero de menor intensidad a la observada en el genotipo salvaje.

phyA-301 WT phyA-302
VR

Figura 7. Analisis de los niveles de phyA por inmunoblot en el mutante phy4-30/ y en el phyA-302
comparado con el WT. Las proteinas fueron extraidas a partir de muestras almacenadas en nitrégeno
liquido (3 g de peso fresco), concentradas por medio de precipitacion con sulfato de amonio separadas en
un gel SDS-PAGE. Las proteinas del gel fueron transferidas a un filtro de nitrocelulosa e incubadas con el
anticuerpo monoclonal anti-phyA como anticuerpo primario y con un anticuerpo anti-anticuerpo de ratéon
conjugado con fosfatasa alcalina como anticuerpo secundario.
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Para identificar las mutaciones phy4-301 y phyA-302 a nivel molecular, se cloné por PCR y se
secuencié completamente (intrones + exones) las dos hebras del gen PHYA de las mutantes (en
material proveniente de por lo menos dos extracciones independientes) y del genotipo salvaje. La
comparacion de las secuencias reveld la existencia en la mutante phy4-30! de un cambio C X T
que condujo a la aparicién de un codén de terminacién prematuro en lugar de la glutamina 980,
dando lugar a una proteina truncada con 142 aa menos en el extremo C-terminal (Fig. 6 ).

C T KWN P
phyA-302 tgc aca aag tgg aat cca
WT tgc aca gag tgg aat cca

77 C T E W N P

PHYA B : I— H {1 —

978 T S Q VM M

WT aca agtcaagta atg alg

phyA-301 aca agt taa gta atg afg
T S STOP

Figura 8. Secuencias del tercer y cuarto exén del gen PHYA WT y de los mutantes phy4-301 y phyA-302.
Los exones estin representados como cuadrados y los intrones como lineas llenas. Las regiones 5y 3'no
codificantes estan presentadas como recuadros negros. Las lineas punteadas indican la posicién de las
secuencias mostradas.

En la mutante phyA4-302 se detecté una mutacién puntual que derivé en un cambio en el
aminoacido 978 de lisina por acido glutamico.

DISCUSION

El phyA media tanto las respuestas a pulsos de RL 6 VLFR, como las respuestas al RL
continuo 6 HIR. El hecho que el RL continuo sea mucho mas efectivo que pulsos de RL que
proveen igual cantidad de fotones sugiere que el VLFR y el HIR son el resultado de la activacién
de dos mecanismos moleculares distintos.

Aqui se describe la identificacién y caracterizacién de dos nuevos mutantes el phy4-301 y el
phyA-302. Mientras que en las plantulas WT el RL continuo es mucho mas efectivo que los
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pulsos de RL en inhibir el alargamiento del hipocotilo, y en promover la apertura de los
cotiledones, en las mutantes phy4-301 y phyA-302, 3-min por hora de RL tuvieron el mismo
efecto que el RL continuo. Si el RL continuo fuera mas efectivo que los pulsos de RL
simplemente porque mantiene niveles constantes de Pfr de phyA en el tiempo, los mutantes
phyA-301 y phyA-302 que incluso tienen reducidos los niveles totales de phyA, deberian afectar
en forma similar las respuestas a los pulsos de RL y al RL continuo. EL hecho de haber podido
identificar mutantes que retengan la respuesta a los pulsos de RL y pierdan la respuesta al RL
continuo indicaria que el HIR y el VLFR son el resultado de la activaciéon de dos mecanismos
diferenciables.

Las mutantes phyA-301 y phyA-302, no obstante, tienen niveles reducidos de phyA
comparadas al WT. En consecuencia, estas mutantes podrian carecer de HIR pero retener una
parte importante del VFR en caso que el HIR requiera mayores niveles de phyA que el VLFR
para activarse. A favor de esta idea, en las plantas transgénicas de arroz que sobreexpresan phyA
de avena, las respuestas del crecimiento del coleoptile y el contenido de antocianas en respuesta a
pulsos de RL parece saturarse con los niveles endégenos de phyA, mientras que las respuestas al
RL continua son significativamente promovidas por la sobreexpresion del phyA de avena (Casal
et al., 1996). Sin embargo, no cualquier reduccién en los niveles o en la actividad de phyA afecta
mas al HIR que al VLFR. Tanto en las mutantes de cromoforo de Arabidopsis thaliana, como en
un alelo débil del phyA, el phy4-205, las respuestas VLFR y HIR se ven afectadas de forma
similar (Casal & Yanovsky, datos no publicados).

La hipotesis que sostiene que las respuestas VLFR y HIR involucran distintas acciones de la
molécula de phyA puede proponerse en términos moleculares sugiriendo que las respuestas a los
pulsos de RL serian desencadenadas por el Pfr del phyA y las respuestas al RL continuo serian
desencadenadas por un efector desconocido, posiblemente un intermediario inestable formado
durante el ciclado entre el Pr y el Pfr. Si esta hipdtesis fuera cierta, las mutaciones phy4-301 y
phyA-302 afectarian poco la accion del Pfr del phyA pero reducirian notablemente la eficacia del
efector del HIR, el hipotético intermediario del ciclado entre el Pr y el Pfr.

La mutacion phyA4-302 involucra un cambio de un acido glutdmico por una lisina en el
aminoacido 778. Este aminoacido se encuentra en el extremo derecho de la Quail Box (QB), una
region que Quail y colaboladores revelaron como importante para la accién regulatoria del
fitocromo (Quail et al., 1995; Fig. 6, Capitulo 1). Estos resultados indican que la QB seria mas
importante para las respuestas HIR que para las respuestas VLFR. El rol regulatorio de la QB es
desconocido. En principio esta regiéon podria afectar directamente la actividad bioquimica del
fitocromo (por ejemplo su actividad kinasa), o podria afectar la capacidad del fitocromo de
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interactuar con su blanco de accién inicial. Sin embargo, no parecen existir en la QB regiones con
secuencias homologas a los sitios activos de las protein kinasas. Por el contrario, se ha
demostrado que mutaciones en la QB disminuyen la capacidad de los fitocromos de interactuar
en el sistema de dos hibridos de levaduras con PIF3. Este dato sugiere que la QB estaria
vinculada a la interaccion fisica con el blanco de accidn inicial mas que con su modificacion
bioquimica. El hecho que la mutacidon phyA4-302 situada en el borde derecho de la QB afecte
diferencialmente al HIR en mayor medida que al VLFR sugiere que el(los) factor(es) con el(los)
que interactia el phyA en el modo HIR seria(n) distinto(s) a el(los) factor(es) del VLFR.

La mutacién phyA4-30! convierte el codon que da lugar a la glutamina 980 en un coddn de
terminacion. Esto da lugar a un phyA con 142 aminoacidos menos en el extremo C-terminal.
Llamativamente, la mutacién identificada en este mutante es igual a la presente en el mutante
nulo de phyA, el phy4-201. Este hallazgo es sorprendente ya que el phyA-201 es un mutante que
carece totalmente de fitocromo detectable y no muestra respuesta alguna en el VLFR ni en el
HIR. Sin embargo, a pesar de compartir la misma mutacion, el phy4-301 presenta niveles
reducidos pero detectables de phyA y presenta respuestas significativas en el VLFR. La ausencia
de niveles detectables de phyA en el mutante phy4-201 es consistente con la informacion previa
que indica que el extremo C-terminal es importante para la estabilidad del fitocromo. La hipétesis
que propongo para explicar la diferencia en el fenotipo fisiolégico (presencia de VLFR) y
molecular (presencia de niveles detectables de proteina) entre el phy4-201 y el phyA-301 es que
este ultimo mutante posee una segunda mutacion que estabilice la proteina truncada. En la
actualidad se estan haciendo experimentos para investigar esta posibilidad en detalle.
Independientemente de cual sea la explicacidon para la controversia, el hecho que la mutante
phyA-301 tenga un phyA que carece de 142 aa del extremo C-terminal pero que retiene una parte
importante de la respuesta a pulsos de RL mientras que pierde la respuesta al RL continuo indica
que esta region es mas importante para las respuestas HIR que para las VLFR.

Recientemente se han reportado resultados con implicancias similares a las derivadas del
mutante phyA-301. El grupo de Minami Matsui en Riken, Japdn, ha estado investigando el efecto
fisiolégico de sobreexpresar, en Arabidopsis, phyA con deleciones en el extremo C-terminal.
Ellos han observado que la sobreexpresion del phyA completo incrementa las respuestas al R y
al RL continuo, mientras que la sobreexpresion de phyA con deleciones en el C-terminal no sélo
no incrementa, sino que reduce las respuestas al RL continuo, pero mantiene normales las
respuestas al R. Se sabe que el incremento en la sensibilidad al R en las plantas que
sobreexpresan phyA es una respuesta de tipo VLFR, mientras que el incremento en la
sensibilidad al RL continuo es una respuesta HIR. Esos resultados son consistentes con la idea
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que el extremo C-terminal es crucial para las respuestas HIR pero no es tan importante para las
respuestas VLFR.

Dado que la zona C-terminal el phyA involucrada especificamente en el HIR contiene el
dominio con homologia a histidin-kinasas pero no el homélogo a serin-treonin-kinasas, es posible
especular que el HIR pero no el VLFR requiera de la actividad histidin-kinasa. Por otro lado,
parte de la region delecionada en el mutante phy4-30/ también ha sido involucrada en la
dimerizacion del fitocromo. Si bien no lo sabemos con certeza, es probable que el phyA presente
en este mutante se encuentre como monomero y, por lo tanto, cabe la posibilidad que la accién
del phyA en el HIR involucre el dimero de phyA mientras que el monémero seria suficiente para
el VLFR.

Resumiendo, hemos identificado mutaciones en el phyA que afectan diferencialmente al
VLFR del HIR. Este resultado es consistente con la hipdtesis que sostiene que estos modos de
accion serian desencadenados por dos formas distintas del phyA, y la activacion por parte del

phyA de las respuestas involucraria distintas regiones de esta molécula.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Las semillas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh del ecotipo Landsberg erecta fueron
proporcionadas por los Drs R. E. Kendrick and M. Koomneef (Wageningen University, The
Netherlands). Las semillas del mutante phy4-201 fueron proporcionadas por la Dra J. Chory (The
Salk Institute, La Jolla, California) y las semillas del mutante phy4-205 fueron proporcionadas
por el Arabidopsis Biological Research Centre de la Universidad de Ohio (ABRC). Las semillas
mutagenizadas (ecotipo Landsberg erecta) fueron adquiridas a la firma Lehle Seeds (Texas).

Procedimientos Experimentales

En los experimentos donde se midié el largo del hipocotilo y la apertura de los cotiledones, 15
semillas de cada genotipo fueron sembradas en cajas de plastico transparente (40 x 33 mm?® x 15
mm height) sobre dos capas de papel de filtro saturado en agua destilada. Las cajas fueron
incubadas en oscuridad a 7 °C por 3 d, recibieron luego un pulso de 5 min de R y fueron icubadas
en oscuridad a 25 °C por 24 h y luego transferidas por 3 d a la oscuridad (control) o a los distintos
tratamientos luminicos (Casal, 1995). EL largo del hipocotilo fue medido con una regla de 0.5

mm de precision y los datos de las 10 plantulas mas altas de cada caja fueron promediados
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constituyendo una repeticion para el analisis estadisitico. El angulo entre los cotiledones fue
medido con un transportador en Is mismas plantulas utilizadas para la medicion del largo del
hipocotilo y los 10 valores obtenidos por caja fueron promediados, constituyendo una repeticion
a ser utilizada para el analisis estadistico.

Las fuentes de luz utilizadas fueron iguales a las descriptas en los capitulos anteriores.
Extraccion de proteinas e Inmunobloting.

Se prepararon extractos proteicos enriquecidos en fitocromo a partir de muestra almacenadas en
nitrégeno liquido de acuerdo a los procedimientos seguidos por Somers y col. (Somers et al.,
1991). Los extractos protéicos fueron corridos en un gel SDS-PAGE (de 1,5-mm- de espesor,
7.5%) (Mini Proteam II, Bio-Rad, Richmond, CA). Las proteinas fueron transferidas por
electroblotting desde el gel hacia filtros de nitrocelulosa (con un tamaiio de poro de 0.45u m,
Sigma, ST Louis, Mo.) por medio del sistema Milliblot-SDE (Millipore, Bedford, Mass.)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El filtro fue bloqueado incubandolo con leche
descremada (1%), 50 mM Tris-Cl, 200 mM NaCl, pH 7.4 por 30 min a 37 °C. El filtro fue luego
incubado a 7 °C con 10 ml del anticuerpo primario anti-phyA a una dilucién de 1:1000. El
anticuerpo monoclonal realizado en ratén contra phyA de Arabidopsis fue proporcionado por el
Dr Peter H. Quail (University of Berkeley, USA). Luego de lavada, la membrana fue incubada
con una dilucién 1:500 de anticuerpo anti anti-IgG de ratén conjugado con fofatasa alcalina
(Sigma). Las bandas fueron visualizadas incubando las membranas en 0.1 M Tris (pH 9.5), 100
mM NaCl, 5 mM MgCl, conteniendo 0.165 mg/ ml de BCIP (5-bromo-4chloro-3-indoyl
phosphate, p-toluidine sait) y 0.33 mg/ml de NBT (nitro blue tetrazolium), ambos productos de
Sigma.

Clonado y secuenciacion del gen PHYA

Se aisl6 ADN gendmico de plantas WT y de las mutantes phy4-301 y phyA-302 siguiendo el
protocolo descripto por Neff y col. (1998). El gen PHYA completo (incluyendo exones e intrones)
fue amplificado por PCR utilizando dos primers disefiados a partir de la secuencia completa del
gen ya publicada (Dehesh et al., 1993). Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: Tris-
HCI 20 mM pH 8.4, KCl 50 mM, MgCi2 2mM, 200 pM de cada dNTP, 25 pmoles de cada
primer, 2 pl de la preparacion de ADN genémico y 2.5. unidades de Taq Polimersa (GIBCO
BRL) en un volumen final de 25 pl. La mezcla de reaccion se calenté a 94 °C por 4 min y se
sometié a 35 ciclos de 30 s 294 °C, 30 s a 55 °C y 3 min 30 s a 72 °C. Los productos de reaccién
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fueron analizados en geles de agarosa al 0.8 %. Los mismos tenian un tamafio de
aproximadamente 4.8 Kb, similar al esperado en funcion de la secuencia conocida del gen. Los
fragmentos correspondientes fueron extraidos del gel y sub-clonados, siguiendo protocolos de
rutina, en el plasmido pUC19 (Sambrock et al., 1989). Con los plasmidos recombinantes como
moldes se secuenciaron las dos hebras de ADN de cada uno de los genes PHYA clonados
utilizando un secuenciador automatico y 10 pares de primers internos (disefiados utilizando la
secuencia publicada por Dehesh et al., 1993), superpuestos de modo de cubrir las 4.8 Kb del gen.



DISCUSION GENERAL

Las plantas utilizan la informacién provista por el ambiente luminico (cantidad, calidad,
duracién y/o direccién de la luz) para adaptarse a los cambios que ocurren en su entorno. El
ambiente luminoso es sumamente complejo y las plantas posean multiples sistemas fotosensorios
para percibirlo. Los fitocromos, cromoproteinas que absorben en el rango del R y el RL, son los
fotorreceptores mas caracterizados. En Arabidopsis y en tomate (las dicotiledéneas mas
estudiadas en términos fotomorfogénicos) existen cinco genes distintos que codifican fitocromos,
PHYA, PHYB, PHYC, PHYD y PHYE. La existencia de diferentes fitocromos en una misma
especie llevd a proponer que estos fotorreceptores cumplirian funciones sensoriales y/o
regulatorias distintas.

En esta tesis se investigaron en detalle las funciones fotoperceptivas y los mecanismos de
acciéon del phyA. La caracterizacion fotofisiolégica de plantas mutantes y transgénicas con
niveles reducidos o incrementados de phyA ha permitido identificar diferentes circunstancias
donde la accidn del phyA es importante:

1) el phyA esta involucrado en promover la des-etiolacién de las plantulas. La sefial que
induce al phyA a promover esta respuesta es la transicion oscuridad/luz. La accién del
phyA se manifiesta tanto en plantulas que emergen en suelos descubiertos, es decir bajo
luz solar directa, como en plantulas que emergen bajo canopeos muy densos, es decir en
ambientes con muy poca luz, enriquecidos en RL.

2) el phyA, tanto en forma independiente, como mediante su interaccién con otros
fotorreceptores como el phyB, participa del control de las respuestas de las plantas a la
presencia de plantas vecinas. Por un lado, el phyA esta involucrado directamente en la
percepcion de reducciones en la irradiancia (en particular la cantidad de R+RL) que se
producen por la absorcién de luz en las hojas de las plantas vecinas. Por otro lado, el phyA
modula la capacidad del phyB de percibir reducciones pequefias en la relacion R/RL
producidas por el RL reflejado en las hojas de las plantas vecinas.

3) el phyA sincroniza el reloj endégeno que controla la fase del ritmo del movimiento de las
hojas en las plantas de papa. En las plantas, los relojes edégenos también controlan
procesos como la fotosintesis, la expresion de genes, e incluso estan involucrados en el

mecanismo de percepcidn de la longitud del dia que permite a las plantas coordinar su
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ciclo de vida con las estaciones climaticas favorables para el crecimiento. Una de las
sefiales que estimula al phyA a sincronizar el reloj circadiano que controla el ritmo del

movimiento de las hojas es la transicion oscuridad/luz que ocurre diariamente al amanecer.

Los resultados presentados aqui indican que el phyA participa del control de diversos aspectos
del desarrollo de las plantas durante etapas muy distintas de su ciclo de vida y, ademas, que las
funciones fotoperceptivas del phyA son diferentes a las del resto de los fitocromos. Mientras que
el phyB, phyC, phyD y phyE participan de la percepcién de los cambios en la relacién R/RL, el
phyA esta involucrado en percibir principalmente cambios en la irradiancia como los que ocurren
durante la emergencia de las plantulas o en la transicion entre la noche y el dia.

Es interesante observar que el phyA participa tanto en la deteccion de cambios muy pequefios
en la irradiancia (como los que perciben las semillas de malezas cuando son expuestas por
milisegundos a la luz solar durante la arada), como en la deteccién de cambios intensos (por
ejemplo, los que se producen como consecuencia del sombreado por plantas vecinas). Estas
acciones del phyA ocurren a través de dos mecanismos, el VLFR que se satura con muy poca luz,
y el HIR que se manifiesta frente a exposiciones prolongadas a altas irradiancias de RL. Los
resultados obtenidos en la segunda parte de la tesis son consistentes con que las respuestas VLFR
y HIR involucra dos acciones distintas de este fotorreceptor, que se diferenciarian tanto en las
regiones de la molécula de phyA involucradas, como en las vias de transducciéon de sefiales
activadas.

En esta tesis se ha demostrado que es posible separar genéticamente €l VLFR del HIR. Por un
lado, los loci VLF1 y VLF2 polimoérficos entre los ecotipos Landsberg erecta y Columbia, afectan
al VLFR pero no al HIR (Yanovsky et al., 1997) y son la prueba mas contundente para sostener
que estos dos modos de accién involucran mecanismos moleculares diferentes. Estos loci podrian
codificar proteinas que actien normalmente como represores del VLFR. Se ha demostrado que
deleciones o sustituciones de serinas que se encuentran en el extremo N-terminal de la molécula
de phyA aumentan la sensibilidad de este fotorreceptor. Esas serinas serian fosforiladas luego de
la exposicién del phyA a la luz y de alguna manera la fosforilacidn reduciria la efectividad del
phyA en las respuestas a muy bajos flujos. Por lo tanto, los loci VLF presentes en el ecotipo
Columbia podrian codificar protein kinasas que fosforilen al phyA en el extremo N-terminal,
reduciendo su efectividad regulatoria.

Ademas, hemos identificado los mutantes phyA4-301 y phyA-302 que tienen un efecto mucho
mas marcado sobre el HIR que sobre el VLFR. Esto sugiere que la Quail Box, posiblemente
alterada en el mutante phyA-302, como el dominio con homologia a kinasas de histidina, ausente
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en el mutante phy4-301, serian mas importantes para la accién del phyA en el HIR que en el
VLFR. Estos mutantes también tienen niveles reducidos de phyA y por lo tanto no es posible
descartar que el efecto diferencial de estas mutaciones sobre las respuestas VLFR y HIR se deba
a diferentes requerimientos de phyA para inducir ambas respuestas. Por otro lado, hemos
caracterizado las respuestas VLFR y HIR en dos loci previamente identificados, los cuales se
hayan afectados especificamente en la transduccién de sefiales del phyA. Nuestros resultados
indican que uno de estos loci, el fhy! afecta similarmente al VLFR y al HIR, mientras que el fhy3
afecta mucho mas al HIR que al VLFR.

Todos estos resultados son compatibles con un modelo (Fig. 1) donde los pulsos de RL
actuando a través del Pfr del phyA desencadenan las respuestas VLFR y el RL continuo,
actuando a través del hipotético intermediario formado durante el ciclado entre el Pr y el Pfr
desencadena las respuestas HIR. Los dominios de la molécula de phyA afectados en las mutantes
phyA-301 'y phyA-302 serian mas importantes para la accién del efector del HIR que para la del
efector del VLFR. A su vez, los efectores del VLFR y del HIR iniciarian dos cadenas de
transduccion de sefiales que tendrian algunos elementos en comin (FHY1) y otros diferentes
(FHY3, VLF1 y VLF2).

RLcontinwo - Phy A
HR T

-
Inhibicién del
|Ph}’A'301| Zﬂ"yl / alargamiento

I N > del h l'p)cou.lo,

Pulsos de RL - phy A 1 apertura de
VLER l l"lﬂ' vif2 los cotilkedones,
etc.
R continuo
Pulscc:s deR > phyB
LFR

Figura 1. Modelo que resume los resultados presentados en la segunda parte de la tesis, es decir la
diseccién genética de las respuestas VLFR y HIR. Las lineas terminadas como flechas representan
acciones positivas. Las lineas terminadas en T representan acciones negativas.

La posibilidad del phyA de desencadenar el VLFR y el HIR a través de dos vias de
transduccion de sefiales diferentes permitiria una regulacion mas fina de cada uno de los procesos
por separado. Esto es importante ya que si bien en procesos como la inhibicién del alargamiento
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del hipocotilo y la apertura de cotiledones las respuestas VLFR y HIR van en la misma direccion,
en otros procesos esto no es asi. Por ejemplo, el phyA tiene un efecto positivo sobre la accion del
phyB cuando actia a través del HIR, pero tiene un efecto negativo cuando actia a través del
VLFR. En algunas especies como Datura ferox (pero no Arabidopsis) el VLFR promueve la
germinacion mientras que el HIR la inhibe. Esto es interesante ya que bajos niveles de Pfr pueden
ser establecidos en las semillas por circunstancias tan diversas como: (a) pulsos muy breves de
luz solar (con una alta relacion R/RL) experimentada por parte del banco de semillas como
consecuencia de las labranzas (Scopel et al., 1991); (b) exposiciones prolongadas a la luz
presente bajo canopeos muy densos (con una relacién R/RL muy baja). El hecho que la
germinacion sea promovida por pulsos de luz pero inhibida por exposiciones prolongadas al RL
constituye un mecanismo que permite a las semillas distinguir entre un canopeo recién cultivado
donde toda la vegetacién ha sido removida y un canopeo muy denso. La existencia de diferentes
vias de transduccion de sefiales para las respuestas a pulsos de luz o a luz continua ofreceria por
lo tanto una manera de regular diferencialmente la sensibilidad a diferentes sefiales naturales.

En resumen, las plantas poseen miltiples fotorreceptores que cumplen funciones sensoriales y
regulatorias diferentes. A su vez, estos fotorreceptores desencadenan una o mas vias de
transduccion de sefiales diferentes que, en ciertas circunstancias, interactian entre si. Esta
multiplicidad de fotorreceptores y de vias de transduccion de sefiales independientes y a la vez
interactuantes permite a las plantas interpretar de manera mas completa y eficiente toda la
informacién provista por el ambiente luminoso.
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