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RESUMEN

BENEFICIO MUTUO ENTRE PLANTAS EMPARENTADAS.

Resumen

Las respuestas de las plantas al ambiente luminoso, histéricamente interpretadas
como reacciones de competencia, pueden dar origen a reacciones mas cercanas al
altruismo cuando existe reconocimiento de parentesco. Al cultivar plantas de Arabidopsis
thaliana en macetas individuales dispuestas en un disefio rectangular (poca distancia
entre plantas dentro de la hilera, mucha distancia entre hileras), hemos observado que
las plantas aumentan la proporcion de hojas dispuestas perpendicularmente a las hileras.
Este patrén no se da si se combinan individuos genéticamente diferentes en la misma
hilera o si se combinan individuos genéticamente iguales pero con edades distintas. El
ordenamiento se debe a cambios en la direccion de crecimiento de las hojas y es una
respuesta mediada por el fitocromo B, criptocromos y fototropinas (principales
receptores de las sefiales luminicas generadas por un disefio rectangular). Esta
disposicion de las hojas aumenta el auto-sombreado de las hojas mas viejas (con menor
capacidad fotosintética), mientras que reduce el sombreado mutuo permitiendo la
exposicion a la luz de las hojas mas jovenes. Decimos entonces, que el reconocimiento de
parientes genera un beneficio mutuo, donde el costo (incremento de auto-sombreado) es
rapidamente compensado por la reduccion del sombreado mutuo. Esto se ve reflejado en
el fitness reproductivo cuando se compara con individuos que no acomodan sus hojas

hacia los laterales.

Palabras claves: reconocimiento de parientes, fitness, sefiales luminicas, Arabidopsis

thaliana, escape al sombreado.



ABSTRACT

MUTUAL BENEFIT AMONG KIN PLANTS.

Abstract

Plant responses to the light environment, historically interpreted as part of the
competition reactions, can lead to altruistic behavior when there is kin recognition. When
plants of Arabidopsis thaliana grown in individual pots were arranged in a rectangular
design (i.e. a larger distance between rows than within the same row), we observed that
plants showed increased proportion of their leaves placed perpendicular to the row. This
pattern of leaf orientation does not occur when the rows involved seedlings of different
genotype or seedlings of the same genotype but different age. This leaf arrangement is
due to the redirection of leaf growth. This response mediated by phytochrome B,
cryptochromes and phototropins (the main receptors of light sighals generated by a
rectangular design). This arrangement of the leaves increases self-shading of leaves,
while reduces mutual shading. Therefore, kin recognition generates mutual benefit, where
the cost (increased self-shading) is rapidly compensated by the reduced mutual shading.
This is reflected on reproductive fitness when compared with individuals who failed to

reorient leaf growth to out of the row.

Key words: kin recognition, fitness, light signals, Arabidopsis thaliana, shade
avoidance.
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1 INTRODUCCION

1.1 Las plantas y el ambiente luminico.

Las plantas, como organismos fotoautotroficos sésiles, deben ajustar
continuamente su crecimiento y desarrollo asi como la eficiencia en el uso del agua
(Boccalandro et al., 2009) a las condiciones fluctuantes del medio ambiente para
optimizar la actividad fotosintética. El desarrollo de la plasticidad se logra a través de la
percepcion, transduccion e integracién de multiples senales ambientales. Las plantas
poseen sistemas de sefalizacidon que les permiten percibir e integrar la informacién del
ambiente circundante. La complejidad de dichos sistemas varia segun el organismo y los

factores ambientales que se estén percibiendo.

La luz cumple un rol fundamental a lo largo del ciclo biolégico de las plantas ya
gue es uno de los estimulos ambientales que mayor efecto tiene sobre su crecimiento y
desarrollo. Representa la fuente de energia en la fotosintesis que posibilita la formaciéon y
desarrollo de hojas, tallos, raices y flores; controla la germinaciéon en la semilla, la des-
etiolacién en la plantula, el desarrollo del vastago y el momento de floraciéon en la planta
adulta, ademas de permitirle sensar la proximidad de plantas vecinas, es decir que le
provee de informacidn espacial y temporal del ambiente que las rodea (Franklin, 2008).

1.1.1 Las sehnales luminicas.

Los fendbmenos por medio de los cuales las plantas censan y responden a la
informacién provista por el ambiente luminico se los denomina fotomorfogénesis. El
estudio del proceso fotomorfogénico puede dividirse en distintas etapas: 1) las sefales
provistas por el ambiente luminico, 2) los fotorreceptores que perciben dichas sefiales, 3)
los mecanismos involucrados en la transformacion de las sefiales luminicas en sefiales

bioquimicas mediante cadenas de transduccion, y 4) las respuestas fisioldgicas, de las
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cuales se desprenden consecuencias ecoldgicas y agrondmicas (Fig.1.1). Se conocen
varios intermediarios de la sefializaciéon (Casal et al., 2003), sin embargo la red de
sefializacion luminica es muy compleja y quedan aun muchas interacciones y genes
integrantes de la misma sin conocer. En este trabajo se estudié principalmente las etapas
1, 2 y 4 en el modelo que se describe mas adelante, para realizar algunas aproximaciones
de la etapa 5.

Ambiente Percepcién por Cadena de —> Respuesta = Consecuencias
Luminico Fotorreceptores Transduccion Ecoldgicas y Agronémicas.
(1) (2) (3) (4) (5)

Fig. 1.1: Aspectos estudiados por la fotomorfogénesis.

Es posible identificar al menos cuatro caracteristicas del ambiente luminico que
constituyen sefiales informativas para las plantas: la irradiancia (cantidad de luz por
unidad de tiempo y superficie), la composicion espectral (relacidon entre la cantidad de
luz en determinadas zonas del espectro), el fotoperiodo (duracién diaria del periodo
luminico) y la direccion de incidencia. Los cambios en estas variables constituyen sefiales
gque permiten a las plantas detectar situaciones ecoldgicas tan variadas como la
proximidad a la superficie del suelo durante el proceso de emergencia, la presencia de
plantas vecinas que representan un riesgo de sombreado futuro y la llegada de la
estacion climatica favorable para su crecimiento, entre otros (Casal et al., 2003). En este
trabajo se pondra particular atencion a dos de estas sefiales: la irradiancia y la

composicion espectral.

La alteracion mas importante desde el punto de vista informativo para las plantas
en cuanto a la composicidén espectral de la luz, ocurre cuando varia la relaciéon entre la luz
roja (R) (660 a 670 nm) vy la luz roja lejana (RL) (725 a 735 nm) (Holmes and Smith,
1977; Smith, 1982). Esto se debe a que los pigmentos; como carotenoides y clorofila,

absorven de manera preferencial longitudes de onda de luz azul y de luz roja, resultando



¢ Maria A. Crepy
INTRODUCCION

en un enriquecimiento selectivo de ciertas longitudes de onda del espectro. Las hojas
transmiten o reflejan la luz roja lejana y verde, (revisado en: Franklin and Whitelam,
2005), esto conduce a una caida en la relacién R/RL de la luz, lo cual le provee a la planta
informacidon acerca de la proximidad de vegetacidon vecina, de esta manera pueden
desarrollar respuestas de tolerancia o de escape al sombreado antes de que las plantas
sean sombreadas por la vegetacién circundante. Recientemente, se ha demostrado que la
relacion de la luz azul/verde decae bruscamente con el incremento del canopeo,
disminuyendo a la mitad de los valores observados en lugares abiertos (Sellaro et al.,
2010). Sellaro et al. (2010) observaron que el largo del hipocotilo de plantulas de
Arabidopsis thaliana decrece linealmente con el aumento de la relacidon azul/verde de la
luz, de sus estudios surge que cambios en esta relacion dentro del rango de valores

naturales tienen efecto sobre el desarrollo de las plantas.

Las plantas experimentan una dramatica alteracion en la cantidad y calidad de luz
cuando se desarrollan bajo un canopeo, como se muestra en la figura 1.2 (adaptada de
Franklin 2008). La capacidad de las plantas individuales para tolerar o escapar del
sombreado de sus vecinos mejora la competitividad, y en Ultima instancia, la probabilidad

de éxito reproductivo cuando hay un rapido crecimiento poblacional (Franklin, 2008).
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Fig. 1.2: Distribucion espectral de la luz. Luz plena (linea negra continua) y luz filtrada
a través de hojas de Arabidopsis (linea gris y linea punteada). Se puede observar como
varia la irradiancia total y la relaciéon R/RL de la luz cuando pasa a traves de un canopeo.
(Adaptado de Franklin 2008)
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1.1.2 Respuestas de las plantas a las sefales lumicas tipicas de cultivos

densos.

Las plantas han desarrollado mecanismos sofisticados para ajustar su crecimiento y
desarrollo al habitat en el que les toca vivir mediante la percepcion de las sefiales que ese
ambiente le brinda. Por ejemplo, en cultivos densos las plantas responden a una
reduccién de la relacion R/RL como consecuencia de la luz reflejada por las plantas
vecinas, iniciando una serie de respuestas fisioldgicas y morfoldgicas antes de ser
sombreadas. En la literatura, este conjunto de respuestas es conocido como “sindrome de
escape al sombreado” (Smith and Whitelam, 1997) (SES) y la consecuencia de estas

respuestas es una planta con mayor capacidad competitiva.

El éxito en el establecimiento de una plantula como organismo autotréfico puede
depender, entre otras cosas, de las futuras relaciones de competencia entre individuos de
la misma especie y entre otras especies (Ballaré, 2000). Se producen considerables
variaciones dentro de una misma especie y entre especies en respuesta al sombreado por
plantas vecinas y esto confiere ventajas adaptativas en diferentes ambientes ecoldgicos
(Morgan and Smith, 1979; Corré, 1983; Dudley and Schmitt, 1995). En especies
tolerantes, las hojas ajustan sus estructuras fotosintéticas aumentando de ese modo la
eficiencia a bajas irradiancias de luz. Esto incluye hojas delgadas, alto contenido de
clorofila y células de la epidermis en forma de lente para focalizar la luz en el meséfilo
(Boardman, 1977; Middleton, 2001). En especies intolerantes al sombreado la percepcién
de una caida en la relacion R/RL resulta en un cambio en las respuestas de desarrollo,
colectivamente referidas como SES (Smith and Whitelam, 1997). El fenotipo mas comun
en plantas dicotiledéneas expuestas a una baja relacién R/RL es la marcada elongacién de
tallos y hojas (Morgan and Smith, 1976; Morgan and Smith, 1978b; Morgan and Smith,
1981), ademas de la reorientacion de las hojas hacia arriba (hiponastia) (Whitelam and
Johnson, 1982). Esta adaptacién les permite elevar las hojas dentro del canopeo, una
respuesta que probablemente aumenta la capacidad de interceptar luz en cultivos densos
y le permite a la planta disponer sus hojas por encima de sus competidores; siendo esta

una respuesta de supervivencia en poblaciones que crecen rapidamente. La luz que se
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propaga horizontalmente en los estratos mas bajos de un canopeo se encuentra
enriquecida con luz RL, se ha demostrado que esta es la principal sefal regulatoria que
controla la elongacion del tallo en especies intolerantes al sombreado (Ballaré et al.,
1987; Ballaré et al., 1990). Estas respuestas de escape al sombreado también incluyen
un incremento de la dominancia apical y menor contenido de clorofila en hojas (Smith
and Whitelam, 1997). Si la sefal baja de R/RL persiste se acelera la floracidn, de esta
manera se promueve la formaciéon de la semilla y se aumenta la probabilidad de un
suceso reproductivo (Halliday et al., 1994; Dudley and Schmitt, 1995; Donohue et al.,
2001). Estos cambios son a menudo acompafiados por reducciones en el area foliar,
contenido de biomasa y tamafio del fruto, como consecuencia de la reasignacion de los
recursos hacia las estructuras reproductivas (Keiller and Smith, 1989; Robson et al.,
1993; Devlin et al., 1996; Devlin et al., 1999). En plantas monocotiledéneas, lo que
ocurre principalmente es un aumento de la dominancia apical y una reduccién en el
llenado de granos, lo que se traduce en un menor rendimiento, ésto hace que estas
respuestas sean la principal determinante en la densidad de plantas de los cultivos
(Kebrom and Brutnell, 2007).

La visidon actual, es que las respuestas fotomorfogénicas inducidas por bajas
relaciones de R/RL en un cultivo denso son perjudiciales para el rendimiento (Heindl and
Brun, 1983; Libenson et al., 2002). Sin embargo, un cultivo de maiz que reorienta el
crecimiento de sus hojas alejandose de la senal baja de R/RL (provocada por las plantas
vecinas cuando son cultivadas en densidades comerciales), presentan alrededor de un
10% de incremento en la intercepcion de luz (Maddonni et al., 2001) y de llenado de
grano (Toler et al., 1999) que un cultivo similar con hojas orientadas al azar. Entonces, la
capacidad de respuesta de reordenamiento de las hojas podria llegar a tener un fuerte
impacto en el rendimiento de los cultivos agricolas. Esta respuesta es la que estudiamos
durante el transcurso de mi tesis doctoral en plantas de Arabidoposis thaliana, mas

adelante se especificara por qué se eligié a esta especie como sistema de estudio.
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1.1.3 El rol de los fotorreceptores.

En las plantas han evolucionado una serie de fotorreceptores que perciben sefales
luminicas e integran esta informacion mediante complejos sistemas de sefializacion. Estos
son capaces de detectar distintas longitudes de onda. Los fotorreceptores en plantas
basicamente son de tres tipos: los fitocromos que perciben la luz principalmente en la
region del espectro del R y RL (Quail, 2002), los criptocromos que absorben luz azul y
UV-A (Cashmore et al., 1999) y las fototropinas, que también absorben la luz azul y UV-A
(Briggs and Christie, 2002).

Los fitocromos son una familia de fotorreceptores codificados por genes
divergentes (Clack et al., 1994). En Arabidopsis hay cinco miembros llamados phyA -
phyE, siendo los mas abundantes el phyA y el phyB, y en consecuencia los mas
estudiados y caracterizados. Esto se debe en parte a que median la mayoria de las
respuestas fotomorfogénicas de las plantas, y el fenotipo obvio de los mutantes ha
permitido que sean los primeros fitocromos para los cuales se establecidé la funcion en
Arabidopsis. Experimentos realizados con plantas mutantes que carecen de un
determinado fotorreceptor o plantas transgénicas con niveles reducidos o incrementados
ha permitido asignar funciones especificas a los fitocromos (Dehesh et al., 1993;
Nagatani et al., 1993; Parks and Quail, 1993; Reed et al., 1993; Whitelam et al., 1993;
Aukerman et al., 1997; Devlin et al., 1998; Devlin et al., 1999; Franklin, 2003; Monte et
al., 2003).

Las respuestas a bajas relaciones de luz R/RL son mediadas principalmente por el
phyB, el cual actia moderando las respuestas de escape al sombreado en altas
condiciones de R/RL. Mutantes deficientes en el phyB crecen como plantas salvajes en
bajas relaciones de R/RL y exhiben un fenotipo constitutivo de escape al sombreado
(Nagatani et al., 1991; Somers et al., 1991). El hecho de que algunas de las respuestas
de escape al sombreado sean exhibidas de manera normal en mutantes nulos de phyB en
varias especies, sugirid que otros fitocromos podrian estar involucrados en este tipo de
respuestas (Whitelam and Smith, 1991; Robson et al., 1993). Se hicieron y analizaron

multiples combinaciones de mutantes de fitocromos para determinar el rol funcional del
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phyD. El doble mutante, deficiente en phyB y phyD, exhibe hipocotilos y peciolos mas
largos, ademas de florecer mas temprano que cada uno de sus parentales mutantes
monogénicos, sugiriendo que el phyD actia de manera redundante con el phyB para
mediar la supresion de las respuestas de escape al sombreado (Aukerman et al., 1997;
Devlin et al., 1999). La funcién del phyE se asigné luego de que en un “screening”
realizado en fondo genético del doble mutante phyA phyB, se encontrase una planta que
florecia muy temprano y que tenia una marcada elongacion de los entrenudos en las
hojas de la roseta cuando las mismas eran expuestas a tratamientos de RL al final del
dia, resultdé que esa planta tenia mutado el phyE (Devlin et al., 1998). De manera similar
al mutante de phyD, el mutante monogénico phyE, exhibe un fenotipo no tan obvio, lo
gue sugiere que el phyE actla de manera redundante con phyB y phyD en la supresion de
las respuestas de escape al sombreado (Devlin et al., 1998). Los phyB, phyD y phyE
representan los miembros mas evolucionados de la familia de fitocromos y forman un
subgrupo diferente (Mathews and Sharrock, 1997), este hecho ha permitido suponer que
la competencia por la luz pudo haber proporcionado la presion de seleccién para su

evolucion (Devlin et al., 1998).

Las plantas sufren una significativa reducciéon de la cantidad de luz cuando estan
bajo un canopeo denso, en particular luz R y luz azul. En varias especies se ha observado
una pronunciada elongacion del tallo cuando las plantas son expuestas a tratamientos
donde se remueven las longitudes de onda correspondientes al azul mediante filtros
(Ballaré et al., 1991b). Un incremento en la hiponastia de las hojas también ha sido
observada en plantas de tabaco en donde se redujo la irradiancia de fotones de luz azul
(Pierik, 2004). Reducciones en la cantidad de luz azul pueden por lo tanto producir

algunas de estas respuestas fisioldgicas y morfoldgicas caracteristicas de cultivos densos.

La luz azul induce varias respuestas en el crecimiento y desarrollo de las plantas,
incluyendo movimientos fototropicos, apertura de cotiledones, floracion, aplanamiento de
las hojas, des-etiolacidon, apertura estomatica, movimiento de cloroplastos, acumulacién
de antocianas, expresion génica e inhibicion de la elongacion de los hipocotilos (Cashmore
et al., 1999; Briggs and Christie, 2002; Lin, 2002; Wang and Deng, 2002). En plantas
superiores, la sensibilidad a longitudes de onda de la luz azul es conferida principalmente
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a los criptocromos y fototropinas (Cashmore et al., 1999; Briggs and Christie, 2002). En
Arabidopsis, la inhibicion del crecimiento del hipocotilo mediada por la luz azul es
regulada por dos criptocromos (cryl y cry2), los cuales difieren en cuanto a su labilidad y
especificidad de flujo (Ahmad et al., 1995; Lin et al., 1998). Recientemente Sellaro et al.
(2010) demostraron que los criptocromos también sensan la relacidon azul/verde de la luz.

En Arabidopsis dos fototropinas (photl y phot2) han sido identificadas (Christie et
al., 1998; Jarillo et al., 1998), las mismas exhiben roles regulatorios solapados en el
desarrollo de la planta; que incluye el control del crecimiento direccional en respuesta a la
direcciéon de la luz (fototropismo), movimientos direccionales de cloroplastos en
respuesta a la cantidad de luz y expansion de las hojas (Jarillo et al., 2001; Sakai, 2001;
Sakamoto and Briggs, 2002; Takemiya et al., 2005). Las fototropinas tienen un rol
primordial en la regulacion del crecimiento y desarrollo de las plantas en bajos flujos de
luz. Inoue et al. (2008) demostraron que la luz azul induce a la superfice de la hoja a
orientarse perpendicularamente a la fuente de luz lo que incrementa la intercepcion de la
misma, y sugieren que las plantas utilizan la luz azul para determinar la orientacion de

sus hojas, estas respuestas estan mediada por fototropinas.

En la naturaleza las respuestas controladas por fototropismo son muy diversas. Por
un lado, el movimiento de cloroplastos y apertura de estomas son procesos rapidos y
reversibles. Por el otro lado, las respuestas fototropicas y el aplanamiento de las hojas
son procesos de crecimiento mas lentos, coordinados por divisién y expansion celular. Tal
coordinacién del crecimiento esta bajo una fina regulacion hormonal, y la hormona auxina
es el regulador central del fototropismo (Holland et al., 2009), aplanamiento (Keller and
Van Volkenburgh, 1997; Li et al., 2007a; Bainbridge et al., 2008; Braun et al., 2008) y

posicionamiento de hojas (Tao et al., 2008; Millenaar et al., 2009).

De acuerdo a lo ilustrado en los parrafos anteriores, en este trabajo se utilizaran
mutantes de los siguientes fotorreceptores: phyB, cryl, cry2, crylcry2, photl, phot2 y
photlphot2; para estudiar la respuesta de reordenamiento de las hojas en plantas de

Arabidopsis cultivadas en hileras.
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1.2 Respuestas del sindrome de escape al sombreado (SES) y su plasticidad

adaptativa.

El fenotipo de escape al sombreado inducido por una baja relacién de R/RL es
considerado ventajoso en altas densidades vegetales ya que podria producir un alto
fitness relativo, mientras que en bajas densidades vegetales podria sufrir un fitness
desventajoso (Casal and Smith, 1989.; Schmitt and Wulff, 1993). Por ejemplo, cuando
las plantas crecen en densidades altas, las respuestas fotomorfogenéticas tales como la
elongacion del tallo puede conferirles una ventaja importante en cuanto a la competencia
asimétrica por la luz (Schmitt and Wulff, 1993; Ballaré, 1994). Sin embargo, en ausencia
de competencia la asignacion de recursos hacia arriba, a expensas de las hojas, raices o
ramas puede reducir el crecimiento y la reproduccion, y los tallos elongados pueden
experimentar un gran riesgo de dafio mecanico (Casal and Smith, 1989; Schmitt and
Wulff, 1993).

La observacion de ecotipos fotomorfogénicos en diferentes ambientes selectivos
sugiere que las respuestas de escape al sombreado han experimentado una evolucion
adaptativa (Schmitt, 1997). La capacidad para responder de un genotipo a la variacion
ambiental permite la evolucion de la plasticidad fenotipica (Schmitt, 1997). Para que la
plasticidad sea adaptativa, el fenotipo inducido por un determinado ambiente debe
conferir un mayor fitness en ese ambiente si se lo compara con el fitness del fenotipo
alternativo, y esa plasticidad adaptativa evoluciona, si la seleccion natural sobre un
caracter difiere entre los ambientes, y los genotipos dentro de la poblacién varian en la
expresion fenotipica del caracter a través de aquellos ambientes (es decir, en la norma
de reaccion) (Schmitt et al., 2003). Schmitt (1997) concluye que la teoria predice que la
evolucion de la plasticidad puede estar limitada por fuertes correlaciones genéticas entre

caracteres a través o dentro de los ambientes, o por los costos de la plasticidad.

Las plantas pueden percibir la relacion de R/RL reflejado por la vegetacion vecina
como un indicador de la proximidad de vecinos y asi responder morfoldgicamente incluso
antes de que ellos sean directamente sombreados (Ballaré et al., 1987; Ballaré et al.,
1990). Estos hechos han permitido hipotetizar que la sensibilidad a la relacion R/RL
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mediada por los fitocromos es adaptativa, dado que gracias a dicha sensibilidad las
plantas pueden anticiparse y evitar la competencia por la luz en altas densidades de
cultivo (Ballaré et al., 1987; Casal and Smith, 1989.; Ballaré et al., 1990; Schmitt and
Wulff, 1993).

La capacidad de un genotipo de desarrollar diferentes fenotipos en respuesta a
sefiales ambientales puede ser una importante caracteristica para el rendimiento. Si dicha
plasticidad fenotipica resulta en una correspondencia exacta del fenotipo hacia el
ambiente, esto puede derivar en un alto fitness relativo en todo el rango de condiciones
ecoldgicas que un organismo experimenta. Manipulaciones experimentales de fenotipos
demuestran que las respuestas de escape al sombreado pueden ser adaptativas, si los
fenotipos tienen un alto fitness relativo en aquellos ambientes que indujeron a estos
fenotipos. El valor adaptativo del escape al sombreado depende del ambiente
competitivo, la disponibilidad de recursos, y la fiabilidad de la sefial R/RL que predice ese

ambiente selectivo experimentado por el fenotipo inducido (Schmitt et al., 2003)

Las respuestas de escape al sombreado mediadas por los fitocromos fueron
interpretadas como respuestas adaptativas (Morgan and Smith, 1979; Smith, 1982; Casal
and Smith, 1989). Plantas mutantes o transgénicas proveen una valiosa herramienta para
investigar el significado adaptativo de estas respuestas fotomorfogénicas. Un ejemplo de
esto fue un estudio hecho en plantas de tabaco transgénicas, en las mismas
sobreexpresaron el phyA para bloquear la plasticidad de elongacidn en respuesta a
vecinos. Cuando estas plantas crecieron en competencia del fenotipo salvaje que tenia
una elongacion normal sufrieron una reduccién en el fitness (Schmitt et al., 1995). De
este estudio surge que la elongacion del tallo mediada por los fitocromos es ventajosa
para plantas que crecen en altas densidades, como es predicho por la hipétesis de
plasticidad adaptativa (Schmitt, 1997). Otro ejemplo es un estudio hecho con mutantes
deficientes de phyB en Brassica rapa (Schmitt et al., 1995) y Arabidopsis thaliana
(Pigliucci and Schmitt, 1999), los mismos expresan un fenotipo de escape al sombreado
constitutivo. Estos trabajos también apoyan la hipotesis de plasticidad adaptativa ya que
los mutantes tienen un fitness relativo mas bajo que el fenotipo plastico salvaje cuando
crecen en bajas densidades, lo que indicaria que el fenotipo de escape al sombreado es
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desventajoso en bajas densidades de cultivo. Sumado a esto, otro estudio hecho en
mutantes deficientes de phyB en Cucumis sativus mostré que cuando las plantas
crecieron aisladas en el campo los mutantes de hipocotilo largo sufrieron mayor dafio
mecanico por el impacto del viento respecto del genotipo salvaje (Casal et al., 1994). En
otro estudio mostraron que plantas de poroto tratadas con acido giberélico para inducir la
elongacion del tallo, sufrieron una reduccién en la biomasa y la reproduccién comparadas
con plantas control crecidas en el mismo ambiente (Cipollini and Schultz, 1999). Estos
resultados sugieren que la expresion de fenotipos elongados requiere de un cierto costo
cuando las plantas crecen en bajas densidades. Estos ensayos permitieron testear la
hipdtesis de plasticidad adaptativa que predice que fenotipos de escape al sombreado
tendran un mejor fitness en altas densidades y un fitness desventajoso en bajas
densidades (Schmitt, 1997).

Existen evidencias que las respuestas de SES pueden ser adaptativas en especies
salvajes bajo condiciones naturales. Dudley and Schmitt (1996) mediante manipulacion
fenotipica testearon el valor adaptativo de las respuestas de elongacion del tallo
dependiente de la densidad en poblaciones naturales de Impatiens capensis. Plantas con
tallos elongados y no elongados, logrado por exposiciones a bajas y altas relaciones de
R/RL, fueron luego expuestas a altas y a bajas densidades de cultivo. Observaron que las
plantas que elongaban el tallo tenian un mayor fitness relativo que las plantas no
elongadas en altas densidades, pero un menor fitness relativo en bajas densidades, como
lo supuesto por la hipétesis de plasticidad adaptativa (Dudley and Schmitt, 1996).

El fenotipo de escape al sombreado puede resultar mas vulnerable al estrés por
sequia, si las respuestas de elongacién inducidad por los vecinos reasignan
proporcionalmente menos biomasa hacia las raices con respecto al area foliar y ramas,
entonces la ventaja relativa de caracteres de expresion del SES disminuye con el
incremento al estres por agua, sugiriendo que el valor adaptativo de las respuestas de
escape al sombreado puede ser menor en ambientes secos (revisado en Schmitt et al.,
2003).
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1.2.1 Los costos de las respuestas de SES.

Si se asume que la sefal inductiva predice fehacientemente el ambiente selectivo,
Schmitt et al. (2003) concluyen que “es esperable que la norma de reaccién evolucione
hacia la expresion del fenotipo 6ptimo en la mayoria de los ambientes en ausencia de
costos fisioldgicos de plasticidad o limitaciones genéticas. Sin embargo, si el
mantenimiento de la capacidad para la plasticidad es costosa, la respuesta plastica
optima serd un compromiso entre la norma de reaccién expresando un fenotipo dptimo

en cada ambiente y la norma de reaccion con el menor costo”.

La seleccidén actla sobre fenotipos multivariados, no independientemente sobre un
caracter individual, con lo cual la seleccion directa sobre un caracter puede también
resultar en la seleccion indirecta sobre un caracter correlacionado. Entonces Schmitt
(1997) concluye que, las respuestas evolutivas de seleccién para una norma de reaccion
optima de un determinado caracter pueden ser limitadas por correlaciones genéticas
fuertes a través y dentro de los ambientes. Por lo tanto, la seleccion directa sobre un
caracter simple en un ambiente luminico puede resultar en respuestas evolutivas de

caracteres correlacionados que no son necesariamente adaptativos.

1.3 El comportamiento de las plantas en situaciones de competencia.

La competencia por los recursos es uno de los factores mas importantes que
determinan el destino de los individuos y la distribucidon de las especies. Desde hace afios
los cientificos se han focalizado en entender el rol de la competencia en la formacién de
las poblaciones y comunidades, asi como la evolucion de las respuestas competitivas y
caracteres (Novoplansky, 2009). La competencia en plantas ha sido estudiada desde
diferentes disciplinas; mientras los ecdlogos en general se focalizan en la capacidad
diferencial de las especies para prevalecer a pesar de la competencia por recursos
limitados y el impacto que esto tiene a nivel de poblaciones y comunidades, los fisidlogos
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de plantas estudian tradicionalmente varios de los caracteres que subyacen a estas

adaptaciones (Novoplansky, 2009).

Muchos estudios se han centrado en la capacidad de las plantas de adaptarse a un
gran numero de cambios basados sobre las sefiales que perciben desde su ambiente. Las
mismas son capaces de percibir potenciales competidores a través del cambio en el flujo
y composicion espectral de la luz (Smith, 2000; Weinig, 2002), componentes volatiles
(Ninkovic, 2003; Pierik, 2004) y exudados de raices (Mahall and Callaway, 1991; Schenk,
1999). Ademas, tienen la capacidad de discriminar entre sus vecinos y desarrollarse
diferencialmente de acuerdo a la identidad de las especies, el ecotipo, la integridad
fisioldgica e incluso las relaciones genéticas (Biedrzycki et al., 2010), pero los
mecanismos precisos responsables para discriminar al posible competidor aln no se

conocen.

Existen evidencias que sugieren la participacion de reconocimiento de individuos
idénticos o no en interacciones competitivas entre raices. El primer reporte de tal
observacion fue hecha por Mahall y Callaway (1991), ellos encontraron que el arbusto del
desierto Ambrosia dumosa evita diferencialmente la elongacidon de raices en presencia de
otras raices de Ambrosia individuales. Otros estudios compararon el rendimiento de las
plantas que crecieron con grupos de individuos relacionados cercanamente (grupos de
hermanos) y grupos de individuos no relacionados. Por ejemplo, mientras que Triplasis
purpurea tiene un mayor fitness en grupos mezclados que en grupos homogéneos,
sugiriendo una reparticion de los recursos (Cheplick and Kane, 2004), Cakile edentula
tiene un mayor fitness (Donohue, 2003) y menor asignacion de los recursos a la raiz en
grupos emparentados que en grupos no emparentados. Con lo cual, algunas especies de

plantas pueden discriminar entre competidores emparentados de competidores extrafios.

A partir de numerosos estudios realizados en distintas especies sobre interacciones
de competencia en raices, Novoplansky (2009) ha elaborado la siguiente idea: las
plantas en general evitan la competencia entre raices de la misma planta, o de plantas
similares, dado que las raices crecen menos y mas cortas, pero incrementan la asignacion

de recursos hacia las raices a expensas de la reproducciéon cuando en la vecindad hay
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plantas foraneas. Por otro lado, ciertas plantas responden diferencialmente al sombreado
de diferentes especies vecinas. Para que la sefial luminica sea informativa de la identidad
del competidor, deben transmitir la probabilidad de ser generadas por un vecino idéntico
o0 no. Por ejemplo, la posicién relativa de las hojas y ramas dentro del canopeo de la
planta afecta fuertemente la probabilidad de auto-sombreado; otra posible fuente de
informacién en cuanto a la identidad del sombreado es la direccién relativa de la sombra,
otra es el momento del dia de intercepcién de la sombra, debido a que la sombra que
llega a la planta durante periodos mas temprano o tardios del dia tiene una mayor

probabilidad de estar generada por vecinos que no son identicos.

1.3.1 Competencia entre individuos emparentados y la evolucion de la

cooperacion.

“Los caracteres cooperativos imponen un costo sobre los individuos que exhiben ese
caracter para beneficiar a otros individuos; de este modo, la seleccién natural no favorece
a los individuos cooperativos dentro de un grupo, favoreciendo incluso a aquellos
organismos que evitan los costos de cooperacién mientras reciben los beneficios que les
otorgan los individuos cooperativos”, concluye Platt y Bever (2009). A pesar de esto el
cooperativismo es muy comun en la naturaleza, encontrandose en una gran variedad de
sistemas bioldgicos desde primates hasta bacterias, lo que nos permite pensar que los
costos de cooperacion pueden ser superados (Platt and Bever, 2009).

Hamilton fue el primero en plantear una explicaciéon acerca de cémo la cooperacion
puede evolucionar a pesar de sus costos directos, lo cual es conocido como la regla de
Hamilton (Hamilton, 1964). El demostro que los caracteres cooperativos pueden
evolucionar siempre que los beneficios que los receptores acumulen debido a la relacion
genética, sean mayores que los costos de los actores (Hamilton, 1964); es decir, que la
relacion de parentesco (R) sea mayor que la proporcidn entre el costo y el beneficio
(c/b). En base a esto, un caracter cooperativo puede evolucionar si hay relaciones de

parentesco. En general un individuo tiende a interaccionar dentro de un grupo familiar o
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con otros individuos geneticamente similares, por lo tanto los grupos con una alta
proporcion de individuos cooperativos pueden tener una mayor productividad, y este
incremento en la productividad puede ser suficiente para superar los costos de la

cooperacién (Platt and Bever, 2009).

Cuando las poblaciones se caracterizan por una dispersién limitada, la competencia
de individuos relacionados puede antagonizar la evolucion de la cooperacion. Asi, la
densidad y elasticidad poblacional como los patrones de dispersion son factores
ecoldgicos que determinan el grado en el cual la competencia entre parientes limita los

beneficios cooperativos (Platt and Bever, 2009).

1.3.2 Mecanismos comportamentales que explican la evolucion de un caracter
cooperativo.

La teoria de la seleccion natural (Darwin, 1859) explica como los caracteres
heredables asociados con sucesos reproductivos serian seleccionados y asi acumulados en
las poblaciones naturales. Esto permite una adaptacion de caracteres disefados para
maximizar los sucesos reproductivos (fitness); pero, como puede evolucionar entonces
un caracter altruista que es costoso para el “actor” y beneficios para el “receptor”. Por
ejemplo: las castas de obreros estériles en colonias de insectos sociales, quienes ayudan
a criar la progenie de su reina. El problema es que el altruismo reduce el suceso
reproductivo del individuo que manifiesta este tipo de comportamiento (West and
Gardner, 2010).

En la década de los 60, se logrd resolver el paradigma sobre los caracteres
altruistas, ya que se demostré que los genes pueden propagarse no sélo a través del
impacto directo de su propia transmision, sino también del impacto indirecto en la
transmision de copias presentes en otros individuos (West and Gardner, 2010). En
consecuencia, un comportamiento altruista puede ser favorecido si los beneficios son

dirigidos hacias otros individuos que poseen en comun genes para el altruismo. Esto es
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resumido por la regla de Hamilton que mencionamos en parrafos anteriores. La seleccion
natural conduce a los organismos a maximizar su fitness inclusivo, que es la suma de la
aptitud adquirida en la produccién de crias (fitness directo) y a traves de su efecto sobre
la aptitud de individuos relacionados (fitness indirecto) (West et al., 2007). El camino
mediante el cual el fitness indirecto puede ser obtenido es a través de interacciones con
parientes cercanos, en tal caso, los genes son idénticos por descendencia de un ancestro
comun; esto se conoce como seleccion de parentesco (West and Gardner, 2010). Sin
embargo, el beneficio del fitness indirecto requiere relaciones genéticas en si mismas y no
necesariamente de parentesco, por ejemplo un gen (o conjunto de genes estrechamente
ligados) puede dar origen a un fenotipo conspicuo (por €j. El fenotipo “barba verde”),
este fenotipo permite discriminar entre los individuos que llevan o no ese gen, pero los
individuos portadores de ese gen no necesariamente tienen que ser parientes. Veamos un
ejemplo hipotético donde un gen que da origen a un fenotipo llamativo “barba verde” y
ademas incita a los individuos “barbas verdes” a tener un comportamiento cooperativo
hacia otros individuos “barbas verdes”, pero estos Ultimos pueden ser “falsos barbas
verdes”, que manifiesten el fenotipo pero que no realicen el comportamiento cooperativo
(revisado en: West et al., 2007). El mecanismo mediante el cual puede evolucionar un
comportamiento altruista es a través del reconocimiento de estos individuos portadores
de un fenotipo diferente, sin que necesariamente haya relaciones de parentesco entre los
mismos, este mecanismo es conocido como "greenbeards” (West and Gardner, 2010).

Existen varios mecanismos para que evolucione un comportamiento cooperativo,
mientras el altruismo puede ser favorecido si éste es dirigido preferencialmente hacia

individuos relacionados genéticamente, el cual puede ser explicado Unicamente por el

|\\

beneficio del fitness indirecto, ya que es costoso para el “actor” y beneficioso para el

“receptor”. La reciprocidad (o benficio mutuo) es favorecida cuando el actor tiene mas
probabilidades de recibir ayuda a futuro. Incrementa la probabilidad de beneficiarse de la

cooperacidn en interacciones futuras, y por lo tanto no es altruista; ya que beneficia tanto

|\\

al “actor” como al “receptor”; en este caso resulta en un aumento del fitness inclusivo.

|\\

Otro mecanismo es el “spite”, el cual es favorecido si el dafio es preferencialmente
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dirigido hacia individuos no relacionados, cuya pérdida mejora la aptitud de los individuos

relacionados genéticamente con el actor (West and Gardner, 2010).

1.4 Las bases del reconocimiento entre parientes

La idea de reconocimiento de parientes y la percepcion de senales quimicas
especificas en individuos genéticamente relacionados ha sido ampliamente estudiada en
modelos animales. Estudios recientes han mostrado que las plantas también tienen la
capacidad de reconocer otras plantas basadas en relaciones de parentesco e identidad,
sin embargo es un punto de intenso debate ya que existen resultados contradictorios con

respecto al reconocimiento de parentesco en plantas.

Biedrzycki y Bais (2010) detallaron los posibles tipos de interacciones en plantas,
tanto con factores abidticos como bidticos: en las plantas existen mecanismos
bioquimicos que les permiten sensar y responder a factores abidticos del ambiente en el
que les toca vivir, tales como cambios en la intensidad y calidad de luz, temperatura,
humedad y pH del suelo. También responden a estrés bidtico, como el ataque de
herbivoros y patdégenos. Sumado a esto, las interacciones insecto-planta,
microorganismos-planta y planta-planta. Las interacciones planta-planta pueden ser
interacciones negativas, conocidas como alelopatias, o interacciones positivas por ejemplo
la liberacidon de compuestos volatiles puede advertir a otras plantas de los alrededores de
un ataque patdgeno. Ademas pueden ser interacciones interespecificas o intraespecificas.
Un ejemplo de interaccidn interespecifica es el de especies de plantas que secretan
compuestos quimicos para inhibir el crecimiento de otras plantas, hecho comun que se da
en especies invasoras de habitat naturales. De acuerdo con datos bibliograficos Biedrzycki
& Bais, (2010) concluyen que plantas invasoras secretan aleloquimicos que inhiben el
crecimiento de plantas nativas. Un ejemplo de interaccion intraespecifica es un estudio
reciente hecho con la especie Cakile edentula, Dudley and File (2007) reportaron que
estas plantas son capaces de discriminar entre plantas parientes (aquellas provenientes
de semillas recolectadas de la misma planta madre) y extrafias (se refiere a plantas de la

misma especie, pero que crecieron de semillas recolectadas de plantas madres
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diferentes). C. edentula produce mas raices cuando crece en macetas con extrafios que
con parientes (Dudley and File, 2007). Sin embargo, no se establecié aun, si la
disminucion en el crecimiento de las raices entre plantas que crecen con parientes
respecto a las que crecen con extrafios es debido un comportamiento altruista entre
parientes o0 a un incremento de la competencia por la explotacion del mismo recurso
(Callaway and Mahall, 2007; Dudley and File, 2007). Este fue el primer estudio en
destacar interacciones especificas en plantas, por lo que estuvo sujeto a fuertes criticas y
discusiones (Dudley and File, 2008; Klemens, 2008).

En la naturaleza, la capacidad de que individuos emparentados genéticamente se
reconozcan puede generar ventajas en cuanto a su reproduccién y supervivencia. El
reconocimiento de parientes puede ser descripto como la habilidad para diferenciar
miembros de wuna especie muy relacionados de miembros no relacionados,
independientemente del mecanismo o funcidén evolutiva (Biedrzycki and Bais, 2010). Uno
de los mecanismos mas comunes de reconocimiento familiar es el de fenotipo de
emparejamiento (phenotype matching), que ocurre cuando un individuo compara las
sefiales fenotipicas de otros individuos de la poblacidon con las suyas para determinar
afinidad (Biedrzycki and Bais, 2010), es decir que depende de una correlacion entre el
fenotipo y el genotipo. Existe otro mecanismo que es el de reconocimiento alélico
(conocido también como Green beard gene), ocurre cuando un individuo reconoce en
otros individuos de la poblacién un gen porque es el responsable de un fenotipo conspicuo
y dicho individuo tiene un comportamiento altruista con los demas portadores del fenotipo
“barba verde” (West et al., 2007; Biedrzycki and Bais, 2010; West and Gardner, 2010).
Antes habiamos definido este concepto para explicar como podia evolucionar un
comportamiento cooperativo, y habiamos marcado que dos individuos portadores del gen
“barba verde”, podian estar o no emparentados; aqui decimos que es un mecanismo de
reconocimiento familiar porque las probabilidades de que dos individuos “barba verde”

fuesen parientes son altas.

Para que los mecanismos de reconocimiento de parentesco ocurran, varios eventos
entre los individuos de una especie deben suceder. Primero, alglin tipo de sefal de
parentesco, debe ser expresada o producida por el organismo “emisor”. Estas sefiales son
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altamente variables dentro de las diferentes especies, por ejemplo, se ha encontrado en
hormigas que reconocen a sus crias a través de sustancias quimicas secretadas, mientras
gue muchas especies de aves como los pinglinos y golondrinas reconocen a sus crias a
través del canto (Waldman, 1988). Segundo, un “receptor” de la poblaciéon debe percibir
o detectar la sefial de parentesco. Por Uultimo, el receptor decide si tendrda un
comportamiento diferencial hacia los parientes mas cercanos, lo cual se conoce como

discriminacion de parentesco (West et al., 2007; Biedrzycki and Bais, 2010)

Estas interacciones de reconocimiento son frecuentemente motivadas por
comportamientos altruistas o cooperativos. El comportamiento altruista beneficia la
poblacién en su conjunto, aunque exista un cierto costo individual de los organismos que
manifiestan el comportamiento altruista (Platt and Bever, 2009). Para que un
comportamiento altruista evolucione, los beneficios de supervivencia generados por
discriminacion de parentesco, deben tener un mayor efecto sobre la poblacién frente al
costo que dicho comportamiento genere en los individuos cooperativos. Por ejemplo, el
hecho de reconocer un pariente, podria evitar en muchas especies interacciones

competitivas entre individuos cercanamente relacionados.

1.4.1 Reconocimiento de parentesco en plantas:

A continuaciéon se detallan brevemente una serie de trabajos en los que se
demuestra que las plantas son capaces de distinguir entre si mismas y otras plantas,

ademas de reconocer plantas “hermanas” de extrafias:

Los estudios pioneros sobre el reconocimiento de las plantas a si mismas versus
plantas diferentes fueron realizados en Ambrosia dumosa. En dicho trabajo evaluaron la
respuesta de las raices de estos arbustos del desierto en raices de la misma planta, raices
de plantas diferentes de la misma poblacién, y raices de un clon. Observaron que el
crecimiento de las raices de los arbustos era inhibido si se encontraban las raices de
diferentes individuos o de un mismo clon, pero no cuando se encontraban las raices de la

misma planta (Mahall and Callaway, 1991; Mahall and Callaway, 1992; Mahall and
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Callaway, 1996). Entonces, las plantas ademas de reconocer parientes (plantas que
provienen de la misma planta madre) de no parientes (plantas de distintas plantas
madres) (Dudley and File, 2007; Murphy and Dudley, 2009) pueden reconecerse ellas

mismas de otras plantas genéticamente iguales.

Un estudio reciente hecho en Arabidopsis thaliana demostré que en dicha especie
también hay reconocimiento de raices. En este trabajo hicieron crecer las plantas en un
medio conteniendo exudados de plantas “hermanas”, plantas extrafas (no hermanas) y
sus propios exudados. Aquellas plantas expuestas a secreciones de extrafios produjeron
mas raices laterales que aquellas expuestas a secreciones de individuos emparentados
(Biedrzycki et al., 2010). Estos resultados de Biedrzycki et.al. (2010) apoyan lo
encontrado por Dudley y File (2007).

En otro trabajo, Murphy y Dudley (2009) estudiaron el reconocimiento de vecinos
emparentados en Impatiens pallida. En contraste a los estudios realizados hasta el
momento, donde se estudiaba como respondian las plantas a vecinos emparentados o
vecinos extranos, evaluando caracteres morfoldgicos subterrdaneos de la planta, en sus
experimentos ellos demuestran que esta interaccion de las raices puede también
influenciar caracteres aéreos de las plantas. I.pallida incrementa la asignacién de recursos
en hojas y tallos mas que en raices cuando las plantas crecen en presencia de extranos si

se lo compara cuando crecen con vecinos emparentados (Murphy and Dudley, 2009).
Para resumir, podemos decir que estos cambios en la respuesta de crecimiento
hacia vecinos relacionados genéticamente apoya la teoria de que, al menos algunas

plantas, son capaces de identificar otras plantas de la misma especie basandose en sus

relaciones parentales.

1.4.2 Plantas creciendo con “hermanas’”: écooperan o compiten?
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Hace mas de 20 afios la tendencia era que la competencia planta-planta era la
Unica interaccion posible en las comunidades de plantas. Sin embargo, trabajos recientes
mostraron que los procesos que involucran la competencia planta-planta son mas
complejos que los descriptos previamente, concluye Milla et al. (2009). Bajo este
contexto, Dudley y File (2007) en su trabajo muestran que las plantas anuales Cakile
edentula son capaces de identificar parientes en disefios de competencia y, mas relevante
aln, reaccionan menos agresivamente a la competencia contra individuos relacionados
cercanamente. De sus experimentos se desprende que el reconocimiento de parientes y
la subsecuente reduccion en el crecimiento de las raices facilita el desarrollo de individuos
relacionados viviendo en la misma area (Milla et al., 2009). En otras palabras, la seleccion
de parentesco tiene lugar a expensas de no maximizar el potencial radicular de cada
individuo (Dudley and File, 2007).

Los mecanismos de reconocimiento individual en plantas no son tan intuitivos
como en animales; de hecho el estudio pionero en la especie anual C. edentula generd un
fuerte debate (Dudley and File, 2008; Klemens, 2008).

Las evidencias en cuanto al reconocimiento de parentesco son muy discutidas en la
literatura, Milla et al. (2009) menciona algunos ejemplos: uno de los primeros trabajos
evidencian un efecto de seleccion de grupo sobre un caracter (area foliar) en A. thaliana,
pero las implicancias en el rendimiento no fueron ensayadas (Goodnight, 1985). Otro
experimento con A. thaliana dio resultados confusos con respecto al rendimiento de los
grupos de individuos relacionados versus los grupos de extrafios (Andalo et al., 2001).
Otros estudios han mostrado seleccion de parentesco en plantas (por ejemplo: Tonsor,
1989; Donohue, 2003), o han encontrado grupos de extrafios funcionando mejor (por
ejemplo: Schmitt and Ehrhardt, 1987; Kelley, 1989; Cheplick and Kane, 2004). Por lo

cual Milla et al. (2009) concluye que el consenso general no estd aun bien establecido.

Estudios realizados en L. angustifolius, muestran que plantas creciendo con
individuos altamente emparentados (igual genotipo), no superan a plantas que crecen
rodeadas de vecinos extranos de la misma poblacion (diferentes genotipo) ni a aquellas
rodeadas de vecinos extrafios de diferentes poblaciones (diferente genotipo). Las plantas
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rodeadas por individuos “hermanos” y por genotipos de la misma poblacién, presentan un
fitness individual menor, ademas produjeron menos flores y menos biomasa vegetativa al
observar al conjunto de individuos (Milla et al., 2009). Con lo cual, a partir de estos datos
se puede concluir que las relaciones genéticas estrechas implican una caida en el fitness
grupal o individual en L.angustifolius. Estos datos, conjuntamente con trabajos anteriores,
contradicen la generalizacion de que el reconocimiento de parientes puede actuar como el

principal mecanismo microevolutivo comun en plantas.
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2 Hipotesis, estrategia y objetivos de trabajo.

2.1 Hipétesis de trabajo.

De lo mencionado en la secciéon anterior, podemos decir que las respuestas de las
plantas al ambiente luminoso, histéricamente interpretadas como reacciones de
competencia, en algunos casos pueden dar origen a reacciones mas cercanas al altruismo
cuando existe reconocimiento de parentesco. La respuesta de posicionamiento de las
hojas en las plantas de maiz en el trabajo realizado por Maddoni et al. (2002) se
asemeja mas a una caracteristica de cooperacidon que podria ser particularmente
beneficiosa para la agricultura (ver secciéon 1.1.2). Mediciones realizadas a campo y
simulaciones por computadoras utilizando modelos de plantas virtuales (Andrieu et al.,
1995) indican que en sistemas de cultivo de alta rectangularidad, plantaciones de maiz
con hojas perpendiculares a las lineas de siembra presentan mayor eficiencia de la
intercepcion de luz que cultivos similares donde las plantas orientan sus hojas de manera
aleatoria (Toler et al., 1999; Maddonni et al., 2001). En virtud de lo mencionado, una de
las hipodtesis planteadas en este trabajo es si esta capacidad de respuesta de
reordenamiento de las hojas es en realidad consecuencia de la presiéon de seleccidn por
rendimiento de lineas de plantas de interés agricola por parte del hombre. Hasta el
momento, no es posible dilucidar si esta respuesta fotomorfogénica fue en realidad
seleccionada bajo la presion de cultivos agricolas o siempre estuvo presente en los
ancestros salvajes (Maddonni et al., 2002). Dado que la respuesta observada de
ordenamiento de las hojas se manifesté en una variedad de maiz cuyas plantas
individuales en las hileras de siembra son del mismo genotipo, una hipdtesis alternativa
es que dicha respuesta sélo ocurre cuando las plantas estan relacionadas genéticamente,

a través de un mecanismo de reconocimiento de parentesco.

2.2 Estrategia experimental.

Las plantas de maiz han venido selecciondndose por generaciones en sistemas

rectangulares de siembra (arreglo espacial particular de cultivos comerciales en donde la
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distancia entre hileras es mayor que la distancia entre plantas dentro de la hilera). Para
poner a prueba la primera hipdtesis planteada en el parrafo anterior, se utilizd como
organismo modelo Arabidopsis thaliana, dado que nunca fue cultivada de esta manera y
por lo tanto nunca fue expuesta a la presién de seleccion en sistemas rectangulares. En la
proxima seccion se describe el disefio experimental para cultivar estas plantas en
sistemas de alta rectangularidad. Luego, para poner a prueba la segunda hipétesis
planteada se estudiard qué ocurre con esta respuesta entre individuos genéticamente
iguales o no, para ello se utilizaran distintas accesiones de Arabidopsis las cuales se

detallan en la siguiente seccion.

2.3 Objetivos.

Las plantas manifiestan un conjunto de cambios fisioldgicos y morfoldgicos en
respuesta a las seflales del ambiente luminoso de cultivos densos que les permiten
ajustarse a las condiciones de competencia que estos cultivos les imponen. El impacto del
SES en cultivos es variado, pues mientras algunas respuestas que componen el SES
causan la inversién de recursos de la planta en érganos que favorecen la competitividad
individual de las plantas pero no el rendimiento total del cultivo, otras respuestas
permiten un mejor acomodamiento del follaje, minimizando Ila competencia vy
favoreciendo al cultivo en su conjunto. El objetivo general de este trabajo es estudiar las
respuestas de la planta a las sefiales de luz de cultivos vegetales densos (bajas

relaciones de luz R/RL y bajos niveles de luz azul) por varias vias:

4 Una via tiene como objetivo especifico analizar el origen evolutivo de estas

respuestas componentes del SES que minimizan la competencia entre plantas.

v La otra via tiene como objetivo especifico estudiar que ocurre con el
reconocimiento entre parientes en plantas que no involucran reducciones inmediatas en el
crecimiento como las observaciones pioneras en este tema (Dudley and File, 2007), las
cuales acarrearon posturas muy controvertidas, por un lado porque el crecimiento

reducido en las raices podrian ser el resultado de una exhacerbada competencia entre
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hermanos por explotacion del mismo recurso o el resultado de sefiales quimicas que

permitan interacciones altruistas.

v Se intentara evaluar si esta caracteristica genera algun costo en las plantas
que la realizan y si esto tiene alguna repercusiéon en el rendimiento de las mismas; para

poder enmarcarla dentro de algunos de los mecanismos descriptos en la seccién 1.3.2.

4 Y por Ultimo, otro objetivo especifico es evaluar el rol de los fotorreceptores
en el reordenamiento horizontal de las hojas de la roseta en plantas expuestas a sefiales

luminicas tipicas de un cultivo.

Alcanzar los objetivos no sélo nos permitird responder estas preguntas especificas,
sino conocer mas sobre el sistema bioldgico utilizado, profundizar en el entendimiento de
las interacciones entre plantas y sus consecuencias ecoldgicas; y en Ultima instancia
brindar una potencial aplicacion del conocimiento basico acumulado en el mejoramiento

de los cultivos.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Material Vegetal.

Se utilizaron semillas de genotipo salvaje (WT) de Arabidopsis thaliana,
accesiones: Landsberg erecta (Ler), Columbia (Col-2), Nossen, RLD, SHA, BAY y Cvi.
También se utilizaron mutantes de criptocromo (cryl, cry2, cryl cry2) (Ahmad et al.,
1995; Lin et al., 1998; Cashmore et al., 1999), de fototropinas (photl, phot2, photl
phot2) (Christie et al., 1998), (Jarillo et al.,1998) (Sakai et al., 2001) y de fitocromos
(phyB, phyB phyD phyE) (Reed et al., 1993; Devlin et al., 1998; Devlin et al., 1999),
ademas de mutantes de la sintesis de auxinas (sav-3) (Tao et al., 2008) y los mutantes
de floracién tardia (ft, ft phyB, ft phyB phyD phyE) (Strasser et al., 2010), todos ellos en
fondo genético Columbia.

3.2 Condiciones de cultivo y tratamientos con filtros.

Las semillas de Arabidopsis thaliana fueron sembradas en cajas plasticas
transparentes (40 x 33mm?, 15mm altura) conteniendo 4 ml de agar-agua al 0,8%
(p/v), e incubadas por 5 dias a 4° C en oscuridad para disminuir la dormicién. Para
inducir la germinacién las semillas fueron expuestas a luz roja por 2 h, y luego incubadas
en oscuridad por 24 h a 22° C. La semillas germinadas fueron transplantadas utilizando
pipeta y agar-agua al 0.1% (p/v) en macetas cilindricas (10mm de didmetro, 74mm de
alto) conteniendo una mezcla de vermiculita, turba y perlita (partes iguales de verniculita
y perlita, y la mitad de turba). Las plantas fueron cultivadas en un invernaculo bajo
radiaciéon natural en la mayoria de los experimentos. En algunos casos fueron cultivadas
bajo filtros de acetato verde (Lee filters n® 089) o amarillo (Lee filters n® 101); esto se
realizé con el propdsito de distorcionar la sefial normal de la relacién R/RL y de la luz azul

respectivamente. La relacion R/RL fue de 0.24 debajo del filtro verde y la irradiancia de
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luz azul fue de 4.7 pm.m2.s! debajo del filtro amarillo comparado con 1.09 de R/RL y 62

pum.m2.s de luz azul bajo radiacién natural de un dia soledado medido al mediodia.

3.3 Diseiio experimental:

En cada maceta se cultivd una Unica planta. Las mismas fueron colocadas en
hileras formadas por 7 plantas, una a continuaciéon de la otra, de manera tal que no
quedase espacio entre una y otra maceta, definiendo un sistema de siembra rectangular
(donde el espacio entre las plantas dentro de una misma hilera es mucho menor que el
espacio entre plantas de distintas hileras) (figura 3.1.B). Para que las macetas quedasen
seguras fueron colocadas sobre un soporte de poliestireno expandido (telgopor). Las
plantas eran colocadas en las hileras cuando tenian el segundo par de hojas de manera
tal que quedasen 2 hojas sobre la hilera de siembra (cuadrantes 1y 3) y 2 hojas hacia el
entresurco (cuadrantes 2 y 4) como se muestra en la figura 3.1.C. La variable utilizada
para evaluar la disposicién de las hojas en el plano horizontal se calculé de la siguiente
manera: al niumero de las hojas que se ubicaban en el cuadrante 2 y 4 (figura 3.1.C) se
lo dividié por el nimero de las hojas que se disponian en el cuadrante 1 y 3 (figura
3.1.C). Esta variable se hallé para cada una de las 7 plantas de la hilera y el promedio de
las mismas era lo que se graficaba. Cada hilera de siembra fue considerada una réplica.
Si el resultado es 1 o cercano a 1 significa que las hojas se disponen al azar en el plano
horizontal, mientras que si es mayor que 1 implica que las hojas se disponen

mayormente hacia los laterales donde no tienen plantas vecinas.
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Fig. 3.1: (A) Fotos del disefio experimental. (B) Hilera de siembra. {C) Esquema de la
distribucién de las hojas en el plano horizontal.

3.4 Mediciones de las seifales luminicas.

La radiacion fotosintéticamente activa (RAF), la relacion entre las longitudes de
onda de la luz roja y la luz roja lejana (R/RL), y la irradiancia de luz azul fueron medidas
con el sensor SpectroSense2 meter, Skye Instruments LTD. El mismo cuenta con 4
canales (4 mm de didmetro) individuales que permiten sensar: la RAF, la luz R, la luz RL

y la luz azul de manera independiente (ver figura 3.2.B). El patréon horizontal de la senal
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luminica generado por las plantas dentro de la hilera de siembra fue medida de la
siguiente manera: Se coloco el sensor a 15 mm de la planta como se muestra en la figura
3.2.B en direccidon a los 4 puntos cardinales (en la figura 3.2.A se muestra un esquema
con la distribucién de los puntos cardinales respecto de la hilera de siembra). Se midié
con los cuatro canales en cada uno de los puntos cardinales, en dos condiciones: con
planta y sin planta; luego se hallaron los valores relativos de irradiancia a la condicién sin
planta para el FAR, la relacién R/RL y la intensidad de luz azul. Cada condicién luminica
fue medida al mediodia al menos en 3 plantas cultivadas en hileras de siembra

independientes.

Para describir el perfil vertical de la relacion R/RL, azul y RAF generado por
plantas de diferentes accesiones, en este caso Ler y Col. Se procedié de la misma manera
gue se describe en el parrafo anterior, pero en este caso sdlo se coloco el sensor al oeste
de la planta a analizar como se muestra en la figura 3.2. El sensor fue fijado a diferentes
posiciones verticales definidas desde la altura del suelo (las posiciones fueron marcadas
cada 4 mm desde el suelo). Se analizaron 6 plantas de cada accesion provenientes de

hileras independientes. Las mediciones fueron realizadas al mediodia.
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RL

Fig. 3.2: (A) Esguema de la distribucién de la
hilera con respecto a los puntos cardinales. Notese
que al norte (N) y sur (S) las plantas no tienen
plantas vecinas, pero al oceste y al este si. (B)
Esquema que muestra como el dispositivo se
coloca horizontalmente frente a la planta que se
analiza. Abajo se muestra un esquema de la
distribucién en el dispositivo de cada canal para las
correspondientes longitudes de onda estudiadas.

3.5 Maedicién del patron de ordenamiento espacial de las hojas en el tiempo.

Para evaluar si la respuesta de reordenamiento de las hojas de la roseta se debia a
un cambio en la filotaxis de la planta 0 a un cambio en el crecimiento de las hojas se

procedié de la siguiente manera: se colocaron plantas de la accesiéon Col en el diseno
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experimental descripto en la seccion 3.3, en ese momento (dia 0), las plantulas tenian
dos pares de hojas verdaderas, y a cada una de ellas se las ubicd en la hilera con dos
hojas hacia la hilera y dos hojas hacia el entresurco como se muestra en el esquema de la
figura 3.3.A. Partimos de que 2 hojas ubicadas en entresurco corresponde al 100% de
hojas hacia el entresurco, y lo mismo para las hojas ubicadas hacia la hilera (ver figura
3.3). Se tomd un fotografia de cada hilera evaluada (8 hileras en 2 experimentos
independientes) con una camara digital CANON A590 IS (8MP, 4X), la foto fue tomada
desde arriba con un angulo de 90°. Al dia siguiente se volvié a tomar una fotografia y se
compard la ubicacion de las hojas con respecto al dia anterior (ver el ejemplo del
esquema de la figura 3.3.B), luego se re-calculd el porcentaje de hojas ubicadas en el
entresurco y sobre la hilera de siembra de esas 4 hojas iniciales. Durante los 7 dias
siguientes se observd el crecimiento y redistribucion de estas 4 hojas. Ademas, también
se evalud hacia donde nacian las hojas nuevas, y este dato fue graficado como porcentaje
del total de hojas de la roseta en funcidon de los dias. Esto mismo fue evaluado en 30

plantas aisladas usadas como control.

A Entresurco
Dia 0:
X X ) 2 hojas en el entresurco = 100%
Hilera de Hilera de
i iemb|
slembro X X SIEMOT | 5> hojas en Ia hilera = 100%
Entresurco
B Entresurco
Dia 1:
X X . 2,5 hojas en el entresurco = 125%
Hilera de H!Iera de
slembra )( x slembra 1,5 hojas en la hilera = 75%

Entresurco

Fig. 3.3: Medicion del patrén de ordenamiento espacial de las hojas en el tiempo.
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3.6 Medicion del auto-sombreado y sombreado mutuo de las plantas en la

hilera.

Para comparar el indice de auto-sombreado en hileras de Col que acomodan las
hojas hacia el entresurco e hileras de sav-3 que acomodan sus hojas de manera aleatoria
se fotografido desde arriba con un angulo de 90° cada planta de la hilera por separado,
con una camara digital CANON A590 IS (8MP, 4X); en este momento las plantas llevaban
10 dias de haber sido colocadas en la hilera de siembra (ej.: figura 3.4.C). Luego, se
corté cada hoja de la roseta de cada una de las plantas fotografiadas y se las pegd en una
hoja blanca (figura 3.4.A) para luego ser escaneadas con un escaner Hewlett Packard
SCANJET G2410. A continuacién con el programa PhotoShop se borraron los peciolos para
concentrar el analisis en la lamina foliar (figura 3.4.B). En la fotografia de la planta
individual se identificaron las hojas sombreadas (ver e€j.: hojas 1, 2 y 3 en figura 3.4.C),
en las hojas escaneadas se midid soélo el d&rea sombreada de esas laminas foliares,
también con el programa Photoshop. En el esquema de la figura 3.4.C se muestra como
se borra la porcion de la hoja que no estd sombreada y sélo se usa para realizar el calculo
a la porcion sombreada. El area sombreada dividida el area total de las Iaminas foliares

(sin peciolo) de la planta nos permitié estimar el indice de auto-sombreado por planta.

De manera similar se procedié para medir el indice de sombreado mutuo en hileras
puras (plantas de la misma accesién). Se fotografié la hilera completa (a los 16 dias de
haberla armado) desde arriba formando un angulo de 90° con la misma camara
mencionada en el parrafo anterior. También se tomdé una fotografia de las plantas por
separado, ademas de escanear cada una de las hojas de la roseta. En la fotografia de la
hilera se identificaron las laminas foliares sombreadas por la planta vecina (figura 3.4.D),
luego con la ayuda de la foto individual se logré identificar en las hojas escaneadas las
superficies foliares sombreadas por plantas vecinas. De la misma manera que se
menciond antes, con el programa Photoshop se calculd el area sombreada por las plantas
vecinas. Ese dato fue dividido por el area total de las laminas foliares sin peciolos (figura
3.4.B) de la planta, de esta manera se logré estimar el indice de sombreado mutuo por

planta. En el esquema de la figura 3.4.D se muestra como se le borra con el programa
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PhotoShop la porcién de las hojas que no estdan sombreadas y sélo nos quedamos con la

superficie sombreada por la planta vecina.

Para calcular el indice de area expuesta en hileras no puras, es decir con plantas
mezcladas de diferentes genotipos (en este caso se intercalaron plantas de Col y sav-3),
se tomd una fotografia de la hilera desde arriba como se describié en los parrafos
anteriores. Luego, se calculd el area total expuesta. Por medio del programa PhotoShop
se pudo discriminar entre el area expuesta de los diferentes genotipos, por ejemplo: en la
hilera se borraron todas las plantas de Col y nos quedamos con el area expuesta de las
plantas de sav-3. Luego al restar al area total expuesta, el area de sav-3, se obtuvo el
area de Col expuesta. A esa area se la dividid por la cantidad de plantas del genotipo

correspondiente y lo que se grafica es el drea expuesta por planta.

También se estim6 el indice de auto-sombreado de una manera mas rapida vy
sencilla utilizando otra aproximacion, se contd la cantidad de hojas superpuestas (o sea,
las sombreadas) en una planta y a ese valor se lo dividio por el total de hojas de la roseta
de esa misma planta. Se calculé esto en hileras puras de plantas Col cultivadas bajo
radiacion natural y se lo compar6 con hileras de plantas Col cultivadas bajo un filtro
amarillo, con hileras de mutantes de criptocromos y fototropinas y con plantas cultivadas

aisladas de sus vecinas utilizadas como control.

3.7 Medicion del peso de semillas en plantas adultas.

Las plantas fueron cultivadas de la misma manera que se describié en las
secciones 3.2 y 3.3. Las semillas fueron recolectadas cada 3 o 4 dias para evitar que se
pierdan por dispersion. Luego de cosechar todas las semillas de la planta, se dejaron
almacenadas durante 15 dias en un envase con silica a temperatura ambiente. Se
pesaron en una balanza analitica con una precision de 0.1 mg (OHAUS Explorer Pro
EP114C). Se cuantificaron 35 plantas para cada genotipo procedentes de la hilera de
siembra (en dos experimentos independientes), y 20 plantas para cada genotipo

cultivadas aisladas de vecinas.
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Foto de una planta que fue culti-
vada en la hilera de siembra

&
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Hojas de una Area de la Idmina A
roseta foliar sin peciolos rea

auto-sombreada
® %

Area sombreada
&
@®-o

Foto de dos plantas
sombreandose dentro

de la hilera siembra por la planta

vecina

Fig. 3.4: Estrategia utilizada para evaluar el indice de auto-sombreado y de sombreado mutuo.
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3.8 Disefio experimental para estudiar el efecto de la disminucion de la luz

azul en la orientacion de las hojas.

Para evaluar si las hojas se disponian fuera de la hilera de siembra debido a que habia
mayor disponibilidad de luz azul se cultivaron plantas de la accesién Col en macetas (110
cm?) conteniendo una mezcla de vermiculita, turba y perlita (partes iguales de verniculita
y perlita, y la mitad de turba) en un invernaculo bajo radiacidn natural. Cuando las
plantas tenian 2 pares de hojas se las colocaba a un grupo bajo un filtro de acetato
amarillo (Lee filters n® 101) para disminuir la irradiancia de luz azul que llega a las hojas,
y al otro grupo bajo un filtro de acetato transparente usado como control. Estos filtros
so6lo cubrian la mitad de la planta, la otra mitad recibia la radiacién natural (figura 3.5).
Antes de que las plantas pasen de su estadio vegetativo al estadio reproducctivo se
contaba el nimero de hojas localizadas en cada cuadrante (figura 3.5.B). Al niUmero de
hojas ubicadas en el cuadrante 4, se lo dividia por el nimero de hojas localizadas en los
cuadrantes 1, 2 y 3. Este es el valor que se comparaba en cada tratamiento, cuando

menor era nos indicaba que mas hojas se alejaban de la sefal mas baja de luz azul.

Fig. 3.5: Disefio experimental para estudiar la orientacion de las hojas. (A) Plantas
que se usaron como control con un filtro transparente. (B) Plantas con un filtro
amarillo que disminuye la sefial de luz azul. Agui se esquematizaron los cuatro
cuadrantes. Ambas plantas son del ecotipo Col.
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3.9 Analisis estadistico.

Para los experimentos en que se estudié la disposiciéon de las hojas en el plano
horizontal se promediaron los valores obtenidos para cada planta dentro de la hilera de
siembra. Cada hilera de siembra fue considerada una réplica. En cada experimento se
midieron al menos 3 réplicas y el mismo fue repetido en dos ocasiones (o sea que se
midieron 42 plantas como minimo). En los casos que se utilizaron plantas aisladas como
control, cada planta fue considerada una réplica, y se midieron al menos 5 por

experimento.

En los experimentos en que se estudid el patron de desarrollo de las hojas a través
del tiempo lo que se promedid fue el valor de cada planta. Se realizaron 2 experimentos
independientes, donde se evaluaron 15 plantas cultivadas aisladas y 28 plantas cultivadas
en hileras en cada uno de los experimentos. Cuando se evalud la superposicion de hojas
en una misma planta también se tomd como réplica a cada planta. Los datos
corresponden a 4 experimentos independientes donde se midieron 135 plantas cultivadas
en sistemas de siembra rectangular y 34 plantas aisladas en el genotipo salvaje. También
se tomdé como réplica a cada planta cuando se midié el indice de auto-sombreado,

sombreado mutuo y el peso de semillas.

Para evaluar el nivel de significancia de las diferencias encontradas entre plantulas
mutantes y WT se utilizd6 una prueba de ANVA de un factor, seguido del test de
comparacion multiple de Dunett’s, donde se comparo el genotipo WT con cada uno de los
mutantes cultivados en sistemas de siembra, la misma prueba se utilizé6 para comparar
las plantulas de la accesion Col cultivadas en sistemas de siembra bajo radiacion natural
con aquellas cultivadas de manera aislada o en sistemas de siembra bajo los distintos
filtros. En el resto de los casos se realizd una prueba t de Student. Para realizar estas
pruebas como para los analisis de distribucion de frecuencias se utilizdé el programa

GraphPad/Prism. La prueba de Fisher’s se realizdé con el programa Quick Calcs GraphPad.
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4 RESULTADOS - CAPITULO I

4.1 Analisis del origen evolutivo de la respuesta de disposicion de las hojas a

la calidad de luz tipica de cultivos.

Para poner a prueba la primer hipétesis en la que deciamos que la capacidad de
respuesta de reordenamiento de las hojas en plantas cultivadas en sistemas de siembra
rectangulares, es en realidad consecuencia de la presién de seleccion por rendimiento en
lineas de plantas de interés agricola por parte del hombre, se utilizaron plantas de
Arabidopsis thaliana dado que esta especie no fue seleccionada por rendimiento en
sistemas de siembra rectangulares. El maiz, en cambio, es una especie de uso comercial
que ha sido cultivada durante muchas generaciones en sistemas rectangulares de
siembra. Se evalud la respuesta de disposicion de las hojas en dos accesiones: Columbia
y Landsberg erecta. Las plantulas fueron cultivadas en un invernaculo bajo radiacion
natural en un sistema de siembra rectangular como el que se describe en materiales vy
métodos (3.3). Antes de que las plantas pasasen del estado vegetativo al reproductivo se
evalué como se disponian las hojas de la roseta en el plano horizontal de la siguiente
manera: Al nimero de hojas que se localizaban en el cuadrante 2 y 4 (figura 4.1.A) se lo
dividid por el nimero de hojas que se ubicaban en el cuadrante 1 y 3 (figura 4.1.A) y
este dato es el que se grafica en el eje de ordenadas de la figura 4.1.B. En ambas
accesiones se pueden observar valores mayores a 1, con un intervalo de confianza (IC)
entre 1.22 y 1.59 para Ler y un IC entre 1.35 y 1.61 para Col. A partir de estos
resultados podemos decir que las hojas se acomodan preferencialmente hacia los
laterales (entresurco) donde no tienen plantas vecinas (ver esquema de la figura 4.1.Ay
secciéon 3.3). En la figura 4.1.C se puede observar la disposiciéon de las hojas de una
planta cultivada aislada de vecinas y compararla con la de una planta que fue cultivada
en la hilera de siembra. Cuando las plantas Col fueron cultivadas individualmente sus
hojas se disponian aleatoriamente en el plano horizontal (figura 4.1.C izquierda), dando
valores cercanos a 1 (figura 4.1.C derecha).
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Dado que en ambas accesiones de Arabidopsis se observd esta respuesta de
reordenamiento de las hojas hacia el entresurco, rechazamos la hipotesis de que esta
capacidad de disposicion de las hojas tiene un Unico origen: la seleccion por rendimiento

en sistemas rectangulares por parte del hombre.
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Hllera de Hilera de — © 1.3 1
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o n 1.1 -
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Ler Col

Hilera de
siembra

Ho'as_hacia e_'f entresurcozo_93io'06 Ho'as_ hacia gl enfr_es'urco:;[ﬂGiO'O5
Hojas hacia la hilera Hojas hacia la hilera

Fig. 4.1: (A) Esquema de la distribucién de las hojas en el plano horizontal. (B) Disposicién
relativa de las hojas de la roseta en los ecotipos Ler y Col. En el eje de ordenadas se grafica el
promedio de las hojas que se encuentran en el cuadrante 2 y 4 {(panel A) dividido el promedio
de las hojas que se encuentran en el cuadrante 1 y 3 (panel A). Los datos son el promedio y
error estandar de al menos 6 réplicas. (C) Fotos de una planta del ecotipo Col aislada y de una
planta en la hilera de siembra. Los datos son el promedio y el error estédndar de al menos 17
plantas.
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Estos resultados demuestran que las plantas poseen la capacidad intrinseca de
responder de esta manera cuando son expuestas a determinadas condiciones de cultivo,
pero no descartan la posibilidad que en maiz la seleccién en sistemas rectangulares haya

favorecido los patrones de distribucidon de hojas observados por Maddonni et al (2002).

Una hipoétesis alternativa es que el cultivo de plantas homogéneas en sistemas de
alta rectangularidad espontaneamente favorece la disposicion de las hojas hacia el
entresurco. Para evaluar esta hipotesis se utilizaron dos aproximaciones experimentales

como origen de la heterogeneidad: el genotipo y el tamafio de la planta.

4.2 La capacidad de disponer las hojas hacia el entresurco se observa al
cultivar plantas del mismo genotipo:

Se sembraron distintas accesiones (Ler, Col, Cvi, RLD, SHA, BAY, Nossen) en el
disefo experimental descripto y se compard cdmo se disponian las hojas de la roseta en
el plano horizontal entre lineas de siembra que contenian plantas del mismo genotipo
(accesiones puras) y lineas de siembra donde los genotipos se colocaron al azar
(accesiones al azar). Cuando las plantas cultivadas en una hilera correspondian a
accesiones puras, éstas orientaron sus hojas hacia los laterales donde no habia plantas
vecinas (figura 4.2.A). En cambio, cuando se cultivaron en combinaciones al azar plantas
de distintas accesiones, éstas distribuyen sus hojas de manera aleatoria en el plano
horizontal, obteniendo valores cercanos a 1 (figura 4.2.A). Para que se observe el
reordenamiento de hojas en direccion del entresurco deben existir relaciones de
parentesco muy estrechas, ya que en las accesiones al azar se trata de todos individuos

de una misma especie y la respuesta no se manifiesta.

4.3 La capacidad de disponer las hojas hacia el entresurco se observa al

cultivar plantas del mismo tamaino:
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Se sembraron con una semana de diferencia dos grupos de semillas de la accesidn
Ler en las mismas condiciones experimentales antes mencionadas. Las plantas fueron
cultivadas en una cdmara de luz blanca enriquecida con luz RL con un fotoperiodo de 12 h
de luz y 12 h de oscuridad. Se compardé como se disponian las hojas de la roseta en el
plano horizontal entre bandejas que contenian plantas coetdneas sembradas el mismo dia
y bandejas donde se alternaron las plantulas segun la fecha de siembra para conseguir
distintos tamafios como se muestra en la figura 4.2.C. Los resultados (figura 4.2.B)
muestran que los grupos de plantas de igual tamafio disponen las hojas fuera de la hilera
de siembra (valores en el eje de ordenada mayores a 1), mientras que los grupos donde
se alternan los tamafos tienden a distribuir sus hojas al azar (valores cercanos a 1). Un
analisis detallado de la disposicion de las hojas en las plantas no coetdneas cultivadas en
la misma hilera de siembra demuestra que tanto las plantas de menor tamafio como las
de mayor tamafio reordenan sus hojas de manera aleatoria en el plano horizontal; dando

valores cercanos a 1 en ambos casos.
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Esto ultimo demuestra que la homogeneidad en el cuerpo de la planta es un factor

clave para el desarrollo de este patrén de disposicién de las hojas hacia el entresurco.

4.4 Seihal que permite el reconocimiento de individuos dentro de la hilera.

Se ha demostrado que para que las hojas se dispongan hacia el entresurco cuando
se cultivan plantas en sistemas de siembra rectangular, éstas deben ser genéticamente
iguales (ver en la seccion 4.2), pero ademas debe existir homogeneidad en el cuerpo de
las mismas (ver en la seccion 4.3). A partir de estos resultados podemos decir que existe
un reconocimiento de individuos de la misma camada y que la estructura area es un
factor clave para dicha respuesta, dado que las plantas eran cultivadas en macetas
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individuales que impedian el reconocimiento subterrdneo. Los trabajos de Murphy y
Dudley (2009) y Dudley y File (2007) mencionan que es necesario que exista interaccion
entre raices para el reconocimiento entre parientes, sin embargo, en nuestro disefio
experimental las raices no interaccionan. Dado que por los resultados obtenidos hasta el
momento, todo indicaria la existencia de un reconocimiento de individuos emparentados,
y con la misma estructura corporal, nos preguntamos cual seria la sefial que permite este
reconocimiento. Como la estructura aérea es un factor clave, decidimos estudiar que
ocurre con el perfil vertical de la relacion R/RL al comparar plantas de distintas
accesiones: Col y Ler. Al observar el perfil vertical de la relacion R/RL encontramos una
notable diferencia entre Col y Ler (figura 4.3), que depende de la estructura morfoldgica
de la planta. Se observan valores minimos de la relacién R/RL en las posiciones de follaje
mas densos y el perfil cambid notablemente entre individuos con diferente estructura
corporal. Estos resultados nos hacen pensar que los individuos reconocen a sus vecinos

emparentados por medio del perfil luminico que ellos generan.
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Fig. 4.3: Perfil vertical de la relacién R/RL.
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4.4.1 El rol de los fitocromos en el reconocimiento de parientes.

Dado que las plantas cultivadas en una hilera de siembra generan patrones de la
relacion R/RL que al igual que la respuesta de reordenamiento dependen de la morfologia
de la planta, es posible pensar en una relacién causal entre ambos. Las reducciones en la
relacién R/RL son percibidas por los fitocromos B, D y E (Yanovsky et al., 1995; Devlin et
al., 1998; Devlin et al., 1999). Entonces, usamos mutantes de phyB y el triple mutante
phyB phyD phyE para evaluar el rol de esta sefial en el reconocimiento de parientes. En el
mismo disefio experimental descripto antes se cultivaron plantas de phyB, phyB phyD
phyE y Col usada como control para estudiar como disponian las hojas en el plano
horizontal. En la figura 4.4.A podemos observar que los mutantes phyB fallan en
acomodar sus hojas en respuesta a sus vecinos parientes, obteniendo valores cercanos a
1; estos resultados son significativamente diferentes al control pero no podemos dejar de
mencionar la gran dispersidon encontrada. En el triple mutante phyB phyD phyE se
observd una respuesta intermedia con un alto grado de dispersion, pero significativa al

compararla con el genotipo salvaje.

Dado que las mutantes phyB y phyB phyD phyE florecen temprano produciendo
pocas hojas, evaluamos las respuestas de reordenamiento de hojas en el doble mutante
phyB ft-10 y en el cuaddruple mutante phyB phyD phyE ft-10. FT es un gen involucrado en
la via de floracién, las plantas que tienen mutado este gen florecen mas tarde, esto nos
permitié evaluar el rol de los fitocromos B, D y E en plantas cuyas rosetas eran
semejantes al control, y asi reducir el ruido que puede estar generando en los datos la
estructura propia de la roseta de los mutantes estudiados. Los resultados de la figura
4.4.B muestran que el doble mutante phyB ft10 difiere significativamente del control ft,
no asi el cuadruple mutante phyB phyD phyE ft10. Los resultados son en lineas generales
similares a los observados en ausencia de la mutacién ft, de modo que no parece haber
una distorsion causada por la floracién temprana. El phyB es entonces necesario para la
respuesta de reordenamiento de las hojas. El cuadruple mutante phyB phyD phyE ft10
fue capaz de reordenar sus hojas a pesar de carecer no s6lo de phyB, sino también de
phyD y phyE. Una posible interpretacion es que al tener peciolos muy alargados (ver

figura 4.4.G) este mutante reordene sus hojas no por percepcion de sefiales de luz, sino
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como consecuencia del contacto fisico de las mismas y su consecuente exclusion fuera de

la hilera.

A continuacion se decidid evaluar por otra metodologia si esta respuesta de
reordenamiento de las hojas era una consecuencia de la percepcion diferencial de la
relacién R/RL. Para ello se cultivaron plantas de la accesién Col en un invernaculo bajo
radiacion natural, un grupo de plantas crecid bajo un filtro de acetato verde que genera
un ambiente empobrecido en R; por lo tanto, con bajas relaciones R/RL y otro grupo se
us6 como control sin filtro. Cuando las plantas de Col fueron cultivadas con bajas
relaciones R/RL (bajo el filtro verde), éstas no acomodaban sus hojas hacia los laterales
como ocurria con las plantas de Col cultivadas bajo radiacion natural sin filtro (figura
4.4.C). Esto indica que al distorsionar mediante filtros los gradientes de relacién R/RL, las
plantas no pueden percibir correctamente a sus vecinas. De acuerdo con estos resultados,
podemos concluir que esta respuesta estaria iniciada por la percepcion diferencial de la
relacion R/RL. Las respuestas a la relacion R/RL son reguladas exclusivamente por los
fitocromos B, D y E, todos actuando juntos de manera redundante y en la misma
direccién (Franklin et al., 2003).
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Fig. 4.4: Disposicién de las hojas en
el plano horizontal de plantas
cultivadas en un sistema de siembra
rectangular.  (A-B) Evaluacién de
esta respuesta en distintos genoti-
pos. Los datos graficados en el eje
de ordenadas corresponden al pro-
medic de al menos 4 réplicas. (C)
Evaluacién de la disposicion de las
hojas en plantas del ecotipo Col
cultivadas en hileras sin filtro (barra
blanca) y en hileras bajo el filtro
verde (barra verde). Los datos que
se grafican en el eje de ordenadas
corresponden al promedio de al
menos 5 replicas. En todos los
graficos el valor numérico que se
grafica en el eje de ordenadas se
obtuvo como fue descripto en la
seccion 3.3 de materiales vy
métodos. (D-G) Fotos donde se
muestra la distribucién de las hojas
en el plano horizontal de los
distintos genotipos utilizados. Col
(D), ft-10 (E), ft-10 phyB (F) y ft-
10 phyB phyD phyvE (G). Todos los
genotipos mutantes estan en fondo
genético Columbia.

1.5

RESULTADOS (I)

1.5

1.4+

NS

1.4+

P<0.01

o

1.2

1.1+

1.041--=

0.9 T

51




Maria A. Crepy
RESULTADOS (I)

4.5 Patrones de crecimiento y su relacion con la sintesis de auxinas.

Las plantas que son cultivadas en hilera presentan patrones de crecimiento bien
definidos y muy diferenciados respecto a las plantas que son cultivadas de manera
aislada, como por ejemplo: hojas que presentan una curvatura muy marcada en el
peciolo, que le permite a la planta cambiar la direccién de sus laminas foliares evitando el
sombreado por plantas vecinas e interceptar mayor irradiancia de luz; como también
hojas que disponen su lamina foliar de manera perpendicular al plano horizontal evitando

interferir con sus vecinas (figura 4.5).

Fig. 4.5: Patrones de crecimiento de las hojas en plantas del ecotipo Col cultivadas en hileras.
Las flechas rojas (a) muestran como las hojas curvan el peciolo, las flechas amarillas (b)
muestran como las laminas foliares se disponen perpendiculares al plano horizontal.

De acuerdo con estas observaciones en el patrén de crecimiento de las hojas y
dado que las auxinas son hormonas que regulan multiples aspectos en el desarrollo y
crecimiento de las plantas y son requeridas para las respuestas a las sefiales de R/RL
generada por las plantas vecinas, decidimos evaluar si la via de sefializacion de auxinas
estaria involucrada en esta respuesta de orientacién de las hojas hacia el entresurco. Para
ello, se evalud esta respuesta en el mutante de sintesis de auxinas sav-3 (Tao et al.,
2008) en las mismas condiciones descriptas anteriormente en materiales y métodos,
secciéon 3.3. Los resultados de la figura 4.6.A muestran que los mutantes de sintesis de

auxinas presentan valores cercanos a 1 en el eje de ordenadas. A partir de estos
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resultados podemos concluir que la sefalizacidon a través auxinas también estaria

mediando esta respuesta.
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Fig. 4.6: (A) Disposicion de las hojas en el planc horizontal de plantas cultivadas en un
sistema de siembra rectangular. Los valores graficados en el eje de ordenadas
corresponden al promedio de al menos 7 réplicas, y fueron obtenidos como se describe en
la seccidn 3.3 de materiales y métodos. En el eje de abcisas se grafican los genotipos
utilizados. (B) Fetos ilustrativas de la disposicidén de las hojas en el plano horizontal de
plantas que fueron cultivadas en hileras de siembra.

4.6 Estudio de las consecuencias del reconocimiento de parientes.

Otro de los patrones observados en las plantas cultivadas en hileras era que sus
hojas a menudo se superponian, como se muestra en las fotos de la figura 4.7. Notese
gue las hojas mas antiguas escapan de la hilera de siembra mediante la curvatura de sus
peciolos (figura 4.7 B), y luego son sombreadas por hojas mas jovenes de la misma
planta (figura 4.7.A); quedando espacio en la hilera de siembra donde se acomoda una

hoja de una planta vecina.
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Fig. 4.7: Fotos de una planta del ecotipo Col cultivada en hileras de
siembra donde se muestra como se superponen las hojas. (A) Las flechas
rojas indican como las hojas mas jovenes cubren a las mas antiguas. (B)
Se muestra la posicion de las hojas mas antiguas luego de cortar las hojas
mas jovenes. Notese la curvatura de los peciolos, si las hojas no se
hubiesen doblado se ubicarian sobre la hilera de siembra (linea blanca
gruesa)

A partir de estas observaciones surgié la siguiente pregunta: (Tiene algun costo
para la planta reacomodar sus hojas hacia el entresurco donde hay mayor disponibilidad
de luz? Para intentar responder esta pregunta se estudi6 el indice de auto-sombreado y
de sombreado mutuo en plantas cultivadas en hileras del genotipo salvaje Col y se lo
comparé con el mutante sav-3. Dado que el mutante sav-3 es practicamente
indistinguible morfolégicamente del genotipo salvaje bajo nuestras condiciones
experimentales, este mutante provee una excelente herramienta para investigar cuales
son las consecuencias del reconocimiento entre individuos emparentados. Para realizar
este estudio se procedié como se describe en la seccion 3.6 de materiales y métodos. En
la figura 4.8 podemos observar que las hileras de vecinos del genotipo salvaje mostraron
un incremento en el indice de auto-sombreado (panel A) y una disminucion en el
sombreado mutuo (panel B) al compararlas con las hileras de sav-3, que no acomodan
sus hojas hacia los laterales. Entonces, el hecho de acomodar las hojas hacia los laterales
podria estar favoreciendo a aquellos individuos que desarrollan esta respuesta. Ya que en
este caso, Col a través del auto-sombreado reduce (en 4.1% comparado con sav-3) la
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exposicion a la luz de las hojas basales (aquellas mas antiguas que han reducido su
capacidad fotosintética), mientras que el sombreado mutuo, mayor en sav3, reduce la
exposicion de las hojas mas jovenes con mayor capacidad fotosintética. Aquellas plantas
como sav-3 que no desarrollan la respuesta de acomodar las hojas hacia los laterales
reducen la exposiciéon de sus hojas mas jovenes a través del sombreado mutuo en un
7.8% si se lo compara con Col. A partir de estos resultados podemos decir que el costo
gue se genera por el auto-sombreado es rapidamente compensado por el reducido

sombreado mutuo para las plantas de Col.
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Fig. 4.8: (A) Indice de auto-sombreado. El valor graficado en el eje de ordenadas
corresponde al promedio de 15 plantas analizadas para cada genoctipo. (B) Indice de
sombreado mutuo. El valor graficado en el eje de ordenadas corresponde al promedio de
20 plantas analizadas para cada genctipo. La obtencidn de estos valores esta descripto en
la seccién 3.6.
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A continuacidon nos preguntamos si este comportamiento en las plantas que
reconocen a sus vecinos emparentados y acomodan sus hojas evitando sombrearse entre
ellas tendria un efecto en el fitness de las mismas. Para responder a esta pregunta se
cosecharon semillas de plantas cultivadas en hileras puras del genotipo salvaje y del
mutante sav-3, como se indica en la seccién 3.7 de materiales y métodos. Como control
se cultivaron plantas de ambos genotipos de manera aislada. En la figura 4.9 podemos
observar que no hay diferencias en el peso de las semillas por planta entre Col y sav-3
cultivadas en hileras, las plantas control se comportan de la misma manera, pero si se
observan diferencias significativas en ambos genotipos entre las plantas dentro de una
hilera de siembra y las plantas aisladas, lo cual es esperable; ya que las plantas aisladas
no compiten con sus vecinas por el recurso luminico. Estos resultados no evidencian
consecuencias del reacomodamiento de las hojas sobre el fitness de las plantas de una

hilera.
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Sin embargo, un analisis mas detallado considerando el sombreado mutuo y la
produccién de semillas planta por planta en lugar de tomar las plantas dentro de la hilera
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en su conjunto, resulté esclarecedor. En efecto, la figura 4.10.A muestra la distribucion

de frecuencias de distintos grados de sombreado mutuo.
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Fig. 4.10: (A) Distribucidén de frecuencias de los individuos dentro de una hilera de siembra
en funcidn del indice de sombreado mutuo. Para realizar este analisis se utilizo el programa
GraphPad Prism4. (B) Proporcidén de plantas que se encuentran sombreadas mas de un 20%
de su area foliar. Se utilizd el test de Fisher "s para analizar el grado de significancia.

El 55% de los individuos sav-3 presentan mas de un 20% de su area foliar
sombreada por sus vecinos, mientras que so6lo el 5% de plantas de Col se encuentran
mas de un 20% sombreadas (figura 4.10.B). A partir de estos resultados decidimos
analizar si este comportamiento a nivel individual tenia repercusiones en el fitness
individual de las plantas dentro de una hilera. Para ello se realizd un analisis de la
distribucién de frecuencias de los individuos dentro de la hilera y de las plantas cultivadas
de manera aislada en funcién del peso de la semilla. (Figura 4.11). De un analisis de
proporciones surge que casi un 15% de las mutantes sav-3 tienen un peso de semilla por
planta por debajo de los 25mg, sin embargo no hay plantas de Col por debajo de esos

valores (figura 4.9.B). En la figura 4.9.C se muestra la distribucién de frecuencias en
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funcion del peso de las semillas para las plantas cultivadas de manera aislada, en este

caso no se observan valores menores a 25mg para ninguno de los genotipos.
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A continuacién estudiamos que ocurria con el reordenamiento de las hojas cuando
las plantas del genotipo salvaje y la mutante se mezclaban dentro de una hilera de
siembra. Las plantas Col acomodaron sus hojas hacia afuera de la hilera, mientras que
sav-3 ordenaron sus hojas de manera aleatoria, (figura 4.12.A). Entonces, nos

preguntamos si este comportamiento tendria algin costo para Col, lo que nos llevé a
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analizar el drea expuesta de ambos genotipos dentro de la hilera. Como podemos
observar en la figura 4.12.B las plantas mutantes tienen mayor area expuesta que Col,
sin embargo cuando se comparan hileras puras no hay diferencias en el area expuesta
(figura 4.12.C). Estos resultados nos hacen pensar que las plantas mutantes sav-3 tienen
un comportamiento deshonesto, dado que Col reconoce a sav-3 como un pariente y
acomoda sus hojas evitando sombrear a su vecino sav-3, mientras que éste Ultimo no
muestra esta respuesta y sombrea a su vecino Col. Este comportamiento cooperativo de
Col (el de evitar sombrear a sav-3) le genera un costo, que es el de interceptar menos

cantidad de luz que su vecino, dado que tiene menos area expuesta.
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Fig.4.12: (A) Disposicion de las hojas en el plano horizontal de plantas cultivadadas en
hileras mezcladas. Los valores graficados en el eje de ordenadas corresponden al promedio
de 7 réplicas. Area expuesta por planta en hileras mezcladas (B) y en hileras puras (C). Los
datos corresponden al promedio de 3 réplicas.
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5 RESULTADOS - CAPITULO II

5.1 El reordenamiento de las hojas hacia los laterales es una respuesta muy

temprana en el desarrollo de un canopeo con estructura rectangular.

En los experimentos del capitulo anterior, la disposicion de las hojas en el plano
horizontal era evaluada cuando las plantas finalizaban la produccion de hojas en la
roseta, es decir, al cambiar de la fase vegetativa a la fase reproductiva. No obstante,
durante el transcurso de los experimentos observé que esta respuesta de reordenamiento
de las hojas hacia los laterales de la hilera de siembra se producia muy temprano como

observa en la figura 5.1.A, en que las plantas tienen 4 pares de hojas verdaderas.

Para evaluar con mas precision la cinética de la respuesta de reordenamiento de
las hojas, se sembraron semillas de la accesion Col, cuando las plantas desarrollaban el
segundo par de hojas verdaderas, un grupo era colocado en las hilera de siembra, con
dos hojas hacia los entresurcos y 2 hojas hacia la hilera (ver esquema de la figura
4.1.A), y otro grupo se cultivaba en macetas aisladas de vecinos. Este momento era
considerado dia 0. Se midi6 la disposicion de las hojas en el tiempo, durante el transcurso
de tres semanas en ambos grupos de plantas. Los datos indican que muy pronto se
produce el reordenamiento de las hojas hacia los laterales; al dia 3 ya se observo el
reordenamiento de las hojas, que se mantuvo estable en el tiempo. En cambio, las
plantas aisladas mantuvieron siempre sus hojas dispuestas al azar (valores cercanos a 1)
(figura 5.1.B).
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Fig. 5.1: (A) Fotos de plantas de la accesion Col, cultivadas de manera aislada
(izquierda) y en un sistema de siembra rectangular (derecha). (B) Disposicidn de las
hojas en el plano horizontal en funcién del tiempo, de plantas cultivadas en sistemas
de siembra rectangular {Col_ , ), (se promediaron entre 4 y 18 réplicas) o plantas
cultivadas de manera aisladas (Col ), (se promediaron entre 12 y 36 plantas).

aisladas
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5.1.1 ¢El desarrollo de esta respuesta se debe a un cambio en la filotaxis o en el

crecimiento de las hojas?

Nos preguntamos si este reordenamiento de las hojas se debia a un cambio en la
disposicion que presentan las hojas (filotaxis) o si se debia a un cambio en el crecimiento
de las hojas causado por la percepcion de su vecina. Para responder a esta pregunta se
colocaron plantas de la accesion Col en el disefio experimental descripto en la seccién 3.3,
en ese momento (dia 0), las plantulas tenian dos pares de hojas verdaderas, y a cada
una de ellas se las ubicd en la hilera con dos hojas hacia la hilera y dos hojas hacia el
entresurco como se muestra en el esquema de la figura 3.3.A. Partimos de que 2 hojas
ubicadas en entresurco corresponde al 100% de hojas hacia el entresurco, y lo mismo
para las hojas ubicadas hacia la hilera (ver figura 3.3). Se tomo una fotografia de cada
hilera evaluada. Al dia siguiente se volvié a tomar una fotografia y se compard la
ubicacion de las hojas con respecto al dia anterior (ver el ejemplo del esquema de la
figura 3.3.B), luego se re-calculd el porcentaje de hojas ubicadas en el entresurco y sobre
la hilera de siembra de esas 4 hojas iniciales. Durante los 7 dias siguientes se observo el
crecimiento y redistribucion de estas 4 hojas. La figura 5.2.A (panel izquierdo) muestra
como se redistribuyeron estas primeras 4 hojas durante el transcurso de una semana.
Como podemos ver, a partir del dia 4 aumenta notablemente el porcentaje de hojas que
se reacomodan hacia el entresurco. Sin embargo, cuando las plantas son cultivadas de
manera aislada no se observa este patrdn, las hojas permanecen dispuestas al azar

(figura 5.2.A, panel derecho).

También se evalud hacia donde nacian las hojas nuevas, y este dato fue graficado
como porcentaje del total de hojas de la roseta en funcidén de los dias. La figura 5.2.B
(panel izquierdo) muestra que inicialmente las hojas nuevas (no visibles al dia 0)
aparecieron indistintamente hacia la hilera o hacia el entresurco cuando las plantas se
cultivaron en hileras de siembra y recién se reacomodaron alrededor de los dias 4 y 5
(figura 5.2.B, panel izquierdo). Las hojas nuevas en aquellas plantas que fueron
cultivadas aisladas de vecinas mantuvieron su distribucion al azar (Figura 5.2.B panel

derecho).
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Fig 5.2: (A) Porcentaje de hojas que se reacomodan una vez percibida la sefial de su vecina. El
panel de la izquierda muestra los resultados de las plantas cultivadas en hileras, el panel de la
derecha muestra los resultados de las plantas cultivadas aisladas de vecinas. Las plantas
cultivadas en el sistema de siembra rectangular presentan diferencias significativas en la
redistribucién de sus hojas a partir del dia 5 de colocadas en el sistema de cultivo (P<0.001). (B)
Porcentaje de hojas nuevas que nacen hacia la hilera o hacia &l entresurco. No se observan
diferencias significativas en las plantas cultivadas en hileras (panel de la izquierda), ni en las
plantas cultivadas aisladas de vecinas (panel de la derecha). Cada punto de las curvas es el
promedio de al menos 38 plantas (cultivadas en hilera) y 22 plantas (cultivadas aisladas). (C)
Fotos donde se muestra este patrén de desarrollo de las hojas. El panel superior corresponde a
una hilera de siembra independiente a la del panel inferior.
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Los datos presentados aqui, demuestran que las plantas reacomodan sus hojas
luego de que emergen y que esta respuesta no es generada por un cambio en la filotaxis
de las plantas, es decir por un cambio en su programa de desarrollo. A modo ilustrativo
en la figura 5.2.C, se muestran dos hileras distintas de plantas de la accesion Col donde

se puede observar este cambio en la orientacién de las hojas a través del tiempo.

5.2 El ambiente luminico dentro de una hilera de siembra.

Cuando las plantas crecen en altas densidades de cultivo decae la irradiancia de
luz que llega a los estratos mas bajos de la vegetacion, lo cual se ve reflejado en una
caida de la irradiancia de la luz azul y la luz R, ademas de la relacion R/RL. En el capitulo
anterior habiamos visto que esta respuesta de reordenamiento de las hojas estaba
iniciada por la percepcion diferencial de la relacion R/RL (figura 4.4). Para obtener una
descripcion mas detallada del ambiente luminico generado por las plantas cultivadas en
una hilera de siembra, se midieron la radiacidn activa fotosintéticamente (RAF), la
relacién R/RL vy la irradiancia de luz azul generados en los cuatro puntos cardinales de la
hilera como se indica en la seccion 3.4 de materiales y métodos. Al dia 2, tanto al Este
como al Oeste (puntos cardinales hacia los cuales se encuentran las plantas vecinas de
la hilera (figura 5.3.A), los valores relativos a la condicidén sin planta son menores a 1
(figura 5.3.B). Esto indica que muy temprano en el crecimiento del canopeo el ambiente
luminico se caracteriza por una mayor disponibilidad de luz hacia los laterales de la hilera
de siembra, es decir al Norte y Sur (figura 5.3.A); que sobre la hilera de siembra (Este y
Oeste). A partir de estos resultados, podemos pensar, que las hojas redireccionan su
crecimiento hacia sitios de mayores recursos luminicos (figura 5.2.A). En la figura 5.3.C
se muestra que este patron luminico se mantiene a través del tiempo, las mediciones

corresponden al dia 9.

Estos resultados nos indican que ademas de la relacion R/RL, también varia la
irradiancia de la RAF y de la luz azul sobre la hilera de siembra (E, O) respecto al

entresurco (N, S).
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Fig. 5.3: (A) Esquema representativo de la ubicacion de la hilera con respecto a los
puntos cardinales, notese que al N y al S no hay plantas cercas (entresurco). (B-C)
Patron horizontal de la sefial luminica: en el eje de ordenadas se grafican los valores de
irradiancia relativos a la condicion sin planta, mientras que en el eje de abscisas se
grafican los cuatro puntos cardinales. Los datos corresponden al ambiente luminico
generado al 2° (B) y al 9° (C) dia de colocar las plantas en las hileras de siembra. Cada
condicion luminica fue medida al menos en 3 plantas cultivadas en hileras de siembra
independientes.
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5.3 La respuesta de reordenamiento de las hojas en el plano horizontal esta

regulada por la percepcion diferencial de luz azul.

La irradiancia de luz azul como la relacion R/RL decae alrededor de un 20% al E y
O (figura 5.3) o lo que es lo mismo en la hilera de siembra donde se encuentran las
plantas vecinas. Segun los resultados mostrados en el capitulo anterior (seccion 4.4.1)
esta respuesta de reordenamiento de las hojas se iniciaria por la percepcion diferencial de
la relacion R/RL. Sin embargo, también podria estar afectada por la percepcion diferencial
de niveles de luz azul. La primera aproximacién experimental que realizamos para
estudiar si las hojas orientaban su crecimiento hacia sitios con alta irradiancia de luz azul,
fue cubrir sélo la mitad de la roseta de plantas de la accesion Col con filtros de acetato
amarillo  (disminuyen la irradiancia de luz azul que llega a las hojas) y filtros
transparentes (usados como control), y luego comparabamos la cantidad de hojas que
permanecia en el cuadrante 4 (correspondiente a la menor irradiancia de luz azul en el
tratamiento con filtro amarillo, figura 5.4.B). En la figura 5.4.A se puede observar que
hubo un menor porcentaje de hojas ubicadas debajo del filtro amarillo (el cual disminuye
la irradiancia de luz azul que llega a las hojas) si se lo compara con el control (filtro
transparente). La figura 5.5 muestra un ejemplo de como las hojas se alejan de la

condicidén con bajos niveles de luz azul.
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Fig. 5.4: (A) Proporcién de hojas. En el
eje de ordenadas se grafica la cantidad
de hojas en el cuadrante 4 (panel B)
dividido la cantidad de hojas en los
cuadrantes 1, 2 y 3 (panel B), los datos
corresponden al promedio de 10 plantas.
Los valores mas bajos de esta propor-
cién nos indica que hay menos cantidad
de hojas en el cuadrante 4 (sitio de
menor irradiancia de luz azul en el
tratamiento con filtro amarillo). En el eje
de abscisas se grafican los tratamientos.
(B) Fotos donde se puede observar como
se disponen las hojas en cada cuadrante
en los distintos tratamientos: Control con
filtro transparente (arriba). Tratamiento
con filtro amarillo (abajo), notese como
las hojas se orientan hacia sitios con
mayor intensidad de luz azul.
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Fig. 5.5: Ejemplo de como las hojas se orientan hacia sitios de mayor
intensidad de luz azul. En el tratamiento con filtro amarillo (arriba) se
puede observar como en el transcurso de 5 dias la hoja marcarda de
celeste se localiza completamente fuera del filtro. En cambio, en el caso
del control (abajo), podemos ver que la hoja marcada de rojo permanece
bajo el filtro transparente.

Hasta aqui podemos decir que la sefial de luz azul pareciera estar involucrada en la
respuesta de reordenamiento de las hojas, pero las diferencias encontradas cubriendo la
mitad de la planta con filtros fueron relativamente pequefias; entonces, decidimos utilizar
otra aproximacion: Se cultivaron plantas de la accesion Col en un invernaculo bajo

radiacion natural, un grupo de plantas crecié en hileras bajo un filtro de acetato amarillo
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(que disminuye el paso de luz azul), otro grupo crecié en hileras sin filtro y un altimo
grupo crecié aislado de vecinas también sin filtro. En la figura 5.6 se muestran los
resultados obtenidos luego de evaluar la orientacidén de las hojas de la roseta en el plano
horizontal. Cuando las plantas Col fueron cultivadas en hileras con bajos niveles de luz
azul (bajo el filtro amarillo) y aisladas de vecinas no se acomodaron las hojas hacia los
laterales como si ocurre con las plantas de Col cultivadas en hileras bajo radiacién natural
(sin filtro) (figura 5.6). Esto indica que al distorsionar con el filtro las sefiales de luz azul
las plantas no pueden reorientar sus hojas hacia el entresurco. De acuerdo con estos
resultados, podemos concluir que la respuesta de reorientacion de hojas requiere la

presencia de sefiales de luz azul.
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5.3.1 El rol de los criptocromos y fototropinas en la orientacion horizontal de las hojas de

la roseta.

Las reducciones en la cantidad de luz azul son percibidas por los criptocromos
(Yanovsky et al., 1995) y fototropinas (Briggs et al., 2001). Para estudiar si esta
respuesta de reordenamiento de las hojas hacia el entresurco estaba mediada por estos
fotorreceptores, se evaluaron los mutantes cry1, cry2, el doble mutante cry1 cry2, photl1,
phot2 y el doble mutante photl phot2. Como podemos observar en la figura 5.7, el doble
mutante cryl cry2 acomoda sus hojas al azar (se obtuvieron valores cercanos a 1); en
cambio, los mutantes monogénicos presentan una respuesta intermedia aunque de todos
modos difiere significativamente si se la compara con el genotipo salvaje. En base a los
resultados observados podemos decir que existe un efecto aditivo en la regulacién de
esta respuesta de reordenamiento de las hojas en el plano horizontal entre los
criptocromos 1 y 2. Los mutantes de fototropinas también fallan en acomodar sus hojas
hacia el entresurco, siendo necesarias ambas fototropinas para el desarrollo de esta

respuesta.

Hasta aqui, podemos decir que la capacidad de las plantas de reordenar sus hojas
hacia el entresurco es una respuesta muy temprana en el desarrollo del canopeo con
estructura rectangular, causada por el cambio en la direccidon de crecimiento de las hojas
en respuesta al ambiente luminico. La heterogeneidad del ambiente luminico es generada
por la caida de la relacion R/RL de la luz y la disminucién de los niveles de luz azul en la
hilera de siembra; esta respuesta de reordenamiento de las hojas esta regulada por los
principales receptores de estas sefales de luz (criptocromos, fototropinas y fitocromo B).
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Fig. 5.7: (A) Disposicion de las hojas en el plano horizontal de plantas cultivadas en un
sistema de siembra rectangular. En el eje de abscisas se grafican los distintos genotipos
utilizados. Los datos que se grafican en el eje de ordenadas corresponden al promedio de al
menos 8 réplicas. (B-D) Fotos donde se muestra la distribucion de las hojas en el plano
horizontal de los distintos genotipos utilizados: Col (B), cryl cry2 (C) y phot! phot2 (D).
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5.3.2 El auto-sombreado y su relacion con la luz azul.

En el capitulo anterior habiamos demostrado que al acomodar las hojas hacia el
entresurco se generaba un costo (mayor auto-sombreado). Esto resultaba evidente al
comparar las plantas Col con plantas sav-3 que no desarrollaban la mencionada
respuesta. Nos preguntamos entonces, que ocurriria con las plantas que fueron cultivadas
aisladas de vecinas (las mismas tampoco acomodaban sus hojas). Para ello se cultivaron
plantas de la accesion Col en el mismo sistema de siembra rectangular descripto antes y
plantas aisladas de vecinas, luego se estimd el indice de auto-sombreado por una
metodologia alternativa a la utilizada en el capitulo previo (seccién 3.6 de materiales y
métodos), consistente en calcular la cantidad de hojas superpuestas relativas al total de
hojas por planta. Aquellas plantas que fueron cultivadas en hileras superponen mas sus
hojas que aquellas cultivadas de manera aislada (figura 5.8).
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Cuando las plantas de la accesion Col fueron cultivadas en hileras bajo un filtro de
acetato amarillo (para distorsionar la sefial luminica de luz azul) no acomodaron sus
hojas (figura 5.6) y se auto-sombrearon menos que las plantas cultivadas en hilera bajo
radiacién natural (figura 5.9). Estos resultados nos indican que el mayor auto-sombreado
es consecuencia del reordenamiento de las hojas hacia los laterales cuando las plantas

son cultivadas en hileras de siembra rectangulares.

Los datos de la figura 5.9 muestran que tanto los mutantes de criptocromos como
los de fototropinas presentan un menor indice de auto-sombreado, a pesar que las
diferencias no son significativas respecto al genotipo salvaje si se consideran los

mutantes de fototropinas separadamente, en conjunto si lo son (P<0.01).
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Fig. 5.9: Proporcién de hojas sombreadas por la propia planta.
Los valores del eje de ordenadas corresponden a la cantidad de
hojas cubiertas dividido la cantidad de hojas de la roseta. Los
datos son el promedio de al menos 28 plantas. Todas las plantas
fueron cultivadas en hileras de siembra rectangulares.
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6 DISCUSION.

6.1 La respuesta de reordenamiento de las hojas en el plano horizontal en

respuesta al ambiente luminoso de cultivos.

6.1.1 Arabidopsis rapidamente acomoda las hojas fuera de la hilera.

Cuando las plantas de Arabidopsis fueron cultivadas en hileras de siembra, en un
lapso de tiempo muy corto (3 dias) ordenaron sus hojas hacia los laterales alejandolas
de sus vecinas (figura 5.1.B), mientras que las plantas que crecieron aisladas no
reordenaron las hojas, que quedaron dispuestas al azar en el plano horizontal. Esta
respuesta se mantuvo estable en el tiempo. En los experimentos en que se analizé mas
especificamente la cinética de redistribucion de las primeras cuatro hojas observamos que
luego de cuatro dias de colocar las plantas en la hilera de siembra aumenté el porcentaje
de hojas que se acomodaron hacia el entresurco (figura 5.2.A). Sin embargo, las hojas
nuevas (hoja cinco en adelante) aparecieron indistintamente hacia el entresurco o hacia
la hilera, y recién comenzaron a acomodarse cuatro dias después de que emergieron
(figura 5.2.B). A partir de estos resultados concluimos que el desarrollo de esta respuesta
no se debe a un cambio en la filotaxis de las plantas, sino a un redireccionamiento del

peciolo durante el crecimiento de las hojas (figura 5.2.C).

6.1.2 El crecimiento del canopeo muy pronto produce un ambiente luminico

heterogéneo.

Desde muy temprano en el crecimiento del canopeo (2 dias) el ambiente luminico
se caracterizd por una mayor disponibilidad de luz hacia los laterales de la hilera de
siembra (figura 5.3.B). Estos datos sugieren que son los cambios en el ambiente

luminico los que inician la respuesta de las hojas.
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Entonces, la respuesta de reordenamiento de las hojas hacia los laterales de la
hilera de siembra se produce a través de un cambio en la direccion del peciolo en el plano
horizontal (rotacion) durante el crecimiento de las hojas. Este movimiento comenzé a
partir de 3-4 dias de colocadas las plantas en la hilera, las hojas nuevas que emergieron
cuando la planta ya estaba dentro de la hilera también comenzaron a moverse a partir del
dia 3. El peciolo direcciona el movimiento de manera tal que la hoja se aleja de las
vecinas donde la intensidad Iuminica es menor, ubicindose donde hay mayor
disponibilidad de luz (el entresurco). El hecho de que se inicie el movimiento en pocos
dias sugiere que existen mecanismos en las plantas que les permiten percibir

rapidamente un ambiente luminico heterogéneo.

6.1.3  El rol de los fotorreceptores.

En nuestros experimentos observamos una caida en la relacion R/RL, en la
intensidad de la RAF y en la intensidad de la luz azul en la hilera de siembra con respecto
al entresurco (figura 5.3.B y C), lo que concuerda con reportes previos que sostienen
que cuando las plantas crecen en un canopeo denso, las reducciones en R/RL son
acompafiadas por reducciones en la RAF, en particular longitudes de onda R y azul

(revisado en Franklin, 2008).

Dado que cuando las plantas salvajes fueron cultivadas bajo filtros selectivos que
distorsionaron el gradiente luminico de la relacion R/RL o de la luz azul, perdieron la
capacidad de reordenar sus hojas distribuyéndolas al azar en el plano horizontal (figura
4.4.C y 5.6), concluimos que esta respuesta esta iniciada por la percepcion diferencial de
la relacién R/RL y de la luz azul. Por lo tanto, evaluamos la funcién de los principales
fotorreceptores de cambios en relacion R/RL e irradiancia de luz azul.

Comprobamos que esta respuesta esta regulada por el fitocromo B, dado que el
mutante careciente de dicho fotorreceptor no acomodd las hojas hacia los laterales
(figura 4.4.A). El triple mutante phyB phyD phyE presenté una respuesta intermedia
aunque significativamente diferente al genotipo salvaje, pensamos que esto se debe a la
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morfologia propia de la planta y no a la percepcidon de sefales de luz, dado que el triple
mutante presenta peciolos mas alargados, el contacto fisico con las plantas vecinas podria
provocar la exclusion de las hojas de la hilera. No se puede descartar entonces que
también estén involucrados en mediar esta respuesta de las hojas el phyD y E. En un
futuro seria conveniente evaluar dicha respuesta en los mutantes monogénicos de dichos
fitocromos, sin embargo, la accién de estos fotorreceptores es generalmente redundante

y s6lo se nota cuando ya esta mutado el phyB (Franklin et al., 2003).

Las plantas mutantes de criptocromos y fototropinas acomodaron menos las hojas
gue el genotipo salvaje, lo que indica que estos fotorreceptores también tienen un rol en
la modulacién de esta respuesta de reorientacion de las hojas (figura 5.7.A). El doble
mutante cryl cry2 acomodo sus hojas casi completamente al azar, sin embargo los
mutantes monogénicos mostraron una respuesta intermedia (hojas hacia el
entresurco/hojas hacia la hilera= 1,2); si sumamos el grado de respuesta de los
mutantes simples obtenemos casi el grado de respuesta del genotipo salvaje (valores
cercanos a 1,45). De acuerdo con estos resultados podemos concluir que existe un efecto
aditivo en la regulacion de esta respuesta entre los criptocromos 1 y 2. En cambio, el
doble mutante photl phot2 presenta el mismo grado de respuesta que los mutantes
monogénicos photl y phot2, concluimos que ambas fototropinas son simultadneamente

necesarias para la regulacion parcial de esta respuesta.

De acuerdo con lo expuesto concluimos que, el apropiado posicionamiento de las
hojas de Arabidopsis hacia los laterales de la hilera de siembra es iniciado por estimulos
luminicos como son la luz azul y las relaciones de luz R/RL. Los movimientos y procesos
morfogénicos que permiten el reordenamiento de las hojas hacia una mayor
disponibilidad luminica son muy rapidos y estan controlados por la integracion de sefiales
mediadas por los fotorreceptores de luz azul (criptocromos y fototropinas) y los

fitocromos que perciben las relaciones R/RL (principalmente phyB).
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6.1.4 Comparaciéon con otras respuestas de cambio en la posicion de las hojas

inducidas por la luz.

Las respuestas del escape al sombreado favorecen el posicionamiento de las
laminas foliares, principal drgano fotosintético, en estratos mas iluminados del canopeo.
En tal sentido, las respuestas pueden clasificarse de acuerdo a si el desplazamiento es
vertical, hacia estratos mas altos, donde la luz no ha sido tan fuertemente interceptada
por el follaje (Morgan and Smith, 1976; Morgan and Smith, 1978a; Morgan and Smith,
1981), u horizontal, hacia sectores que la vegetacion ain no ha cubierto (Maddonni et al.,
2002; Galvez and Pearcy, 2003; Kahlen et al., 2008). Por otro lado, las respuestas del
escape al sombreado pueden clasificarse de acuerdo al dérgano que provoca el
desplazamiento. Este puede ser el tallo (Morgan et al., 1980; Smith, 1982; Ballaré et al.,
1991a; Ballaré et al., 1991b), que al crecer en altura eleva a las hojas, pueden ser las
hojas mismas que se elevan hacia posiciones mas altas reduciendo su angulo con la
vertical (hiponastia) (Satter and Wetherell, 1968; Whitelam and Johnson, 1982; Pierik,
2004; Inoue et al., 2008; Millenaar et al., 2009; Carbonnel et al., 2010), pueden ser las
yemas axilares, que al reprimir su crecimiento impiden la generacion del follaje
(Deregibus et al., 1983; Deregibus et al., 1985; Casal et al., 1986; Casal et al., 1987.;
Casal, 1988; Skinner and Simmons, 1993). Del mismo modo, los tallos existentes
(Morgan et al., 1980; Ballaré et al., 1991b), o las hojas pueden crecer hacia los lugares
mas iluminados en el plano horizontal (Maddonni et al., 2002; Géalvez and Pearcy, 2003;
Kahlen et al., 2008).

El reordenamiento de las hojas en el plano horizontal que presentan las plantas de
Arabidoposis cuando son cultivadas en hileras, es una respuesta de escape al sombreado.
En este caso las plantas en lugar de elevar las hojas por encima de sus vecinos las
orientan hacia los laterales de la hilera de siembra donde hay un incremento de la
disponibilidad luminica. De acuerdo con la clasificacion descripta en el parrafo anterior, la
respuesta estudiada en esta tesis podemos compararla con la respuesta estudia por
Maddonni et al. (2002) en maiz. Ellos observaron que las hojas de maiz se desplazaban
sobre el plano horizontal alejandose de la senal de bajos niveles de R/RL que lograban
mediante filtros para simular vegetacion vecina en plantas que crecieron aisladas en el

campo, sin embargo las hojas no se alejaban cuando mediante filtros disminuian la
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irradiancia de la luz azul. En otro experimento, las hojas ya expandidas de plantas que
crecieron bajo luz blanca fueron irradiadas desde un lateral con un suplemento de RL,
estas hojas se alejaron de la sefial; lo que indica que la hoja cambia la direccién una vez
percibida la sefial como ocurre en Arabidopsis, pero a diferencia de las plantas de maiz,
Arabidopsis ademas de responder al cambio en la relacion R/RL, también responde a la

disminucion de la luz azul.

Otra respuesta donde las hojas cambiaban la direccion en el plano horizontal
alejdndose del sombreado es la que estudiaron Galvez et al. (2003) en Psychotria
limonenses. Ellos observaron que ocurria con la distribucion en el plano horizontal de las
hojas basales de la roseta cuando nacian las hojas nuevas. La reorientacion de estas
hojas era lograda a través de la curvatura del peciolo, ellos sostienen que es debido a la
percepcion del sombreado por las hojas mas jovenes que se desarrollaban arriba, lo cual
cambiaba la relacion R/RL de la luz percibida por las hojas basales. En cambio, en
ambientes abiertos las hojas no se reorientaron, con lo cual ellos sugieren que esta
respuesta es especifica de ambientes sombreados donde la disponibilidad luminica es
reducida. Lo interesante de esta respuesta es que mejora significativamente la ganancia
de C en toda la planta. La respuesta estudiada en Arabidopsis es comparable con la
observada por Galvéz et al. (2003) en el sentido que la reorientacién de las hojas es
mediante la curvatura de los peciolos (figura 4.5 y 4.7), ademas ambas son mediadas
por la percepcion diferencial de las senales de R/RL. Una diferencia importante es que en
P. limonenses al reorientar las hojas basales reduce el auto-sombreado, mientras que en
las plantas Col el reordenamiento de las hojas aumento el auto-sombreado (figura 5.8)
en comparacion con las plantas Col que crecieron aisladas de vecinas, como se discute en

mas detalle en la seccion 6.2.2.

La respuesta de hiponastia de las hojas en Arabidopsis, donde el cambio en la
orientacion de las mismas es en el plano vertical, es inducida por la baja relacion R/RL
gue se da cuando hay una alta densidad de vegetacion (Pierik et al., 2005), por las bajas
irradiancias (Inoue et al., 2008; Millenaar et al., 2009) o por elevadas temperaturas
(Koini et al., 2009).
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Inoue et al. (2008) observaron cambios en la posiciéon de las hojas en el plano
vertical y rotacion de los peciolos en su propio eje en respuesta a flujos de luz azul.
Cultivaron las plantas en luz blanca, irradiandolas durante 5 dias con luz azul desde un
lateral, luego cambiaron de posicidn la fuente de luz azul (arriba) y durante los 5 dias
siguientes observaron el movimiento de la ldmina foliar, los peciolos en el plano vertical y
la rotaciéon de los mismos sobre su eje. Ellos mostraron que el posicionamiento de las
hojas puede comprender tanto movimientos muy rapidos como procesos de crecimiento
mas lentos. En sus estudios encontraron que las hojas cambiaban la direccion en el plano
vertical hacia la nueva fuente de luz en unas pocas horas y que a partir de las 8 h se
estabilizaban en la nueva posicion. Sin embargo, la rotacion del peciolo sobre su propio
eje era un cambio mas lento que comenzaba a las 24 h desde el comienzo del
tratamiento luminico, y recién a los 5 dias completaba el movimiento y las hojas se
estabilizaban en su nueva posicion. La cinética de rotacion de los peciolos hacia la fuente
de luz azul es comparable a la cinética de reorientacion de las hojas en el plano horizontal
estudiada en esta tesis, ya que las hojas también tardan unos pocos dias para ubicarse
fuera de la hilera de siembra, pero es a través de la rotacion de los peciolos en el plano
horizontal. Ademads, tanto la respuesta analizada por Inoue et al. (2008) como la
estudiada aqui, responden a la luz azul y son mediadas por fototropinas. Estos autores
han sugerido que el éxito en una regulacién rapida en la redireccién de las hojas es

oportuno para maximizar la intercepcién de luz.

Concluimos entonces, que la respuesta estudiada en esta tesis es una respuesta
de escape al sombreado, ya que las hojas evitan las bajas relaciones R/RL causadas por
plantas vecinas y también es una respuesta fototropica donde cambia el posicionamiento
de las hojas hacia lugares donde hay mayor disponibilidad de luz; pero a diferencia de las
las respuestas mencionadas en los parrafos anteriores, es la Unica conocida en la que el
reordenamiento horizontal requiere simultdneamente de fitocromos, criptocromos vy

fototropinas.

6.1.5 El rol de las auxinas:
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Las respuestas fototrdpicas y de aplanamiento de las hojas son procesos en que
ocurre una coordinacion del crecimiento diferencial en distintas partes de un 6rgano
(Harper et al., 2000; Friml and Palme, 2002; Friml, 2003). Tal coordinacion del
crecimiento esta bajo una fina regulacién hormonal. Las auxinas, por ejemplo, tienen un
rol fundamental en el programa de desarrollo de las plantas, pero también estan
asociadas con el crecimiento diferencial (Harper et al., 2000; Friml and Palme, 2002;
Friml, 2003) y con respuestas de escape al sombreado (Morelli and Ruberti, 2002; Tao et
al., 2008; Pierik et al., 2009). Las auxinas estan involucradas en la regulacion del
fototropismo (Holland et al., 2009), en las respuestas que involucran aplanamiento de las
hojas (Keller and Van Volkenburgh, 1997; Li et al., 2007b; Bainbridge et al., 2008;
Braun et al., 2008), y con la respuesta de la posiciéon de las hojas en el plano vertical
(hiponastia) a sefiales de la relacion R/RL y luz azul generadas por plantas vecinas (Tao
et al., 2008; Millenaar et al., 2009).

Varios estudios han demostrado que el metabolismo dependiente de auxinas es
necesario en las respuestas de escape al sombreado (Morelli and Ruberti, 2002; Kanyuka
et al.,, 2003; Tao et al., 2008; Pierik et al.,, 2009); como también en respuesta
fototropicas (Friml and Palme, 2002; Stone et al., 2008); sumado a esto, bajas relaciones
de R/RL induce la expresion de genes de respuesta a auxinas (Kurepin et al., 2007). El
control del crecimiento del hipocotilo y del peciolo en Arabidopsis esta controlado por
varios fotorreceptores y varias hormonas incluyendo las auxinas que tienen un rol
fundamental (Lariguet and Fankhauser, 2004). Por ejemplo, los fitocromos, la sintesis y
transporte de auxinas son requeridas para el control del posicionamiento de las hojas en
respuesta a bajas relaciones de R/RL (Tao et al., 2008). Bajas condiciones de luz también
inician una posicidon mas erecta de las hojas que requiere de criptocromos, fitocromos y
sintesis y transporte de auxinas (Millenaar et al., 2009). Carbonnel et al. (2010) sugieren
gue respuestas fototropicas de posicionamiento de las hojas en respuesta a luz azul son
reguladas por un intermediario (PKS2) (Fankhauser et al., 1999; Lariguet et al., 2003;
Boccalandro et al., 2008) de la via de sefializacién de fototropinas, a través del control

homeostatico de auxinas (Carbonnel et al., 2010).
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Como la respuesta estudiada en esta tesis involucra un cambio de posicién de las
hojas en el plano horizontal en funcién de las senales de plantas vecinas, pensamos que
también podia estar regulada por auxinas, por ello evaluamos el reordenamiento de las
hojas en el plano horizontal de plantas que tienen interrumpida una via de sintesis de
auxinas (sav-3). El mutante sav-3 falld en reorientar el crecimiento de sus hojas en

respuesta a sus vecinos (figura 4.6).

Concluimos que las auxinas también estan involucradas en la regulacién de esta
respuesta de reordenamiento en el plano horizontal, lo cual es consistente con los
estudios previos que demuestran que el metabolismo dependiente de auxinas es
requerido en respuestas de escape al sombreado y en respuestas fototropicas. A los
ejemplos mencionados arriba podemos sumarle esta respuesta de reorientacion de las
hojas estudiada en este trabajo, ya que tanto fitocromos, criptocromos, fototropinas y
auxinas son requeridos para que las hojas redireccionen su crecimiento fuera de las

hileras en respuesta a sefiales de bajas relaciones R/RL y bajas intensidades de azul.

6.2 Consecuencias ecolégicas y significado evolutivo de la reorientaciéon del

crecimiento de las hojas en el plano horizontal.

6.2.1 Reorientacién de hojas en una especie no cultivada.

Las plantas modifican la arquitectura de su follaje en respuesta al ambiente. Las
mismas pueden percibir cambios en la calidad e intensidad de luz lo que les permite
detectar la presencia de plantas vecinas. Las respuestas de las plantas a la caida de la
relacion R/RL; tipica de cultivos en crecimiento, son consideradas perjudiciales en la
agricultura, debido a que la percepcién de dicha sefial provoca una disminucién de las
respuestas de defensa anti-herviboro (Izaguirre et al., 2006) y las defensas
antibacterianas (Genoud et al.,, 2002; Faigon-Soverna et al., 2006) e induce Ila
redistribucion de los recursos hacia la elongacion de tallos y crecimiento vegetativo a
expensas de los érganos cosechables, disminuyendo de esta manera el rendimiento de los

cultivos (Ballaré et al., 1997; Schmitt, 1997; Libenson et al., 2002; Franklin and
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Whitelam, 2005; Kebrom and Brutnell, 2007). Esto genera un compromiso en la
utilizacidn eficiente del espacio y el rendimiento de las plantas cultivadas por unidad de
superficie. Sin embargo, en algunos cultivares de maiz, se observd que las hojas se
alejaban de las plantas vecinas por reorientacién de su crecimiento hacia los espacios
donde habia una mayor disponibilidad luminica (entresurco) (Maddonni et al., 2002).
Canopeos de maiz que disponen sus hojas de forma perpendicular a la linea de siembra
en una proporcion mayor que aquellas que ordenan sus hojas al azar presentan una
mayor eficiencia en la intercepcién de luz (Maddonni et al., 2001) y esto puede redundar
en un mayor rendimiento (Toler et al., 1999). Por lo tanto, al menos algunas respuestas a
la relacion R/RL pueden ser beneficiosas mas que perjudiciales para el rendimiento de un
cultivo. Decimos que las respuestas de escape al sombreado que histéricamente fueron
interpretadas como reacciones de competencia pueden dar origen a reacciones mas
cercanas al altruismo que a la competencia, dado que como en el caso del maiz, esta
respuesta en la distribucidon de las hojas evita el sombreado mutuo entre plantas vecinas

y esto conduce a un mejor fitness para el cultivo en su conjunto.

Dado que las plantas de Arabidopsis ordenan sus hojas hacia los laterales cuando
son cultivadas bajo condiciones de alta rectangularidad (figura 4.1.B), concluimos que
esta respuesta no es necesariamente consecuencia de la seleccién por rendimiento en
cultivos de uso comercial, sino que puede ocurrir cuando se cultiva en condiciones de
alta rectangularidad plantas que no fueron seleccionadas en dicho arreglo espacial, tipico
de cultivos.

6.2.2 El reordenamiento de las hojas y el ambiente de la planta individual.

Las plantas responden rapidamente a los cambios del ambiente luminico. Entre
otras caracteristicas, esto puede involucrar la reorientacion de la direccion del crecimiento
gue tiende a optimizar la posicidon de los 6rganos de la planta en relacion a la direccion
del recurso luminico, como concluye Millenaar et al. (2009). En el caso de la respuesta
estudiada en este trabajo de tesis hay una reorientacion del crecimiento del peciolo
(figura 4.5 y 5.2) que permite que la hoja se disponga rapidamente hacia el lugar donde
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hay mayor disponibilidad del recurso luminico en el plano horizontal. Sin embargo, las
plantas que fueron cultivadas en hileras y respondieron acomodando sus hojas hacia los
laterales presentaron un mayor porcentaje de hojas auto-sombreadas que las plantas
cultivadas en hileras que acomodaban sus hojas al azar (como sav-3) o aquellas

cultivadas aisladas de vecinas (figura 4.8.A y 5.8).

Incluso cuando cultivamos en hileras plantas Col bajo filtros selectivos que
disminuyen la irradiancia de luz azul, y de esta manera las plantas no acomodan las hojas
hacia los laterales el porcentaje de hojas superpuestas fue similar al de las plantas
cultivadas aisladas (figura 5.9). En mutantes de fotorreceptores de luz azul que no
acomodaron las hojas hacia los laterales, también observamos un menor porcentaje de

hojas sombreadas por la propia planta (figura 5.9).

A partir de estos resultados, concluimos que el hecho de alejar las hojas de la
hilera de siembra hacia un sitio donde la disponibilidad luminica aumenta, le genera un
costo a la planta, el de sombrear sus propias hojas. Entonces, éitiene alguna ventaja para
las plantas que crecen en hileras desarrollar esta respuesta? Esto nos hace pensar que
esta respuesta pareceria perjudicial, pero dado que es una respuesta a vecinas deberia

ser analizada en el contexto del canopeo.

6.2.3 El reordenamiento de las hojas en el plano horizontal reduce el sombreado entre

plantas dentro del canopeo.

Como el mutante sav-3 no acomoda sus hojas hacia los laterales y es
morfolégicamente indistinguible de las plantas de genotipo salvaje que si reordenan sus
hojas hacia los entresurcos, este material genético nos proporciond una excelente
herramienta para evaluar las consecuencias del reconocimiento de parientes que deriva

en el reordenamiento de la posicidon de las hojas.

Cuando comparamos plantas del genotipo salvaje creciendo en hileras de siembra

con plantas del mutante sav-3, también creciendo en hileras; observamos que el
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posicionamiento de las hojas hacia los entresurcos donde hay mayor disponibilidad de luz
les permite a las plantas sombrearse menos con sus vecinas (figura 4.8.B), suponemos

entonces que de esta manera pueden interceptar mayor cantidad de luz.

El apropiado posicionamiento de las hojas es importante para aumentar la
intercepcion de luz y la eficiencia fotosintética (Galvez and Pearcy, 2003; Inoue et al.,
2008; Kahlen et al., 2008) de las plantas que crecen dentro de un canopeo denso. La
exposicion al sombreado induce una intensa aclimatacidon a niveles fotosintéticos,
incluyendo una relocalizacién del Nitrégeno de la maquinaria fotosintética desde las hojas
sombreadas mas viejas hacia las mas jovenes que se encuentran mas arriba en la
canopia, donde las condiciones luminicas son favorables (Boonman et al., 2006). Esta
respuesta de acomodar las hojas hacia los laterales les permite a las plantas reducir el
riesgo de que sus hojas mas nuevas sean sombreadas por plantas vecinas, a pesar de

sombrear sus propias hojas, las mas viejas con menor capacidad fotosintética.

Entonces podemos pensar, que esta estrategia de posicionamiento de las hojas
hacia los laterales que permite evitar el sombreado de las hojas mas jovenes (con mayor
capacidad fotosintética) por las plantas vecinas, proporcione un beneficio para el conjunto

de plantas cultivadas en una misma hilera, a pesar de los costos del auto-sombreado.

6.2.4 El reacomodamiento de las hojas reduce el riesgo de caidas severas en los

niveles de fitness.

La respuesta de reordenamiento de las hojas fuera de la hilera de siembra reduce
el sombreado entre las plantas vecinas, pero aumenta el auto-sombreado. Entonces, éel
desarrollo de esta respuesta genera un beneficio para las plantas que crecen dentro de

una hilera de siembra?

Para responder esta pregunta analizamos el sombreado mutuo y la produccion de
semillas planta por planta dentro de la hilera. Observamos que los individuos que no

acomodan sus hojas hacia los laterales como los mutantes sav-3 presentaron un menor
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costo de auto-sombreado (figura 4.8.A), pero se sombrearon mas mutuamente y el 55%
de individuos de la hilera de siembra presentd mas de un 20% de su area foliar
sombreada por sus vecinos (figura 4.10), lo cual se traduce en una mayor cantidad de
individuos con pobre fitness (figura 4.11.B). Es decir, que los individuos con menor
capacidad competitiva son mas vulnerables de ser sombreados muy intensamente y esto
repercute en su rendimiento reproductivo. Sin embargo, en hileras puras de plantas Col
s6lo un 5% de individuos presenté mas de un 20% de su area foliar sombreada, pero lo
mas interesante fue que los individuos tuvieron un rendimiento en semillas por encima de
los 25 mg. Por otro lado, cabe destacar que todas las plantas de ambas accesiones
cultivadas aisladas de vecinas presentaron un rendimiento por encima de los 25 mg. Es
decir, que plantas que reconocen a su vecina como pariente y acomodan las hojas hacia
los laterales superan el mismo nivel de rendimiento que aquellas plantas que crecen sin

competencia por el recurso luminico.

El mayor costo que genera el auto-sombreado en plantas Col que acomodan sus
hojas hacia los laterales es rapidamente compensado por el menor sombreado mutuo
(donde las hojas mas nuevas con mayor capacidad fotosintética tienen mayores riesgos
de ser sombreadas por las plantas vecinas). A partir de estos resultados podemos concluir
que el hecho de acomodar las hojas hacia los laterales en respuesta a los vecinos
emparentados les genera un beneficio a las plantas Col, ya que todas las plantas de la
hilera alcanzan un fitness comparable a las plantas cultivadas aisladas de vecinos que no
compiten por los recursos, en cambio en hileras de plantas sav-3 que no acomodan sus
hojas algunos individuos presentan niveles muy bajo de fitness comparado con otros
(figura 4.11.A). Con esto demostramos que la respuesta de acomodar las hojas dentro de
la hilera de siembra se asemeja mas a un comportamiento cooperativo que competitivo,
donde todos los individuos de la hilera se encuentran beneficiados en sus niveles de

fitness.

De los resultados obtenidos podemos decir que las plantas que acomodan sus
hojas hacia los laterales presentan un mayor auto-sombreado (figura 4.8.A, 5.8 y 5.9).
En las hileras donde crecieron plantas Col con vecinas sav-3 no se midieron los indices de

auto-sombreado, pero podemos suponer que Col; que acomoda sus hojas hacia los
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laterales (figura 4.12.A), se auto-sombrea mas que sav-3 (que no acomoda sus hojas).
Teniendo en cuenta que sav-3 presentd mayor area expuesta que Col (figura 4.12.B),
podemos pensar que también intercepta mas el recurso luminico disponible. Entonces en
este caso, el mayor costo de auto-sombreado en Col no es compensado por un menor
sombreado por las plantas vecinas; ya que exponen menos area para interceptar la luz
que sus vecinas sav-3. Con lo cual, el costo (auto-sombreado) es rapidamente
compensado (menor sombreado mutuo) cuando todas las plantas dentro de la hilera
ordenan sus hojas hacia los laterales y lo cual resulta beneficioso en el fitness inclusivo de
las plantas cultivadas en la misma hilera de siembra. Entonces, la respuesta de
reordenamiento de las hojas hacia los laterales donde hay mayor disponibilidad de luz,
puede ser interpretada como un caracter favorable, ya que reduce el riesgo de caidas en

los niveles de fitness.

6.2.5 El reordenamiento de las hojas en el plano horizontal requiere el reconocimiento
de parientes.

Los resultados demostraron que para que las hojas se dispongan hacia el
entresurco cuando se cultivan plantas en sistemas de alta rectangularidad, éstas deben
ser genéticamente iguales (figura 4.2.A), pero ademas debe existir homogeneidad en el
cuerpo de las mismas (figura 4.2.B). Con lo cual podemos concluir que bajo ciertas
condiciones de crecimiento las plantas pueden responder diferencialmente hacia vecinos
estrechamente emparentados. En este caso también existe un reconocimiento de
individuos de la misma camada (camadas distintas se diferencian por la estructura
aérea), con lo cual suponemos que el factor clave para esta respuesta de reordenamiento

de las hojas es la estructura aérea de la planta (figura 4.2.C).

Por otro lado, cabe destacar que en nuestros ensayos las plantas fueron cultivadas
en macetas individuales por lo que no existieron interacciones entre sus raices. Si bien en
algunos casos como lo mencionan Murphy y Dudley (2009) y Dudley y File (2007), es

necesario que exista interaccion entre las raices para el reconocimiento de parientes, esta
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no es una condicién imprescindible para que haya reconocimiento entre plantas de una
misma progenie. Nuestros resultados demuestran que plantas de distintas accesiones
como Col y Ler que presentan diferencias en su estructura morfoldgica aérea, también
presentan diferencias en el perfil vertical de la relacion R/RL que generan (figura 4.3).
Esto nos permitié pensar que las plantas de Arabidopsis perciben el patron luminico que
genera la estructura y tamano morfoldgico de la planta vecina, y de esta manera pueden

discriminar entre individuos parientes o extrafos.

Este estudio provee evidencia que apoya la hipotesis de que las plantas tienen la
capacidad de reconocer individuos emparentados. Nosotros demostramos que existe
reconocimiento de parientes en plantas de A. thaliana y es a través de un mecanismo que
se da en individuos que comparten fenotipos similares denominado “phenotype
matching”, mediante el cual un individuo compara las sefiales fenotipicas de otros
individuos de la poblacidén con las propias para determinar el parentesco (Biedrzycki and
Bais, 2010), en este caso la senal de reconocimiento es el perfil vertical de la relacion
R/RL que las plantas generan. Es un mecanismo que depende de una correlacion entre el
genotipo y el fenotipo, las plantas ademas de ser genéticamente iguales deben tener la
misma estructura morfoldgica aérea para ser reconocidas como parientes, recordemos
que plantas del mismo genotipo pero con distinto tamafio corporal no se reconocen como
“hermanas”. Dado que esta respuesta de reorientacién de las hojas depende de las
sefales de luz azul, en un futuro seria interesante evaluar si las mismas también estan
involucradas en el reconocimiento de parientes y estudiar los perfiles verticales de luz
azul generados por diferentes accesiones. Los perfiles verticales de luz azul obtenidos
hasta el presente resultan muy variables para discernir si esta sefial contribuye a
distinguir entre individuos emparentados y nho emparentados o simplemente a distinguir
entre presencia o ausencia de vecinos. Por el momento podemos afirmar que las sefiales
de luz azul son necesarias pero no suficientes para responder a los vecinos

emparentados.

6.2.6  Plantas “hermanas” creciendo en hileras presentan beneficio mutuo.
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Dudley y File (2007) demostraron que las plantas de la especie Cakile edentula
discriminan a otras plantas que no son de la misma progenie en interacciones de
competencia. Cuando estas plantas crecian en macetas con parientes (plantas
derivadas de semillas colectadas de la misma planta madre), la biomasa de la raiz era
menor que cuando crecian con vecinos extrafios (plantas de la misma especie, pero
crecidas de semillas colectadas de diferentes plantas madres). En su trabajo los autores
sugieren que las interacciones a nivel de las raices podrian proporcionar la sefial para el
reconocimiento de plantas emparentadas, y que dichas interacciones son las responsables
de la competencia limitada en individuos que comparten el mismo recurso. Estudios
realizados en Impatiens cf. pallida por Murphy y Dudley (2009) proveen evidencia que
apoyan la hipdtesis de reconocimiento de parientes; y que la interaccion entre las raices
es necesaria para el reconocimiento de parientes, como habia sido observado unos afios
antes en Cakile edentula por Dudley y File (2007). En contraste a C. edentula, sin
embargo, I. cf. pallida incrementa la asignacion de caracteres competitivos hacia las
estructuras aéreas de la planta en lugar de las estructuras subterranea en respuesta a
vecinos extrafnos. Entonces, grupos de parientes podrian cooperar reduciendo el grado de
competencia, mientras que grupos de extrafios podrian tener una relacion de
competencia mas intensa. Estos trabajos demostraron que la respuesta diferencial hacia
parientes o extrafios son respuestas especie-especificas, y que cuando hay

reconocimiento de parientes disminuye la competencia.

El estudio hecho en C. edentula generd posturas muy controvertidas desde el
punto de vista experimental, y en las conclusiones a las que llegaron, ya que un menor
crecimiento de las raices no necesariamente implica menor competencia, ni que esa
menor competencia se traduzca en un mayor fitness inclusivo entre plantas hermanas
(Dudley and File, 2008; Klemens, 2008).

Dado que numerosos estudios demuestran que las raices responden
diferencialmente a raices de vecinos dependiendo del genotipo, de la especie, de las
relaciones parentales, y si el vecino es el mismo o no; Biedrzycki et al. (2010) concluye
que las plantas son capaces de alterar el crecimiento de sus raices de acuerdo a la
presencia o ausencia de vecinos especificos. Dudley y File, (2007) proponen el
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reconocimiento de parientes a través de las raices y que es el menor crecimiento de las
raices lo que facilita el desarrollo de los parientes que viven en el mismo habitat. Pero,
ées el reconocimiento de parientes a través de interacciones quimicas entre raices (Mahall
and Callaway, 1991; Mahall and Callaway, 1992; Falik et al., 2003; Gruntman and
Novoplansky, 2004; Perry et al., 2005; Bais et al., 2006) lo que determina que el
crecimiento de las raices en grupos de parientes sea menor que con grupos de extrafios?
O, éeste menor crecimiento de las raices en grupos de hermanos se debe a que compiten

mas entre si al tomar recursos del mismo lugar y por lo tanto crecen menos?

Biedrzycki et al. (2010) presentaron experimentos que sugieren que el
reconocimiento de parientes en plantas de Arabidopsis puede ser a través de
interacciones quimicas de las raices. Estos autores encontraron que la exposicién de
plantas a exudados de raices de extrafios indujo mucho mas la formacion de raices
laterales que la exposicion a exudados de parientes, sin embargo cuando utilizaron un
inhibidor de la secrecién las plantas no reconocieron a los extrafios. Este trabajo favorece
las conclusiones de Dudley y File (2007), porque efectivamente demostraron que puede
existir reconocimiento de parientes a través de interacciones de raices y que dichas
interacciones determinan el menor crecimiento de las raices, excluyendo la posibilidad de
una competencia exacerbada por los mismos recursos. Mientras que algunos estudios
han reportado que las plantas tienen mejor producciéon de biomasa y/o semillas cuando
crecen en competencia con hermanas (Willson et al., 1987; Donohue, 2003; Dudley and
File, 2007; Murphy and Dudley, 2009), otros han reportado efectos opuestos (Allard and
Adams, 1969; Milla et al., 2009).

La teoria de seleccion de parentesco predice que individuos que viven con
parientes podrian invertir menos en competencia, permitiendo un mejor rendimiento
reproductivo comparado con individuos que viven con extrafios (Hamilton, 1964). En este
sentido habria un comportamiento mas altruista hacia los individuos relacionados que
hacia los individuos no relacionados. Dudley y File (2007) argumentan que los parientes

fueron menos competitivos que los extranos, por eso el menor crecimiento de las raices.
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Masclaux et al., (2009) en un estudio hecho en Arabidopsis, encontraron una gran
diferencia en las habilidades competitivas de las distintas accesiones testeadas, sin
embargo no encontraron efectos de individuos relacionados o no relacionados sobre el
fitness; por lo tanto ellos cuestionan las diferencias encontradas en otros trabajos, por
ej.: Andalo et al., 2001 y plantean que las asociaciones hechas dentro de grupos
relacionados y fitness o reproductividad pueden ser debidas a las diferencias entre los

genotipos en cuanto a las capacidades competitivas.

En contraste a la teoria de seleccién de parentesco, el particionamiento del recurso
o particionamiento del nicho, predice que la competencia de individuos no relacionados
dentro de un grupo permitiria la reparticion de los recursos mas eficientemente que los
individuos relacionados y de esta manera los individuos no relacionados obtendrian

mavyores fitness (Young, 1981; Price and Waser, 1982).

Milla et al. (2009) encontraron signos de reconocimiento de parientes a través de
interacciones de raices, pero no detectaron ningun efecto sobre el fitness individual o de
grupo (Milla et al., 2009). Sus estudios evidencian al igual que otros previos (Allard and
Adams, 1969; Schmitt and Ehrhardt, 1987; Kelley, 1989; Cheplick and Kane, 2004) que
individuos que viven en la vecindad con extrafios alcanzan altos niveles de fitness. Estos
resultados apoyan la teoria de que individuos no relacionados particionan mejor los
recursos y por lo tanto compiten menos. Ademas, Milla et al. (2009) encontraron
evidencias de competencia temprana por la luz en grupos de parientes, dado que estos
crecian mas lento en las primeras etapas del desarrollo. Por otro lado estos autores
sugieren que componentes del fitness no siempre correlacionan positivamente; ya que
encontraron que familias de plantas con el mejor crecimiento vegetativo, no fueron la que

obtuvieron el mejor rendimiento (Milla et al., 2009).

Experimento hechos en el campo permitieron también argumentar que la inversion
en raices genera un trade off con la asignacién de recursos reproductivos (Gersani et al.,
2001). Y, si pensamos en la teoria de reparticion de los recursos, las plantas en la
vecindad con extrafios pueden invertir menos en raices, debido a un mas eficiente

particionamiento de los recursos, y asignar mas recursos para la reproduccion. Teniendo
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esto en cuenta, Milla et al., (2009) cuestiona que entonces el patron observado por

Dudley y File (2007) es poco probable.

Sin embargo, el uso de macetas es un artefacto que arroja dudas en la mayoria de
las evidencias previas que consideran este trade off (Hess and De Kroon, 2007); ya que
estos autores proponen que el mayor crecimiento de las raices en presencia de otras
plantas, estarian dadas por la mayor disponibilidad del volumen del suelo; por lo cual no
seria por una mayor competencia entre individuos extrafios. Si la disponibilidad de
nutrientes totales es la misma para ambas condiciones, el peso de la planta es mayor
cuando se producen mas raices, si la biomasa total es la misma; cuando se divide por la
biomasa de las raices, da una menor biomasa reproductiva; pero al considerar esto como
un fitness menor, los que desarrollan mas raices no es porque compiten con sus vecinos
no parientes, sino porque tienen mas espacio en el suelo porque aprovechan distintos

perfiles.

La otra posibilidad es que la sobre produccién de raices no tenga un trade off con
el tamafo o biomasa reproductiva, es mas, esto puede promover una mayor adquisicion
de recursos, permitiendo una mayor biomasa de la planta y reproduccion en general. En
este caso, como la produccién de raices fue mayor en presencia de extrafios (Dudley and
File, 2007), podria permitir un patréon opuesto al esperado bajo seleccién de parentesco,
donde el mejor fitness sea conseguido en convivencia con extrafios, esto es justamente lo
que encontré Milla et al. (2009) y por eso cuestiona también la falta de evidencia y

conclusiones a priori tomadas en el trabajo de Dudley y File (2007).

Nosotros estudiamos qué ocurria con el reconocimiento de parientes en un
caracter que no produce reducciones inmediatas en el crecimiento, lo que nos permitid
evadir el problema de las distintas posibles interpretaciones como cuando se estudian

caracteres donde se mide crecimiento.

La capacidad para discriminar entre parientes y extrafios es un importante
elemento del comportamiento social. El reconocimiento de parientes es especialmente

ventajoso bajo situaciones de competencia, si evita los costos de un comportamiento
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competitivo hacia sus parientes o promueve la cooperacién entre individuos de una
misma progenie (Axelrod and Hamilton, 1981; Waldman, 1988). Dado que las plantas
viven a menudo en grupos de vecinos altamente relacionados, el reconocimiento de
parientes es probable que evolucione (Waldman, 1988). Los caracteres que tienen
plasticidad fenotipica en respuesta a otras plantas son candidatos a caracteres
competitivos que pueden afectar el fitness de plantas vecinas y por lo tanto mas
probables a discriminar entre parientes. Estos caracteres incluyen cambios en la
asignacion de recursos a raices, tallos y hojas, como también nimero de ramas, altura de
la planta y elongacion del tallo. Esto fue observado previamente en Impatiens capensis
(Dudley and Schmitt, 1995; 1996). Sin embargo, la orientacion de las hojas hacia los
laterales en plantas cultivadas en hileras también es un caracter que expresa plasticidad
fenotipica en respuesta a otras plantas y afecta el fitness de las plantas cultivadas en

hileras de siembra (figura 4.11).

En funcion de lo expuesto podemos concluir que esta respuesta de reordenamiento
de las hojas hacia los laterales se manifiesta cuando existe reconocimiento entre
parientes entre individuos cultivados en una misma hilera de siembra. Las plantas Col que
acomodan sus hojas se sombrean menos entre ellas si lo comparamos con las plantas
sav-3 que no acomodan sus hojas (figura 4.8.B), lo que sugiere que el hecho de
acomodar las hojas hacia los laterales disminuye la competencia por el recurso luminico,

con lo cual esta respuesta se asemeja mas a un comportamiento cooperativo.

Un comportamiento cooperativo o altruista es cominmente asociado con costos
para el individuo cooperativo, y es beneficioso para otro individuo. La evoluciéon de la
cooperacion entre individuos no relacionados es atribuida frecuentemente al término
altruismo reciproco, donde un acto cooperativo incrementa la probabilidad de beneficiarse
de la cooperacion en futuras interacciones (Rutte and Pfeiffer, 2009). Sin embargo,
cuando la cooperacion podria proveer un beneficio de fitness directo sobre el actor, esto
seria en realidad beneficio mutuo (West and Gardner, 2010). Segun West & Gardner
(2010), el uso del término altruismo reciproco, define al altruismo por las consecuencias
de fitness a corto plazo, pero la seleccion natural opera sobre consecuencias de fitness a
largo plazo (toda la vida), no sobre plazos cortos arbitrarios. Entonces, el altruismo
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reciproco no es realmente altruismo, y por lo tanto el mejor término es el de beneficio
mutuo. Ellos clasifican un comportamiento cooperativo como altruista a aquel en donde el
actor sufre una disminucion sobre su fitness directo (es decir que es costoso) y cuyo
comportamiento es favorecido si es dirigido hacia individuos relacionados y estos son
beneficiados por un incremento en su fitness directo. En cambio, un comportamiento
cooperativo es definido como beneficio mutuo cuando puede estar dirigido hacia
individuos relacionados o no, y tanto el actor como el destinatario se benefician, por un

incremento del fitness directo.

Tomando en cuenta estos conceptos, podemos decir que las plantas Col cuando
crecen dentro de una hilera de siembra, al acomodar sus hojas hacia el entresurco donde
hay mayor disponibilidad de luz (figura 4.1.B), manifiestan un comportamiento
caracterizado por el beneficio mutuo. Donde el costo (un incremento del auto-
sombreado) es rapidamente compensado por una reduccion en el sombreado mutuo
(figura 4.8). Esto se ve reflejado en que cada individuo dentro de la hilera de siembra
presenta un rendimiento en la producciéon de semillas por encima de 25 mg, comparable
al de las plantas que crecen aisladas sin competencia por el recurso luminico. Las plantas
Col se benefician de este comportamiento cooperativo, no asi las plantas sav-3 que

presentan un comportamiento mas competitivo con sus vecinas por el recurso luminico.

La cooperacién puede evolucionar a través de diferentes mecanismos de altruismo
reciproco (o beneficio mutuo) que estan basados en diferentes tipos de informacién
(Rutte and Pfeiffer, 2009), entre ellos uno es el de reciprocidad directa, el cual requiere
gue los individuos interactien con un Unico compafiero durante algun tiempo o requiere
de habilidades cognitivas como ser el reconocimiento individual y algo de memoria para
recordar las consecuencias de interacciones pasadas con cada compafiero potencial (Rutte
and Pfeiffer, 2009). En nuestro caso, este comportamiento cooperativo de acomodar las
hojas hacia los laterales en plantas Col cultivadas en hileras ocurre por el reconocimiento
de la planta vecina como pariente, percibida por la senal en el perfil vertical de la relacion
R/RL que las mismas generan. Dada la naturaleza sésil de las plantas, se cumple con el

requisito de interacciones persistentes con un mismo individuo.
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Cuando se cultivaron plantas Col junto con mutantes sav-3 en una hilera de
siembra, las plantas Col reconocieron a sav-3 como pariente y acomodaron las hojas
hacia los entresurcos (figura 4.12.A), en cambio sav-3 no acomodd sus hojas y en
consecuencia presentd mayor area expuesta lo que le permitiria interceptar mayor
cantidad de luz que su vecino Col (figura 4.12.B); en base a esto podemos decir que sav-
3 presenta un comportamiento egoista con respecto a su vecino Col. Un comportamiento
egoista es aquel que es costoso para el destinatario (en nuestro caso Col es sombreado
por su vecino sav-3 y por lo tanto presenta menor area expuesta con lo cual podria
interceptar menos cantidad de luz), pero provee un beneficio para el actor (sav-3 que no
acomoda sus hojas hacia los laterales, sombrea a Col y en consecuencia presenta mayor
area expuesta que le permitiria interceptar mas luz). Este beneficio es a menudo una
reduccidon de la competencia a futuro por los recursos, para el actor o para sus
descendientes; en este caso las consecuencias sobre el fitness directo se consideran a
corto plazo y no durante la vida del actor (West and Gardner, 2010). La alta capacidad
competitiva de sav-3 con vecinos parientes esta ligada posiblemente a la incapacidad de
elevar las hojas hacia los estratos mas altos del canopeo (Tao et al., 2008) donde las
sefiales de R/RL son mayores. Este costo podria mantener el comportamiento egoista de

sav-3 en el tiempo evolutivo.

El reconocimiento de parentesco genera un beneficio mutuo donde todos los
individuos dentro de la hilera de siembra son beneficiados por este comportamiento
cooperativo. Los mecanismos de reconocimiento de parentesco son altamente diversos y
pueden o no presentarse en una especie. A pesar de que existen trabajos que refutan la
posibilidad de reconocimiento de parentescos en plantas, incluso en Arabidopsis
(Masclaux et al., 2010) porque no encontraron evidencias de cambios en el crecimiento
de las plantas o fitness reproductivo en sus estudios, existen otros trabajos como el
nuestro que apoyan la existencia de reconocimiento de parentesco en esta especie
(Biedrzycki et al., 2010). Asi como en animales la diversidad en el reconocimiento de
parentesco esta presente entre las especies y en determinados ambientes, la diversidad
también existe en especies de plantas (Biedrzycki et al., 2010), incluso el reconocimiento
de parentesco puede depender de la respuesta estudiada en determinadas condiciones de

crecimiento de las plantas.
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