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Resumen 
 
Fototransducción de señales en Arabidopsis thaliana. Dos casos de estudio: 
participación de la subunidad alfa de la proteína G heterotrimérica; e identificación 
de proteínas diferencialmente expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 

cry2. 
 
 
 
 

El desarrollo de las plantas es un proceso que ocurre bajo fluctuaciones del ambiente 

lumínico que son percibidas por fotorreceptores específicos, principalmente los fitocromos 

phyA y phyB, y los criptocromos cry1 y cry2. El estudio de las respuestas de mutantes simples y 

múltiples de fotorreceptores en diferentes condiciones lumínicas es una herramienta muy útil 

para analizar las vías de señalización. Este trabajo de tesis tuvo como objetivo principal 

estudiar los mecanismos moleculares y bioquímicos de la transducción de señales lumínicas 

mediadas por fitocromos y criptocromos durante el desarrollo de Arabidopsis thaliana. En el 

primer capítulo estudiaﾏos la paヴtiIipaIióﾐ de la suHuﾐidad α de la pヴoteíﾐa G heteヴotヴiﾏéヴiIa 
(GPA1) en los caminos de señalización de los fotorreceptores. Los mutantes cry1 fueron los 

únicos simples mutantes que mostraron una reducción en la unión de GTPγS35, a niveles 

similares a los observados en el mutante gpa1. Hallamos interacción génica entre cry1 y GPA1 

en la apertura del gancho apical en oscuridad y en la acumulación de antocianas en luz azul. 

Estas respuestas fueron dependientes de la presencia de sacarosa en el medio. Análisis 

moleculares nos llevaron a proponer un modelo en el que la posible modificación post-

traduccional de GPA1 mediada por cry1 alteraría su actividad. En el segundo capítulo 

realizamos un estudio comparativo de los perfiles proteicos entre plántulas cuádruples 

mutantes phyA phyB cry1 cry2 y plántulas salvajes utilizando la técnica de geles 

bidimensionales. La identificación de proteínas sub-expresadas en el cuádruple mutante phyA 

phyB cry1 cry2 fue consistente con la drástica reducción en la tasa fotosintética, el contenido 

de clorofila y el concomitante retraso en el desarrollo del mutante. Las proteínas sobre-

expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 estuvieron involucradas en respuesta 

a estrés por temperatura y por sequía. Sin embargo, sólo la expresión de éstas proteínas no 

permitió explicar el comportamiento del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 en 

condiciones de estrés. La reducción en la cantidad relativa de ácidos grasos insaturados de las 

membranas del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 fue consistente con una mayor 

sensibilidad a un shock de bajas temperaturas y una mayor tolerancia a un shock de altas 

temperaturas. Las posibles significancias fisiológicas y ecológicas de estos resultados son 

discutidas en esta tesis. 

 

 

 

 

Palabras claves: Proteína G heterotrimérica, criptocromo, fitocromo, transducción de señales, 
proteómica. 
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Abstract 
 
Phototransduction signalling in Arabidopsis thaliana. Two case studies: 
Heterotrimeric G protein alpha subunit participation; and differentially expressed 
proteins in the phyA phyB cry1 cry2 quadruple mutant. 

 

 

 

 

Plant development is a process that occurs under fluctuating light environment which is 

perceived by specific photoreceptors, mainly by phytochromes phyA and phyB, and 

cryptochromes cry1 and cry2. The study of the behaviour of simple and multiple 

photoreceptor mutants in different light conditions is a useful tool to analyze signalling 

pathways. The main objective of this thesis was to study the molecular and biochemical 

transduction of light signalling mediated by phytochromes and cryptochromes during 

Arabidopsis thaliana de┗elopﾏeﾐt. Iﾐ the fiヴst Ihapteヴ ┘e studied the iﾐ┗ol┗eﾏeﾐt of the α-

subunit of the Heterotrimeric G protein (GPA1) in photoreceptors signalling pathways. cry1 

mutants were the only single mutants that showed GTPγS35 binding reduction, at similar levels 

to that observed for the gpa1 mutant. We found genetic interaction between cry1 and GPA1 

on apical hook opening in darkness and anthocyanin accumulation under blue light. These 

responses were dependent on the presence of sucrose. Molecular approaches conducted us to 

propose a model where a potential post-translational modification of GPA1 mediated by cry1 

would alter its activity. In the second chapter we made a comparative study of the protein 

profiles between the phyA phyB cry1 cry2 quadruple mutant and wild type seedlings using the 

two-dimensional gel electrophoresis technology. Under-expressed proteins in the phyA phyB 

cry1 cry2 quadruple mutant were consistent with the drastic reduction in photosynthetic rates, 

reduced chlorophylls contents and retarded development in the mutants. Over-expressed 

proteins were involved in temperature and drought stresses. However, the expression of these 

proteins does not explain the phyA phyB cry1 cry2 quadruple mutant behaviours under stress 

conditions. The reduction in the relative contents of unsaturated fatty acid of the phyA phyB 

cry1 cry2 quadruple mutant membranes was consistent with its sensitivity to a low 

temperature shock and its tolerance to a high temperature shock. The physiological and 

ecological significance of these results are discussed in this thesis. 

 

 

 

 

Keywords: Heterotrimeric G protein, cryptochrome, phytochrome, signal transduction, 

proteomic. 
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1 Introducción 

1.1 La luz como señal en el desarrollo de las plantas 

La supervivencia de un organismo depende de su habilidad para integrar y responder a las 

señales ambientales adecuadamente. La luz es un factor ambiental esencial y, en diferentes 

organismos, podemos encontrar sofisticados sistemas fotosensoriales que les permiten a los 

mismos responder correctamente a su presencia. Como organismos sésiles, las plantas no sólo 

transforman la energía solar en energía química a través de la fotosíntesis sino que también 

utilizan la luz como fuente de información en el control de diferentes procesos fisiológicos a lo 

largo de todo su ciclo de vida. 

En plantas superiores, si bien el desarrollo de los órganos del embrión y la formación de la 

semilla ocurren en un ambiente parcialmente protegido por el óvulo parental, la germinación y 

el desarrollo posterior ocurren en un ambiente con condiciones de luz fluctuantes (revisado en 

Von Arnim y Deng, 1996). Un complejo sistema de integración de las señales lumínicas genera 

en las plantas la plasticidad que les permite responder exitosamente, a este ambiente con 

condiciones de luz variables, durante todo su desarrollo y crecimiento. 

Las plantas presentan diferentes patrones de crecimiento y desarrollo según crezcan en 

oscuridad o en luz. Cuando una plántula crece en oscuridad utiliza las reservas de la semilla 

para llevar a cabo un tipo de desarrollo llamado escotomorfogénico. En Arabidopsis, durante la 

escotomorfogénesis se maximiza la elongación de las células del hipocotilo y el gancho apical 

permanece cerrado, presentando la plántula un fenotipo etiolado (Fig. 1.1). En un ambiente 

natural este tipo de desarrollo permite a la plántula emerger del suelo sin que resulte dañado 

el meristema apical al encontrarse protegido por la curvatura del hipocotilo. Por otro lado, en 

presencia de luz las plantas utilizan la energía lumínica para llevar a cabo un desarrollo 

denominado fotomorfogénico (revisado en Chen et al., 2004, Fig. 1.1). Una vez que la plántula 

alcanza la superficie del suelo la transición de la oscuridad a un ambiente lumínico la lleva a 

cambiar de estrategia de desarrollo ocurriendo un proceso conocido como desetiolación. 

Durante este proceso suceden cambios morfológicos entre los que se encuentran el arresto de 

la elongación del hipocotilo, la apertura del gancho apical, la expansión de los cotiledones y el 

desarrollo de la maquinaria fotosintética (revisado en Kami et al., 2010, Fig. 1.1).  

Durante todo su ciclo de vida, el desarrollo y crecimiento de la planta va a encontrarse 

condicionado por la calidad, duración, dirección e intensidad de la luz. Entre las respuestas 

adaptativas más importantes podemos destacar el fototropismo, el escape al sombreado, la 

sincronización de los ritmos circadianos y la floración (Fig. 1.1). 
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Figura 1.1. Fotomorfogénesis en Arabidopsis. El ambiente lumínico provee a la planta de señales 

durante todo su ciclo de vida. La luz promueve la germinación de la semilla y condiciona el desarrollo 

de la plántula que, en ausencia de luz, presenta un fenotipo etiolado mientras que, en presencia de 

luz, se desetiola y se desarrolla como una planta fotosintéticamente activa sensando 

permanentemente el ambiente y respondiendo de modo tal de asegurar su máxima reproducción 

(imagen tomada de Kami et al., 2010). 

1.2 Percepción del ambiente lumínico 

Las plantas poseen fotorreceptores especializados que les permiten detectar la calidad, 

cantidad, duración y dirección de la luz, desde el ultravioleta-B (UV-B) hasta el rojo lejano. En 

Arabidopsis, la luz roja (R, 600-700nm) y roja lejana (RL, 700-800nm) son percibidas por cinco 

fotorreceptores de la familia de los fitocromos (phyA-phyE) y, al menos, tres familias distintas 

de fotorreceptores perciben UV-A/azul (315-400nm): los criptocromos (cry1, cry2 y cry3), las 

fototropinas (phot1, phot2) y la familia de proteínas ZTL/FKF1/LKP2 (zeitlupe/flavin-binding 

kelch repeat f-box 1/lov kelch protein 2) (revisado en Ito et al., 2012 ; Kami et al., 2010, Fig. 

1.2).  

Si bien los fitocromos se activan principalmente con luz R y se inactivan con luz RL, 

también la luz azul es capaz de activar a phyA y a phyB (Chun et al., 2001; Neff y Chory, 1998; 

Usami et al., 2004). Además, phyA puede activarse con muy bajos flujos de luz de cualquier 

longitud de onda en el rango UV/B-RL, respuesta denominada VLFR (very low fluence 

response), y también puede activarse con exposiciones a altas irradiancias de luz RL, respuesta 

llamada HIR (high irradiance response) (Fig. 1.2). Estos tipos de respuesta a diferentes 
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exposiciones a la luz conforman modos de acción de los fitocromos que serán explicados 

detalladamente en la sección 1.3.2. Por otro lado, si bien se ha descripto a cry1 y cry2 

principalmente como fotorreceptores de luz azul, hoy se conoce que perciben luz verde y R 

(Bouly et al., 2007; Yang et al., 2008).  

Hasta la fecha, se conoce sólo un receptor de luz UV-B (282-315nm), el UVR8 (Rizzini et 

al., 2011), que percibe UV-B a través de triptófanos de la proteína (Christie et al., 2012). 

Exceptuando UVR8, los fotorreceptores hasta hoy conocidos son cromoproteínas o sea 

apoproteínas a las que se les une un cromóforo específico. Diferentes estudios han 

involucrado a estos fotorreceptores en respuestas adaptativas, como son el fototropismo 

(revisado en Whippo y Hangarter, 2006) y el escape al sombreado (revisado en Franklin y 

Whitelam, 2005), y en procesos claves del desarrollo, como la germinación y la floración 

(revisado en Franklin y Quail, 2010; Fig. 1.1) evidenciando la importancia de estas proteínas en 

la supervivencia de las plantas. 

 

Figura 1.2. Espectro de acción de los fotorreceptores. Se señalan las regiones del 

espectro donde se activan e inactivan los distintos fotorreceptores conocidos en 

Arabidopsis (imagen tomada de Kami et al., 2010). 

1.3 Los Fitocromos 

1.3.1 Fotoquímica de los fitocromos 

Las apoproteínas de los fitocromos (PHYs) son sintetizadas en el citosol donde se unen 

autocatalíticamente con el cromóforo fitocromobilina, que es un tetrapirrol de cadena abierta 

(Fig. 1.3. C) sintetizado en cloroplastos (Tu y Lagarias, 2005). La unión de la apoproteína y el 

cromóforo forma la holoproteína (phy), que se activa por luz. Los fitocromos forman dímeros, 

donde cada monómero tiene una masa molecular de aproximadamente 125 kDa. Si bien phyA, 

phyB y phyD se detectan generalmente formando homodímeros, recientemente se observó 

que phyC y phyE se detectan formando principalmente heterodímeros con phyB y phyD (Clack 
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et al., 2009). Las implicancias fisiológicas de la heterodimerización de phyC y phyE se 

encuentran actualmente en estudio. 

Los fitocromos tienen 2 dominios: un dominio N-terminal fotosensor, y un dominio C-

terminal regulatorio. El dominio N-terminal contiene 4 subdominios: la extensión N-terminal o 

P1, el subdominio N-terminal PAS (Per/Arnt/Sim), el subdominio GAF (cGMP 

phosphodiesterase/adenyl cyclase/FhlA) y el subdominio PHY (phytochrome) (Fig. 1.3 A). Al 

subdominio GAF, que tiene actividad bilin-ligasa, se une de modo covalente el cromóforo; los 

subdominios PAS y PHY regulan la actividad espectroscópica del mismo (revisado en Nagatani, 

2010, Fig. 1.3 A). El dominio C-terminal se encuentra formado por 3 sub-dominios: dos 

subdominios PAS sucesivos y un subdominio tipo histidina-quinasa, HKRD (revisado en 

Nagatani, 2010, Fig. 1.3 A). Las funciones mejor descriptas del dominio C-terminal son la 

dimerización y la translocación al núcleo (revisado en Bae y Choi, 2008). 

Los fitocromos presentan dos conformaciones interconvertibles. En una conformación 

absorben principalmente R ふ゜max = 660nm, forma Pr) y eﾐ la otヴa aHsoヴHeﾐ RL ふ゜max = 730nm, 

forma Pfr) (Fig. 1.3 B). Durante la fotoconversión el cromóforo se isomeriza, lo cual es 

acompañado de un cambio estructural en la proteína (Rockwell y Lagarias, 2006). Cuando la 

cromoproteína absorbe luz R cambia de Pr a Pfr, que es el estado biológicamente activo. La 

forma Pfr puede convertirse a la forma Pr cuando absorbe RL o de manera independiente de la 

luz (reversión en oscuridad) (Fig. 1.3 B). Además, en el caso de phyA, la forma Pfr puede ser 

degradada rápidamente (revisado en Casal et al., 2003).  

Los espectros de absorción de la forma Pfr y Pr se solapan parcialmente (Fig. 1.3 C), 

estableciéndose así un equilibrio. La cantidad de Pfr en relación a la cantidad total de 

fitocromo (Pfr/P) dependerá de la composición espectral de la luz. Bajo radiación solar directa 

en espacios abiertos, la relación R/RL es cercana a 1 mientras que bajo un canopeo denso la 

relación R/RL es menor (Figura 1.3 C), ya que los tejidos verdes absorben luz R al mismo 

tiempo que reflejan y transmiten luz RL. Es así que, bajo radiación solar directa, puede 

establecerse un fotoequilibrio de 60 %  Pfr/P mientras que, bajo un canopeo denso, el 

fotoequilibrio puede llegar a 0,1 %  Pfr/P (revisado en Smith, 2000). De este modo el ambiente 

lumínico provee a las plantas información acerca de la presencia de plantas vecinas, futuras 

competidoras, y les permite responder de la manera que les confiere mayor ventaja; por 

ejemplo bajo un canopeo denso elongan el tallo para así exponer las hojas a la luz solar 

directa. 
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Figura 1.3. Dominios de los fitocromos y sus cambios conformacionales. A. Los fitocromos tienen 

un dominio N-terminal y un dominio C-terminal. El dominio N-terminal se encuentra formado por 

tres subdominios (PAS, GAF y PHY) y el cromóforo se une al subdominio GAF. El dominio C-terminal 

se encuentra formado por 2 subdominios PAS y un subdominio HKRD y es necesario para la 

dimerización de la proteína y para la formación de estructuras nucleares (imagen tomada de 

Nagatani, 2010). B. Esquema de los cambios conformacionales de la proteína que acompañan a la 

isomerización del cromóforo cuando se ilumina con R y RL. C. Espectro de absorción solapado de las 

distintas formas de la proteína (cuadrante superior) y espectro de la radiación solar disponible para 

la planta cuando se encuentra en un espacio abierto o cuando se encuentra bajo un canopeo 

(imagen tomada de Smith, 2000).  

Inicialmente, se dividió a los fitocromos en dos grupos dependiendo de su estabilidad en 

presencia de la luz: tipo I, foto-lábiles y tipo II, foto-estables. Luego, se identificó al phyA como 

el fitocromo de tipo I, dado que se acumulaba en plántulas etioladas y se degradaba 

rápidamente en presencia de luz (o sea al encontrarse en la forma Pfr). También se observó 

que este fitocromo iniciaba respuestas a la luz aún cuando las relaciones Pfr/P generadas eran 

muy bajas (Casal et al., 2003). A phyB, phyC, phyD y phyE se los caracterizó como fitocromos 

de tipo II, por lo que la forma Pfr de estos fitocromos es estable. 

El dominio HKRD de los fitocromos parecería ser un vestigio evolutivo dado que no se ha 

detectado actividad histidina quinasa del mismo, sin embargo in vitro el fotorreceptor phyA 

tiene actividad quinasa del tipo serina/treonina (Yeh y Lagarias, 1998). Se ha observado que 

phyA se autofosforila y se propuso que la forma Pfr fosforilada de la proteína sería degradada 

más rápidamente que la forma Pfr no fosforilada (Han et al., 2010). Además, phyA in vitro 

fosforila distintos sustratos: PKS1 (Phytochrome Kinase Substrate1) (Fankhauser et al., 1999), 

NDPK2 (Nucleoside Diphosphate Kinase2) (Choi et al., 1999), distintas proteínas de la familia 

Aux/IAA (Auxin/Indole-3-Acetic Acid; IAA1, IAA3, IAA4, IAA9 y IAA17) (Colon-Carmona et al., 
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2000), cry1 (Ahmad et al., 1998), FHY1 (Far-Red Elongated Hypocotyl1) y su parálogo FHL 

(FHY1-Like) (Shen et al., 2009a). Sin embargo, aún no se no se conocen las implicancias 

biológicas que podría tener la fosforilación de estos sustratos dado que no se ha reportado 

que phyA los fosforile in vivo. 

En la oscuridad los fitocromos se encuentran en el citoplasma en su modo inactivo, Pr, y 

se translocan al núcleo en un modo luz-dependiente (Nagy et al., 2001). En Arabidopsis, para 

cada fitocromo, la cinética de translocación y las condiciones en que se transloca son 

diferentes: phyA se transloca al núcleo tras la estimulación con RL o luz blanca en pocos 

minutos, mientras que phyB - phyE lo hacen en respuesta a la luz R o blanca y, al menos la 

traslocación de phyB, se detecta varías horas después del estímulo (Kircher et al., 2002; Kircher 

et al., 1999). phyA, que no contiene señal de localización nuclear (NLS) en su secuencia, es 

translocado al núcleo mediante su interacción con FHY1 y FHL, que son proteínas con NLS 

(Hiltbrunner et al., 2006). El mecanismo de traslocación de phyB al núcleo aún se encuentra en 

discusión. Primero se propuso que tendría una secuencia NLS que se desenmascararía en 

respuesta a la luz (Chen et al., 2005), pero recientemente se planteó que no tendría dicha 

secuencia y que, para su translocación al núcleo, necesitaría de la interacción con algún factor 

como ocurre con el phyA (Pfeiffer et al., 2012). Por otro lado, una vez en el núcleo cada tipo de 

fitocromo tiene un comportamiento diferente formando o no cuerpos nucleares (speckles) con 

diferentes cinéticas: phyA a los pocos minutos de su importación al núcleo forma speckles (el 

número de núcleos con speckles alcanza su máximo a las 2 h en luz RL) mientras que phyB, 

phyC y phyE los forman más lentamente (el número de núcleos con speckles alcanza su 

máximo a las 6 h) y phyD prácticamente no forma speckles (Kircher et al., 2002).  

1.3.2 Modo de acción de los fitocromos 

En la literatura se han descripto tres modos de acción de los fitocromos definidos en base 

a la cantidad de la forma Pfr que se establece: respuesta a muy bajo flujo de luz, VLFR, 

respuesta a bajo flujo de luz, LFR (low fluence response) y respuesta a alta irradiancia, HIR. Las 

primeras dos son dependientes de la cantidad de fotones acumulados y la última de la 

cantidad de fotones por unidad de tiempo que recibe la planta. 

Distintos tipos de respuestas pueden asociarse a los distintos tipos de fitocromos e incluso 

a distintos modos de acción de los mismos. Cuando la planta percibe muy bajos flujos de luz 

del espectro visible o RL, el phyA media la respuesta VLFR, mientras que a altas irradiancias de 

RL continuo media la respuesta HIR (Casal et al., 1998). Los fitocromos phyB, phyC, phyD y 

phyE, al ser estables, participan en las respuestas de tipo LFR cuando la planta percibe pulsos 

de luz R o luz R de modo continuo (revisado en Franklin y Quail, 2010).  



 
Introducción 

 18 

1.3.3 Funciones de los fitocromos 

El análisis de mutantes en genes PHYs ha permitido caracterizar los distintos fitocromos 

en respuesta a la relación R/RL del ambiente. Entre las funciones más caracterizadas se 

encuentran la germinación, la desetiolación, el escape al sombreado y la floración.  

Germinación.  

Los fitocromos phyA, phyB y phyE serían los principales fotorreceptores involucrados en el 

control de la germinación en Arabidopsis (Fig. 1.4 A). Mientras que el mutante phyA falla en la 

inducción por VLFR y HIR de la germinación (Botto et al., 1996; Shinomura et al., 1994), el 

mutante phyB falla en la germinación en respuesta a LFR (Shinomura et al., 1994). Entonces, si 

una semilla se encuentra por debajo de la superficie del suelo y es alcanzada por muy bajos 

flujos de luz como consecuencia de la distorsión del suelo, resultado por ejemplo de la 

labranza del mismo, el phyA percibiría los muy bajos flujos de luz e induciría la germinación vía 

VLFR (Botto et al., 1996). Además, el mutante phyE falla en la germinación cuando se expone a 

altas irradiancias de RL, por lo que phyE también participaría en la inducción de la germinación, 

en este caso vía HIR (Hennig et al., 2002).  

El quíntuple mutante phyA phyB phyC phyD phyE no germina en respuesta a la luz blanca, 

R, RL o azul lo cual pone en evidencia que sólo los fitocromos (phyA-phyE) serían necesarios 

para romper la dormición de la semilla en respuesta a la luz (Strasser et al., 2010).  

Desetiolación. 

Los 5 fitocromos de Arabidopsis participan en la desetiolación de la plántula. El mutante 

phyA se desetiola normalmente cuando crece bajo luz blanca o luz R (Whitelam et al., 1993) 

mientras que bajo luz RL continua falla en la inhibición de la elongación del hipocotilo, en la 

expansión de los cotiledones y en la síntesis de clorofila; en base a estas observaciones se 

considera al phyA el principal fotorreceptor involucrado en la desetiolación bajo luz RL 

(Nagatani et al., 1993; Parks y Quail, 1993; Fig. 1.4 B). Analizando al mutante phyA, se reportó 

que bajo un canopeo denso rico en RL la actividad de phyA tienen implicancias ecológicas ya 

que le permite a la plántula desetiolarse y no morir prematuramente (Yanovsky et al., 1995). El 

análisis comparativo de plántulas etioladas de genotipo salvaje (WT) con mutantes phyA 

sometidas a tratamientos de RL reveló que phyA regula a nivel transcripcional más de 800 

genes, entre los cuales se encuentran factores de transcripción centrales en la regulación de la 

desetiolacion de la plántula (Tepperman et al., 2001).  
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Por otro lado, en respuesta a luz R, phyB es el principal fotorreceptor involucrado en la 

desetiolación de la plántula (Reed et al., 1993; Somers et al., 1991; Fig. 1.4 B). Mientras que 

phyC, phyD y phyE interaccionan con phyB en dicha respuesta, según lo reveló el análisis de 

distintas combinaciones de dobles mutantes (revisado en Franklin y Quail, 2010; Fig. 1.4 B). 

Además, se ha reportado que phyA es capaz de percibir muy bajos flujos de luz R de manera 

redundante con el phyB (Mazzella et al., 1997; Reed et al., 1994), lo cual es consistente con 

una convergencia a nivel transcripcional de las vías de señalización de luz R y RL en los 

primeros momentos de exposición a la luz (Tepperman et al., 2004). Finalmente, el quíntuple 

mutante phyA phyB phyC phyD phyE, en un fondo genético ft (flowering locus T) que permite 

su germinación, cuando es crecido bajo luz R no logra superar el estadio del desarrollo de los 

cotiledones y muere (Strasser et al., 2010), por lo que otros fotorreceptores distintos de los 

fitocromos no pueden mediar la desetiolación en respuesta a la luz R. 

 
Figura 1.4. Funciones de los fitocromos en la germinación y desetiolación. A. Germinación. B. 

Desetiolación. Las flechas de línea llena hacen referencia a una fuerte influencia del fitocromo en la 

respuesta, líneas punteadas señalan un rol secundario (figura tomada de Mathews, 2006). 

Escape al sombreado 

Ante la presencia de plantas vecinas que le generen o puedan generarle en un futuro una 

disminución de la radiación fotosintéticamente activa, sensando la calidad del ambiente 

lumínico, la planta es capaz de modificar su arquitectura y su estrategia reproductiva. Como se 

expuso anteriormente, los tejidos verdes absorben luz R mientras reflejan y transmiten luz RL, 

produciendo una disminución de la relación R/RL. Así es que una baja relación R/RL es 

información para la planta acerca de la presencia del sombreado vecino, y responde a esta 

señal favoreciendo el crecimiento vertical, suprimiendo las ramificaciones, generando hojas 

más finas y alargadas y floreciendo tempranamente. En ambientes de bajo R/RL, la inducción 

de la respuesta al sombreado se encuentra mediada principalmente por el phyB (Fig. 1.5 A). El 
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mutante phyB tiene tallos elongados, hojas más finas y florece antes que el genotipo WT, o sea 

que tiene las características de una planta crecida en condiciones de bajo R/RL (Nagatani et al., 

1991; Somers et al., 1991). Sin embargo el mutante phyB retiene algunas respuestas de escape 

al sombreado lo cual sugiere la participación de otros fitocromos en la respuesta (Robson et 

al., 1993). Consistente con esta observación se ha reportado que, si bien los mutantes simples 

phyD y phyE se comportan como plantas WT en respuestas relacionadas con el escape al 

sombreado, los dobles mutantes phyB phyE y phyB phyD presentan características de 

respuesta al sombreado más exageradas que el simple mutante phyB. Entonces, phyD y phyE 

actuarían de modo redundante con phyB en el escape al sombreado (revisado en Franklin y 

Quail, 2010; Fig. 1.5 A). Por otro lado, el aumento de la radiación RL continua lleva a que phyA 

inhiba la elongación del hipocotilo antagonizando la respuesta al sombreado de los otros 

fitocromos (Yanovsky et al., 1995; Fig. 1.5 A). El quíntuple mutante phyA phyB phyC phyD phyE 

no conserva ninguna de las respuestas de escape al sombreado descriptas (Strasser et al., 

2010). 

Floración. 

El largo del día y la temperatura son claves ambientales que permiten a las plantas ajustar 

su desarrollo a los cambios estacionales. Ambos factores son importantes en el control de la 

floración. En Arabidopsis, el gen CO (constans) promueve la floración en días largos. La 

floración se induce cuando la expresión del ARN mensajero (ARNm) de CO coincide con la 

exposición de la planta a la luz. En las últimas horas del día la luz estabiliza a la proteína CO 

mientras que en las primeras horas del día o en oscuridad CO es degradada (Valverde et al., 

2004). La participación de los fitocromos es clave en la regulación de los niveles de expresión 

de CO ya que en días largos durante las últimas horas del día phyA estabiliza a CO mientras que 

phyB desestabiliza a CO durante la mañana (Valverde et al., 2004; Fig. 1.5 B). Por otro lado, la 

floración forma parte de las respuestas de escape al sombreado y phyB, a través de una vía 

que se propuso independiente de CO, induce la floración en respuesta a condiciones 

subóptimas de luz regulando la expresión de PFT1 (phytochrome and flowering time 1) (Cerdán 

y Chory, 2003). Del mismo modo, en condiciones de bajo R/RL phyD y phyE participarían de la 

inducción de la floración (revisado en Franklin y Quail, 2010, Fig. 1.5 B). En días cortos la 

importancia de cada fitocromo en la floración variaría dependiendo de la temperatura: a 22°C 

phyB sería el principal fotorreceptor involucrado en la respuesta mientras que a temperaturas 

más bajas (16°C) serían phyA, phyD y phyE los fotorreceptores con un rol central en el control 

de la respuesta (Halliday et al., 2003; Halliday y Whitelam, 2003; Fig.1.5 B). 



 
Introducción 

 21 

 

Figura 1.5. Participación de los fitocromos en la respuesta de escape al sombreado y en la 

floración. A. Escape al sombreado. B. Floración. Las flechas de línea llena hacen referencia a una 

fuerte influencia del fitocromo en la respuesta, líneas punteadas señalan un rol secundario. *señala 

que la participación es dependiente de la temperatura. CO y PFT1 son componentes de distintas vías 

de transducción de señales que promueven la floración (figura tomada de Mathews, 2006).  

1.4 Los criptocromos 

1.4.1 Fotoquímica de los criptocromos 

En Arabidopsis, se conocen 3 criptocromos: cry1 y cry2 cuyas funciones se encuentran 

muy estudiadas (Ahmad y Cashmore, 1993; Lin et al., 1998) y, cry3 que parece no compartir un 

origen evolutivo común con los otros criptocromos y cuya actividad biológica aún no se 

encuentra claramente definida (Kleine et al., 2003).  

Los criptocromos son flavoproteínas con 2 dominios: un dominio N-terminal con 

homología con las DNA fotoliasas y un dominio C-terminal necesario para el tránsito 

citosol/núcleo y para la interacción proteína-proteína. Las DNA fotoliasas constituyen una 

familia de enzimas que, tras activarse por UV-A o luz azul, reparan daños en el DNA producidos 

por UV-B; cry1 y cry2 no poseen dicha actividad de reparación (Sancar, 2003) mientras que 

cry3 sí la tendría (Selby y Sancar, 2006).  

Como ocurre con los fitocromos, a la apoproteína se la identifica como CRY y a la 

holoproteína como cry. Al dominio N-terminal se unen 2 cromóforos: el dinucleótido flavina-

adenina (FAD) y el pterina (methenyltetrahydrofolate, MTHF) (Fig. 1.6 A). La longitud de onda 

correspondiente a la luz azul es la que cambia el estado de oxidación del FAD, activando así al 

fotorreceptor. En cry1 y cry2, la luz azul induce un estado radical intermedio (semiquinona, 

FADH) que se acumula cuando la señalización se encuentra activa. Se desconoce cuánto 

tiempo estos fotorreceptores permanecen activos pero se sabe que la señalización podría 

finalizar de dos maneras: mediante la reducción del cromóforo al estado FADH, tras la 

absorción de luz verde y mediante la reversión al estado oxidado inactivo, FAD, durante un 

período de oscuridad (Bouly et al., 2007; revisado en Moglich et al., 2010; Fig. 1.6 B). El 

cromóforo pterina actuaría como un pigmento antena al absorber energía lumínica y 

transferirla al FAD asegurando su reducción (revisado en Moglich et al., 2010). 
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Figura 1.6. Dominios de los criptocromos y sus distintos estados. A. Los criptocromos tienen un 

dominio N-terminal al cual se unen los cromóforos (Pterina y FAD) y un dominio C-terminal necesario 

para la interacción proteína-proteína y para el tránsito citosol/núcleo. B. Modelo propuesto de los 

cambios de estados del FAD en los criptocromos (imagen adaptada de Bouly et al., 2007).  

El cry2, que es fotolábil, localiza de forma constitutiva en el núcleo y es degradado cuando 

se irradia la planta con luz azul (Guo et al., 1999). Se propuso que se degradaría al encontrarse 

el cromóforo en estado activo FADH, y no en los estados FAD o FADH, dado que la proteína 

no se degrada en oscuridad o al irradiar la planta con luz dicromática azul y verde o con pulsos 

de luz azul seguidos de pulsos de luz verde (Bouly et al., 2007). En cambio, el cry1 no es 

fotolábil y se encuentra tanto en núcleo como en citoplasma sin modificar su distribución tras 

un estímulo lumínico (Wu y Spalding, 2007).  

La luz azul induce la fosforilación de cry1 y cry2 in vivo (Shalitin et al., 2002; Shalitin et al., 

2003). En el caso de cry2, la fosforilación se asoció a la degradación de la proteína (Yu et al., 

2007b) mientras que la fosforilación de cry1 se considera crítica para su actividad en la célula 

como se evidencia a partir de la obtención de alelos mutantes cry1 que expresan proteína no 

fosforilable (Shalitin et al., 2003). 

1.4.2 Funciones biológicas 

En la década del 80 se aisló en Arabidopsis un mutante que se lo denominó hy4, que 

poseía hipocotilo largo en luz azul pero no en luz R o RL, (Koornneef et al., 1980). 

Posteriormente, al caracterizar molecularmente otro alelo del mutante hy4 obtenido a partir 

de una población de Arabidopsis con inserciones de ADN-T (transposones), se identificó el gen 

CRY1 (Ahmad y Cashmore, 1993). Luego se involucró a cry1 en distintas respuestas inducidas 

por luz azul como son la síntesis de antocianas (Ahmad et al., 1995) y la regulación a nivel 

transcripcional de genes, entre los que se encuentran genes involucrados en fotosíntesis 

(Ohgishi et al., 2004). 

El gen CRY2 se identificó por su similitud de secuencia con CRY1 (Lin et al., 1996). Aunque 

bajo luz azul cry1 es el principal fotorreceptor involucrado en la desetiolación, análisis de 

plántulas sobre-expresantes de CRY2 y de plántulas mutantes cry2 permitieron concluir que, a 
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bajos flujos de luz azul, cry2 participaría en la inhibición de la elongación del hipocotilo y en la 

apertura de los cotiledones (Lin et al., 1998).  

Como se expuso previamente, la percepción del largo del día es un factor central en el 

control de la floración y cry2 tiene un rol importante en la inducción de la floración en días 

largos (Guo et al., 1998). cry1 también participaría de la respuesta dado que el doble mutante 

cry1 cry2 florece más tarde que el mutante cry2 en días largos (Liu et al., 2008). Además, bajo 

luz azul continua los simples mutantes cry1 y cry2 florecen normalmente pero el doble 

mutante cry1 cry2 florece más tarde que el WT sugiriendo redundancia entre los criptocromos 

en esta respuesta (Mockler et al., 1999). Al igual que phyA en días largos, cry1 y cry2 facilitan la 

acumulación de CO durante las últimas horas del día (Liu et al., 2008; Valverde et al., 2004). 

Por otro lado los criptocromos se encuentran involucrados en la regulación de la actividad 

de los estomas. El aparato estomático se conforma por dos células oclusivas, entre las cuales 

se forma un poro (ostiolo), y por células acompañantes. La apertura y cierre de estomas regula 

la entrada del CO2 necesario para la fotosíntesis y la pérdida de agua por transpiración. cry1 y 

cry2, junto con las fototropinas (phot1 y phot2), participan de modo aditivo de la apertura de 

estomas en respuesta a la luz azul (Mao et al., 2005). Además, el doble mutante cry1 cry2 es 

tolerante a la sequía y dicha tolerancia se asoció a la menor apertura de los estomas de estos 

mutantes (Mao et al., 2005). Finalmente, la luz azul también participa del desarrollo del 

aparato estomático. La inducción del desarrollo de estomas en respuesta a la luz azul se 

encontraría regulada por cry1 y cry2 (Kang et al., 2009). 

1.5 Interacción entre fotorreceptores 

En condiciones naturales las plantas crecen expuestas a la radiación solar, una 

combinación de radiaciones de distintas longitudes de onda, debiendo integrar la información 

que perciben para dar respuestas únicas. En las respuestas descriptas en los párrafos 

anteriores se presentaron ejemplos de redundancia entre fotorreceptores dentro de una 

misma familia; sin embargo existen condiciones en las cuales hay interacciones sinérgicas o 

antagónicas entre fotorreceptores de la misma familia o de familias distintas. Estas 

interacciones son complejas y existe mucha información al respecto. A continuación se 

presentan sólo algunos casos. 

Por ejemplo, en el control del crecimiento del hipocotilo, el tipo de interacción entre phyA 

y phyB depende del ambiente lumínico. La respuesta HIR de phyA y la respuesta LFR de phyB 

interaccionan de modo sinérgico en la inhibición de la elongación del hipocotilo (Casal, 1995), 

sin embargo a bajos flujos de luz R continua, phyA actúa de modo antagónico a phyB (Mazzella 

et al., 1997). 
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Por otro lado, también se ha observado sinergismo entre phyB y cry1 en el control de la 

elongación del hipocotilo (Casal y Boccalandro, 1995; Casal y Mazzella, 1998) y en la apertura 

de los cotiledones (Neff y Chory, 1998). Este sinergismo es condicional, dado que sólo se 

observa cuando las condiciones de luz son subóptimas, es decir cuando la exposición a luz azul 

no es prolongada y la relación R/RL es baja (Casal y Mazzella, 1998). Además, el sinergismo 

entre phyB y cry1 genera histéresis en la tasa de elongación del hipocotilo (Sellaro et al., 2009). 

Recientemente se ha reportado que phyB y cry1 interaccionan físicamente en oscuridad o bajo 

luz RL y se disocian en respuesta a luz R o azul (Hughes et al., 2012). Este hallazgo es 

interesante dado que podría ser parte del mecanismo que explique a nivel molecular el 

sinergismo observado en las respuestas fisiológicas. 

En Arabidopsis, los fitocromos (principalmente, pero no exclusivamente phyA y phyB) y 

los criptocromos cry1 y cry2, son los fotorreceptores más importantes involucrados en la 

modulación de su crecimiento y desarrollo. A nivel fenotípico, el cuádruple mutante phyA phyB 

cry1 cry2 (que carece de los cuatro fotorreceptores: phyA, phyB, cry1 y cry2) se encuentra 

severamente afectado comparado incluso con cualquier combinación de doble o triple 

mutante de estos fotorreceptores (Mazzella et al., 2001). El hipocotilo de este cuádruple 

mutante es alargado asemejándose al de una planta crecida en oscuridad; los cotiledones se 

abren 20 días más tarde que en el WT y sólo parcialmente. Las plantas cuádruples mutantes 

phyA phyB cry1 cry2 no forman una roseta normal, tienen una baja tasa de producción de 

hojas (Fig. 1.7 A) y, como la estabilidad del vástago es pobre, las plantas crecen por sobre la 

superficie del suelo (Fig. 1.7 B). El ciclo de vida de plantas cuádruples mutantes phyA phyB cry1 

cry2 es más largo que el ciclo de vida de plantas WT (Mazzella et al., 2001). 

 
Figura 1.7. Desarrollo alterado del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2. A Foto de una planta 

WT y de una cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2, crecidas durante 3 semanas. B. Foto de una 

planta cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 crecida durante 10 semanas al lado de una planta WT 

crecida durante 4 semanas. Las plantas adultas se encuentran en un estadio del desarrollo similar 

(foto tomada de Mazzella et al., 2001). 
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A partir de lo previamente expuesto se advierte que el estudio del comportamiento de 

mutantes que carecen de un fotorreceptor específico junto con el estudio de los múltiples 

mutantes han puesto en evidencia que el procesamiento de la información ocurre a través de 

una compleja red de señalización con efectos redundantes, mecanismos de acción sinérgicos y 

mutuamente antagónicos (revisado en Casal, 2000). Se propuso que esta red favorecería la 

homeostasis en el crecimiento ya que disminuiría el impacto de las fluctuaciones lumínicas del 

medio ambiente que no tienen relevancia ecológica, como son los cambios temporarios de la 

irradiancia debido a la presencia de nubes o los cambios en la composición espectral debido a 

la variación diaria del ángulo solar (Mazzella y Casal, 2001). 

1.6 Convergencia de los caminos de señalización 

1.6.1 Acción de los fotorreceptores a nivel nuclear 

El desarrollo escotomorfogénico de la plántula en oscuridad ocurre mediante la activa 

represión de genes responsables de la desetiolación. COP1 (Constitutive photomorphogenesis 

1) y DET1 (de-etiolated 1) fueron los primeros represores de la fotomorfogénesis en ser 

descubiertos hace más de 20 años atrás (Chory et al., 1989; Deng et al., 1992). Actualmente 

COP1 es considerado uno de los principales centros de integración de las señales provenientes 

de phyA, phyB, cry1 y cry2 regulando, al mismo tiempo, distintos efectores río abajo (Fig. 1.8). 

COP1 es una ubiquitin-ligasa de tipo E3 que envía a degradación por proteosoma a reguladores 

positivos de la fotomorfogénesis, como son los factores de transcripción HY5 (long hypocotyl 

5), HYH (HY5 homolog), HFR1 (long hypocotyl in far-red1) (revisado en Hoecker, 2005; Josse y 

Halliday, 2008), LAF (long after far-red light 1) (Seo et al., 2003), y los fotorreceptores phyA 

(Seo et al., 2004), phyB (Jang et al., 2010) y cry2 (Shalitin et al., 2002) (Fig. 1.8). Este proceso se 

encuentra regulado principalmente por complejos proteicos que forma COP1 con distintas 

proteínas que modulan su actividad, por ejemplo la familia de proteínas SPA (suppressor of 

phytochrome A, SPA1-4) que participa de la supresión de la fotomorfogénesis en oscuridad 

(Laubinger et al., 2004; Zhu et al., 2008). COP1 tiene localización nuclear en oscuridad y migra 

al citoplasma en presencia de luz, permitiendo así la acumulación de reguladores positivos de 

la fotomorfogénesis en el núcleo (Von Arnim y Deng, 1994). Sin embargo la cinética de 

traslocación es lenta (aproximadamente 24h) (Von Arnim et al., 1997) por lo cual los 

fotorreceptores activos reprimirían la actividad COP1 mediante algún otro mecanismo en las 

primeras horas de respuesta a la luz (Yi y Deng, 2005). El mecanismo molecular a través del 

cual phyA y phyB regulan a COP1 aún no se conoce (revisado en Lau y Deng, 2012) pero sí se 

plantearon mecanismos para la regulación de COP1 por parte de cry1 y cry2. Recientemente se 
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propuso que cry1 interaccionaría con el complejo COP1 -SPA1 a través del dominio C-terminal 

de SPA1 disociándolo, lo cual disminuiría la actividad de COP1 sobre efectores 

fotomorfogénicos (Liu et al., 2011). Mediante un mecanismo similar cry2 interaccionaría con el 

complejo COP1-SPA1 disminuyendo la actividad de COP1 y permitiendo en este caso la 

acumulación de CO, lo cual induciría la floración (Zuo et al., 2011). GI (gigantea) es una 

proteína que participa del control de la floración en respuesta al fotoperiodo y del control del 

comportamiento oscilatorio de proteínas claves del reloj circadiano de las plantas (Ding et al., 

2007; Mizoguchi et al., 2005). COP1, además de regular directamente los niveles de CO, 

también participaría del control de la floración y de los ritmos circadianos regulando los niveles 

de GI (Yu et al., 2008; Fig. 1.8).  

 

Figura 1.8. COP1 en el centro de la transducción de las señales lumínicas. La luz RL, R y azul, a 

través de sus fotorreceptores específicos (phyA, phyB, cry1 y cry2), inhibe a COP1, represor de los 

factores fotomorfogénicos (HY5, HYH, LAF1), de proteínas involucradas en la floración (CO) y los 

ritmos circadianos (GI). Al inhibirse COP1 los efectores positivos disparan las distintas respuestas a la 

luz que regulan. Las flechas de línea llena hacen referencia a mecanismos conocidos de regulación y 

las líneas punteadas señalan aquellos mecanismos que aún no se conocen a nivel molecular (Imagen 

tomada de Lau y Deng, 2012). 

Paralelamente, cuando los fitocromos activos (Pfr) se traslocan al núcleo interaccionan 

con factores de transcripción del tipo basic-helix-loop-helix, llamados PIFs (phytochrome 

interacting factor) que actúan como represores constitutivos de la fotomorfogénesis. Los 

fitocromos llevan a los PIFs a una rápida degradación proteolítica induciendo así los eventos 

fotomorfogénicos (revisado en Leivar et al., 2008). Los PIFs participan en distintas respuestas 
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mediadas por los fitocromos como la germinación y la desetiolación en respuesta a luz R y RL y 

las respuestas de escape al sombreado (Leivar y Quail, 2011). Además, se propuso que COP1 

regula positiva e indirectamente los niveles de PIF3 (Bauer et al., 2004).  

1.6.2 Acción de los fotorreceptores a nivel citoplasmático 

Una vez que los fotorreceptores se activan y traslocan al núcleo, se produce un masivo 

cambio en la expresión génica. Sin embargo reportes recientes indican que hay fenómenos 

que no parecerían depender de la transcripción de genes dado que ocurren demasiado rápido 

para ser explicados por un cambio a nivel transcripcional (revisado en Rosler et al., 2010). Por 

ejemplo, se ha involucrado a los fitocromos de localización citoplasmática en la elongación de 

la raíz (Shin et al., 2010) y se propuso que la respuesta a luz azul de fototropismo mediada por 

fototropinas sería amplificada por la luz R, efecto que se daría por la interacción física entre 

phyA y phot1 en la membrana plasmática (Jaedicke et al., 2012).  

De los criptocromos cry1 y cry2, sólo cry1 localiza tanto en el núcleo como en el 

citoplasma y se propuso que la cromoproteína de localización nuclear participaría en la 

inhibición de la elongación del hipocotilo y de los peciolos así como en la despolarización de la 

membrana plasmática mientras que la cromoproteína citoplasmática participaría de la 

apertura de los cotiledones y de la elongación de la raíz primaria (Wu y Spalding, 2007). Al 

mismo tiempo, algunas respuestas descriptas para el cry1 citoplasmático se encontrarían 

inhibidas por el cry1 nuclear y la síntesis de antocianas estaría fuertemente inducida por la 

proteína nuclear y en menor medida por la citoplasmática (Wu y Spalding, 2007).  

En la década de 1990 se propuso que el fotorreceptor phyA (Neuhaus et al., 1993) y que 

algún fotorreceptor de luz azul (Warpeha et al., 1991) actuarían a nivel citoplasmático a través 

de proteínas G heterotriméricas asociadas a la membrana plasmática.  

1.7 Proteína G heterotrimérica en los caminos de señalización de la 
luz 

1.7.1 La proteína G heterotrimérica en plantas 

Las proteínas G participan de la transducción de señales en una amplia variedad de 

procesos durante el desarrollo y crecimiento de plantas y animales (revisado en Temple y 

Jones, 2007). La proteína G heterotrimérica, típicamente acoplada a un receptor 

tヴaﾐsﾏeﾏHヴaﾐa ふGPCRぶ, Ioﾐsiste eﾐ ン suHuﾐidades: Gα, Gβ, y Gγ, que regulan la actividad de 

efectores río abajo (Fig. 1.9ぶ. Eﾐ ﾏaﾏífeヴos se IoﾐoIeﾐ dieIisiete Gα, IiﾐIo Gβ, y doIe Gγ 

(Offermanns, 2003), mientras que en el genoma de Arabidopsis se ha hallado uﾐa Gα IaﾐóﾐiIa 



 
Introducción 

 28 

(GPA1ぶ, uﾐa Gβ ふAGB1ぶ y tヴes Gγ ふAGG) (Chakravorty et al., 2011; revisado en Temple y Jones, 

2007). Similar a lo que se observó en Arabidopsis, en el genoma de arroz se encontró uﾐa Gα 

(RGA1ぶ, uﾐa Gβ ふRGB1) (Ishikawa et al., 1996) y dos Gγ ふRGGヱ y RGGヲぶ (Kato et al., 2004). Por 

otro lado, en mamíferos hay más de 1000 GPCR (Offermanns, 2003) mientras que en 

Arabidopsis se propuso a GCR1 como GPCR pero nunca se identificó el ligando 

correspondiente. Además, se caracterizaron en Arabidopsis dos receptores GPCR tipo G (GTG1 

y GTG2), denominados さtipo Gざ porque unen e hidrolizan GTP. Estos receptores unen como 

ligando ácido abscísico (ABA) (Pandey et al., 2009). 

La subunidad Gα uﾐe ﾐuIleótidos de guaﾐiﾐa, GDP y GTP. Cuaﾐdo se eﾐIueﾐtヴa uﾐida a 

GDP se ensambla el heterotrímero y se une al receptor transmembrana, el cual tiene actividad 

GEF (guanine exchange factor) o sea que, ante una señal, induce el intercambio de GDP por 

GTP, lo ケue lle┗a a la disoIiaIióﾐ del sisteﾏa. La suHuﾐidad Gα aIti┗ada, es deIiヴ uﾐida a GTP, 

ﾏodula la aIti┗idad de eﾐziﾏas IitoplasﾏátiIas. La aIti┗idad GTPasa iﾐtヴíﾐseIa de Gα hidヴoliza 

GTP a GDP y el complejo vuelve a asociarse al receptor transmembrana (Fig. 1.9). Además, 

existen proteínas denominadas RGS (regulator of G signaling) que, sin ser efectores, regulan la 

aIti┗idad GTPasa de Gα. Eﾐ ﾏaﾏífeヴos se haﾐ eﾐIoﾐtヴados ヲヰ RG“ (Hurst y Hooks, 2009) 

mientras que en Arabidopsis se ha encontrado sólo una, RGS1 (Chen et al., 2003).  

Figura 1.9. Ciclo de acoplamiento - 

desacoplamiento de una proteína G 

heterotrimérica típica. Cuando la 

suHuﾐidad Gα se encuentra unida a 

GDP el heteヴotヴíﾏeヴo ふGα, Gβ, y Gγぶ 
se encuentra unido a un receptor 

transmembrana (GPCR) que tiene 

actividad GEF. Ante una señal (la 

unión de un ligando agonista por 

ejemplo) el GPCR induce el 

intercambio de GDP por GTP en la 

suHuﾐidad Gα, lo ケue lle┗a a la 
disociación del sistema. La subunidad 

Gα aIti┗ada y el Ioﾏplejo Gβγ 
modulan la actividad de distintos 

efectores. La actividad GTPasa 

iﾐtヴíﾐseIa de Gα hidヴoliza GTP a GDP y el Ioﾏplejo ┗uel┗e a asociarse al GPCR. La velocidad de 

hidrólisis puede encontrarse modulada por RGS (Figura tomada de Jones y Assmann, 2004). 

Las características bioquímicas estudiadas in vitro de GPA1 presentan al menos dos 

diferencias con lo descripto en mamíferos. Primero, la cinética de intercambio de GDP por GTP 

de GPA1 es la más rápida conocida de las suHuﾐidades Gα (Johnston et al., 2007). Esto, 

acoplado a una lenta hidrolisis del GTP lleva a que, al menos in vitro, la proteína esté en su 
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modo activo la mayor parte del tiempo (Johnston et al., 2007) por lo que GPA1 no necesitaría 

de la activación mediada por un GPCR. Segundo, RGS1 es una RGS particular dado que 

contiene un dominio de 7 pasos transmembrana y localiza en membrana plasmática (Chen et 

al., 2003). Estudios recientes sugieren que esta proteína regularía la cantidad de GPA1 activa 

en la célula promoviendo la formación del heterotrímero (Jones et al., 2011). Si la función del 

dominio transmembrana de RGS1 es anclar al complejo en membrana o si es la de modular la 

actividad GAP de RGS1 en respuesta a algún ligando es lo que hoy se encuentra en discusión 

(Jones et al., 2011). 

1.7.2 Función de GPA1 en plantas  

El transcripto GPA1 se encuentra presente en todos los tejidos, excepto en semilla 

madura, y su expresión es abundante en tejido vascular y tejidos con activa división celular 

como meristemas (apical, raíz y flores) y embriones, lo cual fue un indicio de la participación de 

GPA1 en la división celular (Ma et al., 1990).  

En el año 2001 se obtuvo en Arabidopsis el mutante gpa1 cuyas características fisiológicas 

aportaron nuevas evidencias sobre su participación en la división celular (Ullah et al., 2001). El 

mutante gpa1 presentó en oscuridad hipocotilo más corto y mayor apertura del gancho apical 

que el genotipo WT. Además, en plantas adultas la morfología de las hojas del mutantes gpa1 

fue diferente a la morfología de las hojas del genotipo WT. Estos defectos se asociaron a una 

menor actividad mitótica en células mutantes gpa1 y, en consecuencia, a un menor número de 

células en el hipocotilo y en las hojas de las plantas mutantes gpa1 (Ullah et al., 2001). 

Consistentemente, la sobre-expresión de GPA1 llevaba a una división celular de modo ectópico 

en diferentes órganos (Ullah et al., 2001). A partir de estudios posteriores con el mutante 

gpa1, se involucró a GPA1 en múltiples procesos en la planta, entre los que se incluye la 

respuesta a hormonas y al ozono, y la resistencia a patógenos (revisado en Perfus-Barbeoch et 

al., 2004).  

Particularmente en relación a la respuesta a hormonas, se puso en evidencia su 

participación en la promoción de la germinación de la semilla en respuesta a brasinoesteroides 

(BR) y ácido giberélico (GA), y en la inhibición de la elongación del hipocotilo en respuesta a BR 

(Ullah et al., 2002). En plántulas, GPA1 modula positivamente el aumento del número de raíces 

laterales inducido por auxinas (Ullah et al., 2003). Es interesante lo que sucede con la 

sensibilidad a ABA, ya que mientras semillas gpa1 son hiper-sensibles ABA (Ullah et al., 2002), 

en hojas de plantas adulta las células de la guarda de mutantes gpa1 son hipo-sensibles a ABA 

(Wang et al., 2001). Esta diferencia sugiere que distintos estímulos y efectores tejido-
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específicos le otorgan a GPA1 diferentes roles en múltiples procesos durante el ciclo de vida de 

la planta (revisado en Perfus-Barbeoch et al., 2004).  

1.7.3 Participación de GPA1 en las vías de señalización activadas por luz 

La participación de GPA1 en fotomorfogénesis fue siempre controversial. Durante la 

década de 1990 distintos trabajos han involucrado a la proteína G heterotrimérica en la 

transducción de señales lumínicas en plantas. Se observó que en protoplastos de Medicago 

sativa como en extractos de plántulas etioladas de Avena sativa un tratamiento con luz R 

aumentaba la unión de GTP radiactivo de la muestra y el efecto era revertido por luz RL 

(Muschietti et al., 1993; Romero et al., 1991). En el trabajo de Muschietti et al. (1993) se 

purificó de membranas celulares de Medicago sativa una proteína de 43 kDa con 

características bioquímicas de proteína G, ya que unía GTP y era reconocida por un anticuerpo 

anti-transducina (que reconoce la subunidad alfa de la proteína G heterotrimérica de retina 

bovina). Romero et al. demostraron que la toxina de cólera (que activa proteínas G), 

aumentaba la expresión de genes Lhcb (light-harvesting chlorophyll a/b-binding protein) en 

plántulas etioladas de avena y cultivos celulares de soja (Romero y Lam, 1993; Romero et al., 

1991). En ensayos farmacológicos con células de hipocotilo de tomate deficientes en phyA 

activo, se observó que la inyección de proteína G era suficiente para transducir la señales de 

phyA a través de los segundos mensajeros GMP cíclico y Ca2+/Calmodulina, induciendo la 

expresión de proteínas fotosintéticas como CHS (chalcona sintetasa), FNR (ferredoxin-NADP 

reductasa) y CAB (proteínas de unión a la clorofila, productos de genes Lhcb) (Bowler et al., 

1994a; Bowler et al., 1994b; Neuhaus et al., 1993).  

La paヴtiIipaIióﾐ de Gα eﾐ ヴespuestas iﾐduIidas poヴ luz azul taﾏHiéﾐ se aﾐalizó ﾏediaﾐte 

ensayos farmacológicos. Se observó que bajos flujos de luz azul aumentaban la actividad 

GTPasa de una proteína G de alrededor de 40 kDa presente en la membrana plasmática de 

plantas etioladas de Pisum sativa (arveja) (Warpeha et al., 1991). En ese entonces, si bien se 

predecía la existencia de receptores de luz azul aún no se habían identificado (Warpeha et al., 

1992). Sin embargo, tenían evidencias de que el cromóforo del receptor era una flavina y 

compuestos que inactivaban el estado excitado de dicha molécula inhibían la actividad de la 

proteína G en respuesta a la luz azul (Warpeha et al., 1992).  

Más tarde, mediante experimentos donde se sobre-expresó GPA1 en los mutantes phyA, 

phyB y cry1 se propuso que GPA1 estaría involucrada en la inhibición de la elongación del 

hipocotilo en respuesta a la luz R, RL y azul (Okamoto et al., 2001). Sin embargo estos 

resultados no fueron apoyados por estudios realizados con el mutante gpa1 (Jones et al., 

2003). En dichos estudios se analizó el alargamiento del hipocotilo del simple mutante gpa1 en 
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luz R y RL, concluyéndose que no difería en ningún caso del alargamiento observado en el 

genotipo WT, por lo cual se propuso, contrariamente a lo sugerido por Okamoto et al. (2001), 

que GPA1 no estaría involucrado en la transducción de luz R o RL (Jones et al., 2003). 

En los últimos años, a partir del análisis del mutante gpa1, surgieron nuevas evidencias de 

la paヴtiIipaIióﾐ de Gα eﾐ ヴespuestas iﾐduIidas poヴ luz. “e pヴopuso ケue GPAヱ paヴtiIipaヴía eﾐ 

dos respuestas disparadas por phyA: la inducción por luz de la germinación (Botto et al., 2009) 

y la muerte de células del hipocotilo en plántulas crecidas en luz RL y luego se trasladaron a luz 

blanca (Wei et al., 2008). También se presentaron evidencias genéticas de la participación de 

GPA1 en el desarrollo de los cloroplastos participando río abajo o paralelamente a una 

proteína involucrada en la variegación de la hoja, THF1 (thylakoid formation1) (Yu et al., 

2007a; Zhang et al., 2009). También se obtuvieron nuevas evidencias de la participación de 

GPA1 en respuestas inducidas por luz azul. Se involucró a GPA1 en dos respuestas a bajos 

flujos de luz azul identificándose efectores diferentes: en la síntesis de fenilalanina en 

plántulas de Arabidopsis (Warpeha et al., 2006) y en la expresión de genes Lhcb (Warpeha et 

al., 2007). Como la expresión de genes Lhcb no se encontró alterada en el mutante cry1 a bajos 

flujos de luz azul, los autores propusieron que otros receptor/es diferentes de cry1 serían los 

que participarían de la percepción de esta señal (Gao y Kaufman, 1994; Warpeha et al., 2007). 

1.8 Herramientas en fotobiología 

La fotobiología tiene una larga historia, ya Darwin en 1880 proponía la existencia de una 

sustancia que se producía en la región apical de la planta responsable de la curvatura del tallo. 

En 1931 se propuso llamar a esa sustancia, responsable del fototropismo, auxina (Whippo y 

Hangarter, 2006).  

En 1943 el laboratorio de Laibach publica sus primeros resultados en Arabidopsis thaliana, 

una especie de planta caracterizada por su corto periodo de regeneración, fácil cruzamiento y 

posibilidad de mutagénesis (revisado en Meyerowitz, 2001). Proponen sobre esta base a 

Arabidopsis como un modelo genético en plantas (revisado en Meyerowitz, 2001). Con el 

advenimiento de la genética molecular a fines de la década de 1980, Arabidopsis pasó 

entonces a ser el principal modelo para el estudio de los fotorreceptores. En 1989 se 

secuencian PHYA, PHYB y PHYC (Sharrock y Quail, 1989) y en 1994 se secuencian PHYD y PHYE 

(Clack et al., 1994). En la dácada de 1990, el trabajo con mutantes hipo- o hiper-sensibles a 

diferentes longitudes de onda llevó a la caracterización de los distintos fitocromos, 

criptocromos y fototropina 1, y a la identificación de algunos componentes en la vía de 

señalización de los mismos como la familia de COPs (revisado en Chory, 2010). En el 2000 se 

completa la secuenciación del genoma de Arabidopsis (The Arabidopsis Genome 
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Initiative,2000). Esto permitió la creación de largas colecciones de mutantes y sobre-

expresantes que han permitido caracterizar las funciones de muchísimos genes. Asimismo, se 

impulsó el uso de microarreglos y ensayos proteómicos para analizar la expresión global de 

genes y de proteínas.  

La técnica de microarreglos ha permitido la identificación de genes regulados por los 

fitocromos y/o criptocromos en diferentes etapas del desarrollo y en plantas expuestas a 

diferentes estímulos lumínicos (Jiao et al., 2003; Ma et al., 2002; Ma et al., 2001; Sellaro et al., 

2009; Tepperman et al., 2004; Tepperman et al., 2001). Sin embargo, en distintos organismos 

se ha descripto una pobre correlación entre los niveles de ARNm y los niveles de las proteínas 

(Beyer et al., 2004; Liu et al., 2012b; Tian et al., 2004). Actualmente, se han utilizado 

microarreglos diseñados para analizar casos de splicing alternativo en respuestas reguladas por 

luz (Sanchez et al., 2010); también se ha analizado el ARNm en polisomas (el conjunto de 

mensajeros en activa traducción) en comparación con ARNm total encontrándose un selectivo 

aumento de la traducción de determinados transcriptos en respuesta a la luz (Liu et al., 

2012b).  

La abundancia de estudios proteómicos relacionados con caminos de señalización 

mediados por la luz es marcadamente menor que el número de análisis de transcriptomas. Un 

método clásico para el estudio de proteomas es la electroforesis en geles en dos dimensiones 

(2D). Se han utilizado geles 2D para comparar patrones de expresión de proteínas en plántulas 

crecidas en oscuridad, R, RL y luz azul (Kim et al., 2006). También se ha investigado el perfil de 

proteínas de los mutantes cry1, cry1 cry2 y phyA phyB en Arabidopsis (Phee et al., 2007; Xu Li 

et al., 2009; Yang et al., 2008) y del sobre-expresante de cry2 en tomate (Lopez et al., 2012). 

Estos estudios han demostrado que la luz percibida por los fotorreceptores regula la expresión 

de proteínas involucradas en fotosíntesis y generación de metabolitos y energía, sugiriendo 

también la participación de los fotorreceptores en respuestas a estrés. 
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2 OBJETIVOS 
 

El objetivo general de esta tesis es estudiar los mecanismos moleculares y bioquímicos de la 

transducción de señales lumínicas mediadas por fitocromos y criptocromos durante el 

desarrollo de Arabidopsis thaliana.  

Los objetivos específicos son:  

1. Estudiar la participación de la subunidad alfa de la proteína G heterotrimérica (GPA1) 

en los caminos de señalización mediados por los fotorreceptores phyA, phyB, cry1 y 

cry2.  

2. a. Obtener y comparar, utilizando la técnica de geles 2D, los perfiles de expresión de 

proteínas del genotipo WT y del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2. 

b. Analizar, utilizando herramientas bioinformáticas, las proteínas diferencialmente 

expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2. 

c. Estudiar la relación entre las proteínas diferencialmente expresadas en el cuádruple 

mutante phyA phyB cry1 cry2 y las respuestas fisiológicas de las plantas. 
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3 Materiales y Métodos 

3.1 Material vegetal 

En los experimentos realizados en esta tesis se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana 

de los genotipos que se detallan a continuación. 

En el ecotipo Landsberg erecta (Ler): 

- Plantas WT 

- phyA (phyA-201) (Nagatani et al., 1993). 

- phyB (phyB-5) (Reed et al., 1993). 

- cry1-1 (hy4-2.23 n) (Koornneef et al., 1980). 

- cry2 (fha-1) (Koornneef et al., 1991). 

- cry1 cry2 (cry1-1 fha-1) (Casal y Mazzella, 1998). 

- phyA phyB (phyA-201 phyB-1) (Mazzella et al., 1997). 

-  phyA phyB cry1 cry2 (phyA-201 phyB-1 cry1-1 fha-1) (Mazzella et al., 2001). 

En el ecotipo Columbia (Col): 

-  Plantas WT. 

- cry1-304 (Bruggemann et al., 1996).  

- gpa1-3 (SALK_066823), (Jones et al., 2003).  

- cry1 (SALK_069292). 

- cry1 gpa1 (cry1-304 gpa1-3). Generamos éste doble mutante mediante la 

polinización cruzada de los mutantes simples cry1-304 y gpa1-3. 

SALK: Líneas de inserción de ADN-T provenientes de la colección del Salk Institute 

Genome Analysis Laboratory, San Diego (SIGnAL; www.signal.salk.edu). 

El simple mutante gpa1-3 fue donado por el Dr. Alan Jones, y el simple mutante cry1 por 

el Dr. Jorge Casal.  

Los loci de los mutantes utilizados se identifican con los siguientes códigos (AGI, 

Arabidopsis gene identifier): PHYA, AT1G09570; PHYB, AT2G18790; CRY1, AT4G08920; CRY2, 

AT1G04400; GPA1, AT2G26300. 

http://www.signal.salk.edu/
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3.2 Condiciones de crecimiento de las plantas 

Las semillas se esterilizaron durante 2 horas (h) 30 minutos (min) en un ambiente de Cl2 

(g) generado por la adición de 2,5 ml de HCl 37 %  a 75 ml de una solución concentrada de 

NaClO (agua lavandina). Se sembraron en cajas de plástico transparente de 

aproximadamente 3x2 cm (o en placas de Petri) con el medio basal Murashige & Skoog 0,5X, 

pH 5,7 (MS 0,5X)- agar 0,8 % , suplementado con sacarosa o glucosa sólo cuando se indica. Las 

cajas se mantuvieron en oscuridad a 4 °C durante 3 días para reducir la dormición de las 

semillas (estratificación). Se indujo la germinación con un pulso de 2 h de luz blanca y luego 

de 24 h de oscuridad se trasladaron al tratamiento correspondiente. 

Para los experimentos del capítulo II, las plantas fueron crecidas a 22 + 1 °C bajo luz 

continua (100 µmol m-2s-1) a menos que en el experimento se plantee un tratamiento 

particular. En los experimentos que se utilizaron macetas las plántulas fueron crecidas en una 

mezcla de tierra:vermiculita:perlita:turba (1:1:1:1). 

3.2.1 Estadios del desarrollo de Arabidopsis 

Para definir en qué estadios del desarrollo se encontraban las plantas se adoptó la 

clasificación en estadios publicada por Boyes et al. (2001). Dichos autores proponen 30 

estadios, divididos en 6 estadios principales, que cubren el desarrollo de la planta de 

Arabidopsis desde la imbibición de la semilla hasta la producción de semillas maduras (Fig. 

3.1) y un último estadio principal (9) que corresponde a la senescencia de la planta. 

 

3.1. Esquema de la progresión cronológica de los estadios del desarrollo en Arabidopsis. Las 

barras horizontales indican el período de tiempo durante el cual cada estadio ocurre en plantas WT 

(Col). Los números en paréntesis indican el número de estadio del desarrollo principal (Imagen 

tomada de Boyes et al., 2001). 

 
En la Tabla 3.1 se describen en detalle los estadios principales 1 y 6 que son los estadios con 
que trabajamos en el Capítulo II.  
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Tabla 3.1. Descripción de los estadios de desarrollo principal utilizados en esta tesis (1 y 6). Datos 

tomados de la Tabla 2 publicada por Boyes et al. (2001). 

Estadio Descripción 

Estadio de desarrollo principal 1 Desarrollo foliar 

1.02 2 hojas de la roseta >1 mm de largo 

1.03 3 hojas de la roseta >1 mm de largo 

1.04 4 hojas de la roseta >1 mm de largo 

1.05 5 hojas de la roseta >1 mm de largo 

1.06 6 hojas de la roseta >1 mm de largo 

1.07 7 hojas de la roseta >1 mm de largo 

1.08 8 hojas de la roseta >1 mm de largo 

1.09 9 hojas de la roseta >1 mm de largo 

1.10 10 hojas de la roseta >1 mm de largo 

1.11 11 hojas de la roseta >1 mm de largo 

1.12 12 hojas de la roseta >1 mm de largo 

1.13 13 hojas de la roseta >1 mm de largo 

1.14 14 hojas de la roseta >1 mm de largo 

Estadio de desarrollo principal 6 Producción de flores 

6.00 Apertura de la primera flor 

6.10 10%  de las flores que serán producidas abiertas 

6.30 30%  de las flores que serán producidas abiertas 

6.50 50%  de las flores que serán producidas abiertas 

6.90 Floración completa 

3.3 Ensayos bioquímicos y de biología molecular 

3.3.1 Genotipificación de plantas mutantes de inserción 

Para verificar los genotipos de las plantas mutantes simples de inserción (gpa1-3 y cry1) 

y el doble mutante cry1-304 gpa1-3 y así seleccionar las plantas homocigotas mutantes se 

siguió el siguiente esquema protocolar: 

3.3.1.1 Extracción de ADN de plantas de Arabidopsis 

Se cortó una hoja de una planta con 6 o más hojas en su roseta. Se machacó el material 

vegetal en un microtubo de 1,5 ml con un émbolo de cabeza cónica. Luego se agregaron 350 

µl de buffer de lisis y se continuó homogeneizando. Se incubó el tubo a 65 °C durante 10 min 

y se neutralizó con la solución III mezclando por inversión. Luego se incubó en hielo por 20 

min y se centrifugó en frío a 16.000 g. El sobrenadante se traspasó a un nuevo tubo y se 

precipitó centrifugando por 15 min a 16.000 g con 1 volumen de isopropanol a 4 °C. 

Finalmente se lavó el pellet con etanol 80% , se dejó secar, se resuspendió en 25 µl de agua y 

se conservó a – 20 °C. 
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 Buffer de lisis: 50 mM Tris-HCl pH 8; 10 mM EDTA pH 8,0; 100 mM NaCl; 1%  SDS; 10 

mM β-mercaptoetanol (2-ME). 

 Solución III: 11 %  ácido acético; 3 M acetato de potasio. 

3.3.1.2 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

A partir del ADN genómico extraído de las plantas a genotipear se realizaron, mediante 

la técnica de PCR (Polymerase chain reaction), amplificaciones de fragmentos de los genes de 

interés utilizando la polimerasa Taq (Invitrogen, California, USA) según las indicaciones del 

proveedor. Para la genotipificación de cada línea mutante de inserción se diseñaron dos 

primers (PD y PI) específicos para la secuencia flanqueante a la inserción (ver Fig. 3.2). Para 

determinar la presencia o no de cada gen se efectuaron dos reacciones de PCR. La primera, 

con los primers PI+PD, que pone de manifiesto el alelo WT y por lo tanto sólo estará presente 

en plantas WT y heterocigotas. La segunda, con los primers PD + Lba1 (que se une al borde 

izquierdo del T-ADN), evidencia que el alelo sufrió la inserción y está presente en plantas 

homocigotas y heterocigotas para la inserción (esta PCR no se realiza para cry1-304 porque 

no es un mutante de inserción) (Fig. 3.2). 

Para identificar el alelo WT del gen GPA1 se usaron los primers: PD ヵ’-

TACCAAGGACATCGCTGAGG-ン’ y PI ヵ’-TGTCCACTCTATCCGGCGC-ン’. Paヴa el alelo WT del gen 

CRY1 se usaron los primers: PD ヵ’-ATGTCTGGTTCTGTATCTG-ン’ y PI ヵ’-

TGTCCACTCTATCCGGCGC-ン’. La seIueﾐIia del primer Lba1 es 5'-

TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG-3'  

 

3.3.2 Extracción de ARN y síntesis de ADNc 

Las plántulas fueron cosechadas y disgregadas con mortero en N2 líquido. La extracción 

de ARN total se llevó a cabo usando el RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Alemania) siguiendo 

las instrucciones de los fabricantes.  

Para la síntesis de ADNc se utilizaron 3 µg de ARN previamente tratados durante 15 min 

con DNasa RQ1 RNasa-Free (Promega, Madison, WI, USA). La transcripción reversa se realizó 

en 25 µl de reacción utilizando la enzima transcriptasa reversa del virus de la leucemia 

Lba1

PI

PD

Inserción (5Kb)

Región genómica flanqueante 

Lba1

PI

PD

Inserción (5Kb)

Región genómica flanqueante 

Figura 3.2. Esquema de la disposición de 

primers para genotipificar la inserción 

de ADN-T. En rojo se representa el 

fragmento de ADN genómica donde se 

inserta el ADN-T (en verde). Con flechas 

se señalan las regiones a las que se unen 

los primers. 
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murina (MMLV-RT, Promega, Madison, WI, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante y 

usando como primers Oligo(dT). Las muestras se guardaron a -20ºC hasta el momento de su 

uso. 

3.3.3 Electroforesis en geles de agarosa para ADN, ADNc y ARN. 

Para la separación y visualización de las purificaciones de ARN total de la planta, de ADN 

plasmídico y de los productos de PCR y RT-PCR se realizaron electroforesis en geles de 

agarosa 1 -1,5 %  en TAE 1X que contenía bromuro de etidio 0,5 mg/ml. Las muestras se 

sembraron con Buffer de siembra para ADN 6x y en el caso de ARN se sembró ARN: Buffer: 

formamida en relación 1:1:1. Las corridas se realizaron a 80 V constante en TAE 1X.  

 TAE 50X: 242 g de Tris Base, 57,1 ml de ácido acético glacial y 100 ml de EDTA 0,5 M 

pH 8 en 1 L de agua destilada.  

 Buffer de siembra para ADN 6x: Azul de bromofenol (BPB) 0,25%  (p/v) o xilencianol 

0,25%  (p/v) y glicerol 30%  (v/v) en agua. En un gel de agarosa 1%  (p/v) en TAE 1X, el BPB 

migra como un fragmento de ADN de aproximadamente 300 pb y el xilencianol lo hace 

como un fragmento de 4.000 pb.  

3.3.4 RT-PCR semi-cuantitativa de GPA1 

La expresión del transcripto de GPA1 se analizó a partir de ADNc utilizando los mismos 

primers que se usaron para genotipear (PI y PD) y se describieron anteriormente. Como 

control de carga se utilizó ACTINA8 (AT1Gヴ9ヲヴヰぶ utilizaﾐdo los pヴiﾏeヴs ヵ’ -

ATGAAGATTAAGGTCGTGGCA-ン’ y ヵ’-GTTTTTATCCGAGTTTGAAGAGGC-ン’. Las amplificaciones 

de cada ADN copia (ADNc) específico fueron realizadas utilizando la polimerasa Taq Platinum 

(Invitrogen, California, USA), según las indicaciones del proveedor, en un termociclador PTC-

100 (MJ Research, Waltham, MA, USA). Las condiciones de ciclado fueron: 94 °C durante 5 

min, 30 (o 35) ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 50 °C y 1 min a 72 °C. Los productos de PCR se 

separaron en un gel de agarosa 1 %  en 1x TAE que contenía bromuro de etidio 0,5 mg/ml. 

3.3.5 Extracción de proteínas totales: protocolo 1 

Plántulas de genotipo WT y de los simples mutantes gpa1 y cry1 fueron crecidas en 

placas de Petri  en oscuridad a 20 + 1 °C durante 3 días. Se cosecharon aproximadamente 300 

mg de plántulas bajo luz verde tenue, colocándose inmediatamente en N2 líquido. Se 

homogeneizó el tejido en presencia de N2 líquido en morteros hasta obtener un fino polvo 

claro que se resuspendió en 500 µl de Buffer de extracción. Se centrifugó 15 min a 13.000 g 
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para eliminar los restos celulares y se determinó la concentración de proteínas del 

sobrenadante.  

 Buffer de extracción: 50 mM Tris-HCl pH 8,0; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA, 1 mM DTT; 

0,1 %  Tritón X-100 y 1x Roche complete protease inhibitor (Roche, Molecular 

Biochemicals) 

3.3.6 Cuantificación de proteínas 

La concentración de proteínas de los extractos obtenidos, se determinó por el método 

de Bradford (Bradford, 1976). Se utilizó una microplaca de 96 pocillos y se realizaron las 

siguientes mezclas por triplicado:  

  Muestras: 200 ´l de reactivo de Bradford + 10 ´l de la dilución de la muestra.  

 Curva Patrón: 200 ´l de reactivo de Bradford + 10 ´l de soluciones de BSA 

(seroalbúmina bovina) de concentración conocida (0,05–0,1–0,2–0,3–0,4–0,5 ´g/´l).  

 Blanco de Lectura: 200 ´l de reactivo de Bradford + 10 ´l de agua.  

Las lecturas de absorbancia se hicieron a 580 nm en un equipo lector de ELISA. A 

continuación, se construyó una curva de A580 nm versus masa (´g) de BSA y a partir de ella 

se obtuvo el valor de ´g de proteínas presentes en los 10 ´l de la dilución de la muestra. 

3.3.7 Ensayo de unión de GTP 

Para los ensayos de unión de GTP se extrajeron proteínas totales mediante el protocolo 

1. Se mezclaron 100 µg de proteínas con 80 µl de Buffer de reacción que se llevó con agua a 

180 µl finales. Luego se agregaron 20 µl de Buffer de iniciación y se incubó la reacción 1, 2, 5, 

10 o 15 min bajo luz blanca, o 10 min en oscuridad a temperatura ambiente (luego de los 

tratamientos de luz blanca durante 1, 2 o 5 min se incubó 10 min en oscuridad). Para frenar 

la reacción se agregaron 2 ml de Buffer stop frío. La reacción se filtró con discos de 

nitrocelulosa 0,45 µm usando una bomba de vacío. Los discos fueron lavados 5 veces con 2 

ml de Buffer stop y secados. Luego fueron colocados en viales con 2 ml de solución de 

centelleo. Las cuentas por minuto (cpm) fueron medidas con un contador de centelleo. La 

unión no específica de GTP fue estimada de dos modos, usando como blanco el Buffer de 

extracción (sin proteínas) o 100 µg de proteína calentada a 95°C por 10 min. No se observó 

diferencias en la unión de GTP entre los 2 blancos. 

 Buffer de reacción: 50 mM Tris-HCl pH 8,0; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM DTT 

(ditiotreitol); 0,1%  Tritón X-100. 

 Buffer de iniciación: GTP-γS35, 300.000 cpm; 10 mM MgCl2; 0,1 %  Tritón X-100. 
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 Buffer stop frío: 20 mM Tris-HCl pH 8,0; 100 mM NaCl; 25 mM MgCl2 y 1 mM PBS 

(Buffer fosfato salino). 

3.3.8 Electroforesis de proteínas  

Las muestras fueron separadas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE, 

Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamide gel electrophoresis) 10-12 %  (p/v) de acuerdo con el 

método de Laemmli (Laemmli, 1970). Los geles se armaron y se corrieron en el equipo de 

electroforesis Hoefer Mighty Small II Mini Verticall (Fisher Scientific).  

En geles monodimensionales, antes de la electroforesis se agregó a cada muestra buffer 

de siembra 5X, se incubó durante 10 min a 95 °C. La corrida electroforética se realizó a 15 y 

25 mA de corriente constante para el gel concentrador y separador, respectivamente. Como 

buffer de corrida se usó Tris-Glicina-SDS 1x y como marcadores de peso molecular se empleó 

el marcador pre-teñido p7708S de amplio rango (New England BioLabs, Beverly, MA, USA).  

 Buffer de siembra 5x: 10 %  SDS; 50 %  Glicerol; 25 %  2-ME; 125 mM Tris-HCl pH 7,4; 

0,004%  BPB. 

 Tris-Glicina 10x: 30,3 g de Tris Base y 144 g de glicina en 1 L de agua destilada.  

 Tris-Glicina-SDS 1x: 1 L de buffer Tris-Glicina 1x, 10 ml de SDS 10 %  (p/v).  

3.3.9  Tinción de geles SDS-PAGE con solución de Coomassie Blue 

Luego de la corrida electroforética las proteínas separadas en los geles fueron teñidas 

por la técnica de Coomassie Coloidal que es más sensible que la tinción tradicional por 

Coomassie blue, generando un fondo de reacción inespecífica mucho menor. Para esto los 

geles fueron incubados ON (toda la noche, overnight) en 50 ml de una solución compuesta 

de: 40 ml Coomassie brillant blue G250 5 %  + 10 ml metanol. El gel fue lavado con agua 

desionizada durante 24-48 h. Esta tinción con Coomassie es capaz de detectar desde 10 ng de 

proteínas (Kang et al., 2002). 

 Coomassie brillant blue G250 5% : 0,5 gr Coomassie G-250; 0,5 gr sulfato de amonio; 

5,8 ml de ácido fosfórico 85%  en 400 ml de agua desionizada. 

3.3.10 Western blots de GPA1 

Se crecieron 3 días en oscuridad plántulas de los genotipos WT (Col y Ler) y los simples 

mutantes: gpa1, cry1-304, cry1, cry1-1 y phyB. Se cosecharon y se extrajeron proteínas 

totales mediante el protocolo 1. Sesenta gramos de proteínas se corrieron en geles SDS-PAGE 

10 %  (20 mA por 2 h) y luego se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL, 

GE Healthcare) usando un equipo de transferencia húmeda (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
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CA, USA) a 100 Volts 1 h. Luego las membranas se tiñeron con el colorante Ponceau S para 

verificar la correcta transferencia de las proteínas.  

Las membranas se incubaron ON a 4 °C con Buffer de bloqueo. Luego se incubaron 1 h a 

temperatura ambiente, con el anticuerpo policlonal (NC9572) generado contra GPA1 1/2000 

(Anti-GPA1) (Chen et al., 2006a) o con el anticuerpo policlonal anti-transducina (AS/7) 1/1000 

(Goldsmith et al., 1987), ambos diluidos en Buffer de bloqueo. Se lavaron las membranas con 

1x TBS-1 %  Tween-20 (4 veces, 10 min cada vez) y se incubaron 1 h a temperatura ambiente 

con IgG anti-conejo conjugado a peroxidasa de rabanito diluido 1/4000 (GE Healthcare, 

Piscataway, NJ, USA). Se volvieron a lavar las membranas 4 veces y luego se revelaron con 

quimioluminiscencia ECL (GE Healthcare). Se cubrió la membrana con la mezcla reveladora 

durante 1 min y luego, en oscuridad, se la expuso a una placa radiográfica (Kodak). 

 Buffer de transferencia: Buffer Tris-Glicina 1X con el agregado de metanol 20 %  (v/v).  

 Ponceau S: 0,1 %  (p/v) Ponceau S en ácido acético 5 %  (v/v). 

 TBS 10X: 30,3 g Tris Base y 90 g de NaCl en 1 L de agua destilada. Llevado a pH 8,0 

con HCl.  

 TBS 1X-Tween-20: 1 %  (v/v) Tween-20 en TBS 1X.  

 Buffer de bloqueo: 2X TBS; 0,2 %  (v/v) Tritón X-100; 4 %  (p/v) leche descremada y 2 %  

(p/v) glicina. 

3.3.11 Purificación de ADN plasmídico 

En el laboratorio se encontraban clonados el ADNc de GPA1 en el plásmido pGEX-4T-3 

con la etiqueta GST en el extremo N-terminal (GST-GPA1) y el ADNc de CRY1 en el plásmido 

pRSETb.  

Se realizaron mini-preparaciones empleando el método de lisis alcalina (Birnboim y Doly, 

1979) modificado. 5-7ml de un cultivo bacteriano realizado en medio LB líquido (con el 

antibiótico necesario para la selección del vector de interés), crecido a 37 °C ON con 

agitación, se centrifugó a 3.000 g durante 15 min a 4°C. El pellet se resuspendió en 200 ´l de 

Solución I y se agregaron 300 ´l de Solución II, preparada en el momento, tras lo cual se 

mezcló suavemente por inversión y se dejó 5 min en hielo. La lisis se detuvo con el agregado 

de 300 ´l de Solución III, se mezcló suavemente y se dejó en hielo 5 min (neutralización). 

Luego de centrifugar a 16.000 g por 10-20 min a temperatura ambiente, para eliminar el ADN 

cromosómico, se agregó al sobrenadante ARNasa A (libre de ADNasa) a una concentración 

final de 20 ´g/ml y se incubó por 0,5-1 h a 37 °C. Se realizaron dos extracciones con 400 ´l de 

cloroformo. De la fase acuosa se precipitó el ADN plasmídico agregando 1 volumen de 
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isopropanol y centrifugando a 16.000 g durante 10-20 min a 4 °C. El pellet se lavó con 500 ´l 

de etanol 70%  (v/v). Se dejó secar, se resuspendió en 15-25 ´l de agua destilada estéril y se 

guardó a -20°C hasta ser utilizado. 

 Solución I (Buffer TGE): Tris-HCl 25 mM pH 8,0; glucosa 50 mM y EDTA 10 mM en agua.  

 Solución II: NaOH 0,2 M y SDS 1 %  (p/v) en agua.  

 Solución III: Acetato de sodio 3 M pH 4,8 en agua.  

3.3.12 Transformación bacteriana 

 Se transformaron bacterias Escherichia coli DH5α competentes preparadas con el 

método Inoue (Sambrook y Russell, 2010) con los plásmidos a utilizar para la expresión de 

GST-GPA1 y GST (pGEX) y para la expresión de CRY1 (pRSETb). Para esto se preparó una 

mezcla de 50 µl de bacterias competentes y 2 µl de ligada y se la conservó en hielo durante 

30 min. Luego se aplicó durante 1 min y 30 seg un shock térmico de 42 °C e inmediatamente 

se sumergió el tubo en hielo. A continuación se rescataron las células con 800 µl de medio 

SOC y se incubaron sin antibiótico a 37 °C durante 1 h. Pasado este tiempo, se rastrillaron 100 

µl de la solución bacteriana en placas de Petri con LB-agar y el antibiótico ampicilina 50 

µg/ml, que es el agente de selección para los plásmidos utilizados. Se incubaron durante 16 h 

a 37 °C en oscuridad y posteriormente se observó la formación de colonias. 

 LB-agar: 10gr de triptona, 10 gr de NaCl y 5 gr de extracto de levadura en un litro de 

agua bidestilada. 15g de Agar.  

 Medio SOC: 2 %  peptona; 0,5 %  extracto de levadura; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM 

MgCl2-6H2O; 20 mM glucosa. 

3.3.13 Expresión in vitro de GST-GPA1 y CRY1-S35  

La expresión de CRY1 se llevó a cabo a partir de una preparación plasmídica del pRSETb-

CRY1, linealizada con EcoRI, utilizando el Kit TNT Quick Coupled Transcription/Translation 

System
TM (Promega, Madison, WI, USA) en presencia de 35S-Metionina siguiendo las 

instrucciones del proveedor por lo que la proteína CRY1 quedó marcada radiactivamente 

(CRY*).  

Para la expresión de GST-GPA1 se transformaron bacterias Escherichia coli DH5α como 

se detalló anteriormente con el plámido pGEX-4T-3 dónde estaba clonado GPA1. Luego se 

picaron bacterias de colonias aisladas y se largaron cultivos ON en 10 ml de medio LB-

Ampicilina. Se tomaron 2 ml de estos cultivos y se largaron cultivos de 500 ml. Cuando los 

cultivos llegaron a una densidad óptica a 600 nm (DO600) de 0,4 se las indujo con 0,1 mM IPTG 
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(Isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido) durante 4 h a 30 °C. Los cultivos se centrifugaron 15 

min a 5.000 g. El pellet obtenido se guardó a -7ヰ ˚C hasta que se prosiguiera a la purificación. 

La proteína GST-GPA1 se purificó utilizando Glutathione-Sepharose 4BTM (GE Healthcare, 

Piscataway, NJ, USA), bajo condiciones no desnaturalizantes, siguiendo las instrucciones de 

los proveedores. 

3.3.14 Co-inmunoprecipitación  

Se incubaron 30 ´g de GST-GPA1 con 20 ´l de la reacción de TNT (CRY1*) y 2 ´l del 

anticuerpo Anti-GST (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) en 100 ´l de Buffer de unión 2X en 

un volumen final de 200 ´l por 2 h a 4 °C con agitación suave (también se ensayó incubar 30 

min a 37 °C). El complejo anticuerpo-antígeno fue precipitado con Proteína G-agarosa (GE 

Healthcare, Piscataway, NJ, USA). Se centrifugó 1 min a 0,8 rpm y se lavó 3 veces el 

inmunoprecipitado con Buffer de lavado (Buffer de unión 1X sin BSA). El precipitado del 

último lavado se trató con Buffer de siembra 5X a 95 °C por 15 min, se centrifugó 10.000 g y 

el sobrenadante se separó electroforéticamente por SDS-PAGE 10 % . Las proteínas se 

transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL, GE Healthcare) por el método 

de transferencia semiseca. Para obtener la señal radiactiva (CRY1*), se utilizó el sistema de 

autorradiografías sin film Storm 820 PhosphorImager (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA). 

La presencia de GST-GPA1 se determinó mediante Westerns blots usando el anticuerpo anti-

GST diluido 1/3000 como anticuerpo primario. Como control negativo de la co-

inmunoprecipitación se realizó el mismo experimento pero con GST en lugar de GST-GPA1. 

 Buffer de unión 2X: 2X PBS suplementado con 0,2 %  v/v NP-40; 0,1 %  m/v BSA, y 1x 

Roche complete protease inhibitor (Roche, Molecular Biochemicals) 

3.3.15 Extracción de proteínas totales: protocolo 2 y 3 

 Para plántulas desetioladas usamos un protocolo que genera muestras proteicas de alta 

pureza donde las proteínas se separan de los polisacáridos y otros contaminantes solubles en 

agua. Está basado en la solubilización de las proteínas en fenol seguida de la precipitación 

con acetato de amonio en metanol (Isaacson et al., 2006). En la bibliografía se sugiere que el 

mismo permite resolver en geles 2D un mayor número de spots y a pHs más básicos que 

otros protocolos basados por ejemplo en el uso de TCA (tricloroacético) (Isaacson et al., 

2006). Para plántulas etioladas usamos el protocolo de TCA-Acetona. 
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3.3.15.1 Protocolo 2: Extracción con fenol 

Se homogeneizaron aproximadamente 3 gr de tejido en N2 líquido hasta obtener un fino 

polvo claro. Se resuspendieron en Buffer de extracción (BE) frío (cada 1 gr de tejido 3 ml de 

BE). Se agregó un volumen igual de fenol saturado y se incubó en agitación a 4 °C durante 30 

min. Se centrifugó a 5.000 g durante 30 min a 4 °C. La fase acuosa, donde se solubilizaban 

ácidos nucleicos y carbohidratos, era más densa que la fase fenólica entonces quedaba en el 

fondo del tubo mientras que la fase fenólica, que contenía las proteínas junto con pigmentos 

y lípidos, quedaba en la parte superior de tubo. Se tomó la fase fenólica y se le agregó 1 

volumen de BE y se repitió el protocolo 2 veces más. La última vez que se tomó la fase 

fenólica y se la mezcló con 5 volúmenes de 0,1 M acetato de amonio en metanol frío. La 

mezcla se incubó ON a -20 °C para que precipiten las proteínas. Se centrifugó 30 min a 5.000 

g a 4 °C y se descartó el sobrenadante. Se agregaron 2 volúmenes de metanol frío para lavar 

el precipitado, se agitó y se centrifugó 10 min a 5.000 g a 4 °C. Estos lavados se repitieron 2 

veces más con metanol. Luego se realizaron 2 lavados con acetona fría siguiendo el mismo 

esquema que con los lavados de metanol. Se dejó secar el precipitado y se resuspendieron 

las proteínas en 300 µl de Buffer de isoelectroenfoque (BIEF). 

 BE: 0,7 M sacarosa; 0,1 M KCl; 0,5 M Tris-HCl pH 7,5 y 50 mM EDTA. Se le agrega 2-ME 

a una concentración final 2 %  (v/v) antes de usar. 

 Fenol Equilibrado a pH 8,0 con Tris-HCl. 

 BIEF: 7 M urea, 2 M tiourea, 4%  (p/v) CHAPS (3-(cloroamido propil)-dimetilamonio-1-

propanosulfato). 

3.3.15.2 Protocolo 3: Extracción con TCA-Acetona 

El tejido fue homogeneizado en N2 líquido hasta obtener un fino polvo claro (1,5 - 2 

gramos de tejido etiolado resultó suficiente para correr un gel 2D de 7 cm de ancho). Se 

resuspendió en 5 ml de BE bien frío y se pasó por un homogeneizador de vidrio y 

posteriormente se lo llevó a un volumen final de 24 ml. Se filtró la muestra por 3 capas de 

Miracloth (Calbiochem, San Diego, CA, USA) y se dejó precipitando ON a -20 °C. Se centrifugó 

a 40.000 g durante 1 h a 4 °C y se descartó el sobrenadante. Se lavó con Acetona 0,07 %  2-

ME fría, se centrifugó 10 min a 40.000 g a 4 °C. Se descartó el sobrenadante y se dejó secar 

aproximadamente 5 min. Luego se lo resuspendió en 100 µl de BIEF (ver composición en la 

sección 3.3.15.1). 

 BE: 10 %  (v/v) TCA en Acetona. Antes de usar se agrega 2-ME a una concentración 

final de 0,07 %  (v/v). 
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 Acetona fría; 0,07 %  (v/v) 2-ME (agregado antes de usar). 

3.3.16 Geles Bidimensionales (2D) 

Para obtener los geles 2D seguimos los siguientes pasos: (1) Hidratación de las tiras 

comerciales (Immobiline DryStrip GE Healthcare) y cargado de las muestras; (2) primera 

dimensión (isoelectroenfoque); (3) equilibrado de las tiras comerciales; (4) segunda 

dimensión (SDS-PAGE); (5) tinción de los geles, (6) adquisición de las imágenes y detección de 

spots, (7) análisis estadístico. El paso 4 es una modificación de la técnica que se detalló en 

3.3.8 y el paso 5 se llevó a cabo tal cual se detalla en la sección 3.3.9. 

3.3.16.1  Hidratación de las tiras comerciales 

Las tiras comerciales son geles que poseen un gradiente de pH inmovilizado, las 

proteínas migran hasta que su pI (punto isoeléctrico) coincide con alguno de los pH presentes 

en la tira. En los ensayos realizados se utilizaron tiras comerciales de 7 cm con rangos de pH 

lineales de 3-10 y 4-7. Y tiras de 13 cm con rangos de pH lineal de 4-7 y no lineal de 3-10 

(estas últimas tiras fueron utilizadas para las proteínas nucleares). 

Antes de sembrar las muestras en las tiras se prepararon como se detalla a 

continuación:  

 Preparación para el sembrado en tiras de 7 cm, pH 3-10, se prepararon 200 µg de 

proteínas totales en 125 µl de volumen final de BIEF suplementado con 60 mM DTT; 0,5 

%  (p/v) de anfolitos pH 3-10, 0,01 %  (p/v) BPB.  

 Preparación para el sembrado en tiras de 7 cm, pH 4-7, se prepararon 200 µg de 

proteínas totales en 125 µl de volumen final de BIEF suplementado con 10 mM DTT, 0,5 

%  p/v de anfolitos pH 4-7, 1,2 %  DeStreak Reagent (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA), 

0,01 %  BPB.  

 Preparación para el sembrado en tiras de 13 cm con intervalo de pH 4-7 se 

prepararon 450 µg de proteínas totales en un volumen final de 250 µl con 10 mM DTT, 

0,5 %  p/v de anfolitos pH 4-7, 1,2%  DeStreak Reagent, 0,01 %  BPB.  

Las muestras preparadas fueron incubadas 1 h a 30 °C y se la centrifugó a 10.000 g 5 min 

a temperatura ambiente. El sobrenadante de cada muestra fue colocado por separado en 

cada una de las calles del Immobilin DryStrip Reswelling Trays (GE Healthcare, Piscataway, NJ, 

USA). Luego se colocaron las tiras comerciales con la parte del gel hacia abajo en las calles 

que contenían las muestras. Se cubrió cada una de las calles con 3 ml de aceite mineral 

(Drystrip cover fluid, Amersham Biosciences, USA) para prevenir la evaporación de la muestra 

http://www.gehealthcare.com/
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y la cristalización de la urea. Se incubaron 16 h a 30 ˚C para permitir la hidratación de las 

tiras. 

Las proteínas de extractos nucleares se sembraron mediante otro método que se 

denomina cup loading, segúﾐ las iﾐstヴuIIioﾐes ケue se eﾐIueﾐtヴaﾐ eﾐ el Maﾐual さ2-D 

Electrophoresis: Principles and Methods” de GE-Healthcare 

(http://www.med.unc.edu/sysprot/files/2D% 20Manual% 20from% 20GE.pdf). En este caso se 

realiza la hidratación de la tira ON con BIEF y la muestra se siembra al principio de la corrida 

mediante pocillos que se colocan en el extremo catódico o anódico del gel, nosotros los 

colocamos en el extremo anódico. 

3.3.16.2 Primera dimensión: Isoelectroenfoque (IEF) 

Una vez completado el proceso de hidratación se colocaron las tiras comerciales con el 

gel hacia arriba en las calles del Manifold (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA). Se colocaron 

en los extremos de las tiras papeles hidratados con 200 l de agua desionizada. Se 

aseguraron los electrodos en el Manifold. Se cubrieron las calles del Manifold donde estaban 

las tiras con aceite mineral hasta cubrir totalmente la calle. El IEF se llevó a cabo en un 

sistema Ettan IPGphor 3 (Amersham Biosciences, USA). Para las tiras de 7 cm, pH 3-10, el IEF 

se llevó a cabo hasta un voltaje total de 8.000 V, para las tiras de 7 cm, pH 4-7, el IEF se llevó 

a cabo hasta un voltaje total de 6.600 V y para las tiras de 13 cm, pH 4-7, el IEF se llevó a cabo 

hasta un voltaje total de 19.800 V. El protocolo de corrida en cada caso fue el sugerido en el 

Maﾐual さ2-D Electrophoresis: Principles and Methods” de GE-Healthcare. Finalizada la 

corrida, las tiras se guardaron a -80 °C. 

3.3.16.3  Equilibrado de las muestras 

Las proteínas enfocadas en la tira se encuentran sin carga neta y no pueden migrar en 

una electroforesis SDS-PAGE. Entonces para cargar negativamente las proteínas antes de la 

electroforesis en SDS-PAGE, las tiras fueron incubadas a temperatura ambiente con agitación 

suave durante 20 min en 4 ml de Buffer de equilibrio (BEI) con 40 mg de DTT (para reducir los 

grupos tioles de las proteínas). Luego se traspasó la tira a 4 ml de BEI con 180 mg de 

yodoacetamida (para alquilar los grupos tioles de modo no reversible y reaccionar con el 

exceso de DTT) y 0,01%  BPB, y se lo agitó a temperatura ambiente 20 min. Luego se procedió 

inmediatamente a correr la segunda dimensión. 

 BEI: 50 mM Tris-HCl pH 8,8; 6 M urea; 30 %  glicerol; 2 %  SDS; 0,01 %  BPB. 

file:///C:/Downloads/GE-Healthcare
http://www.med.unc.edu/sysprot/files/2D%20Manual%20from%20GE.pdf
file:///C:/Downloads/GE-Healthcare
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3.3.16.4 Segunda Dimensión: SDS-PAGE 

Para la segunda dimensión se utilizaron geles 10 o 12 %  de acrilamida-bisacrilamida, 

según se señala en cada caso. La tira comercial se sumergió 3 veces en buffer de corrida Tris-

Glicina 1X - SDS 0,15 % . En la calle del gel, se colocó la tira y se cubrió con una solución que 

contenía 1 ml de agarosa 0,5 %  fundida en Buffer de corrida y 30 µl BPB. Una vez solidificada 

la agarosa, se armó el dispositivo de geles, y se comenzó la corrida. Los geles se corrieron a 

12 mA, 1 h y luego a 25 mA. Como buffer de electroforesis, se utilizó Tris Glicina 1X, SDS 0,15 

% . 

3.3.16.5 Adquisición de imágenes y detección de spots 

Los geles fueron teñidos con una solución de Coomassie (ver punto 3.3.9) y una vez 

desteñidos con agua desionizada fueron escaneados utilizando el Image Scanner III (GE 

Healthcare, Piscataway, NJ, USA) con una resolución de 300 dpi (dots per inch) en escala de 

grises. Las imágenes se analizaron utilizando el programa Image Master 2D Platinum versión 

7.0 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA). Con este programa se detectaron los spots, se 

cuantificaron y se realizó el match entre los spots de los diferentes geles. Para compensar las 

posibles variaciones experimentales (por ejemplo cantidad de proteína que se cargó en cada 

gel o diferencias en la tinción entre geles) se utilizó como parámetro de comparación al 

volumen normalizado (%  vol) de cada spot.  

3.3.16.6 Análisis estadísticos de los geles 2D 

Se generaron listas con los %  vol de los spots de los geles a comparar y se las utilizaron 

para los análisis estadísticos. Se trabajó con el paquete estadístico Limma (Smyth, 2005) 

dentro del entorno R. Para el análisis se seleccionaron sólo aquellos spots que estaban 

presentes en al menos 3 geles de las muestras WT y en 3 geles de las muestras del cuádruple 

mutante phyA phyB cry1 cry2 de los 4 geles totales realizados para cada genotipo. El % vol se 

transformó a Log (%  vol) (datos crudos) y se normalizó entre geles utilizando 2 algoritmos 

típicamente utilizados para la normalización de datos de microarreglos (Quantile y Scale) 

(Smyth y Speed, 2003) pero que también se usan en análisis proteómicos (Kultima et al., 

2006). Una normalización optima se logró con el algoritmo Quantile porque se obtuvieron 

varianzas similares entre los geles (mismo tamaño de cajas) (Fig. 3.3). Los datos normalizados 

fueron ajustados a un modelo linear usando la función lmFit Limma (Smyth, 2005) y el 

método empírico de Bayes (Smyth, 2004) se utilizó para comparar los spots. Aquellos spots 

con un p-valor < 0,05 y una tasa de cambio (FC, del inglés fold change) > 1,5 se consideraron 
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diferencialmente expresados. Sólo spots que se observaban claramente como picos únicos se 

cortaron para ser analizados en el servicio de MS del CEQUIBIEM 

(www.qb.fcen.uba.ar/cequibiem), donde se utiliza un espectrómetro MALDI-TOF/TOF 

(Desorción/ionización láser asistida por una matriz-tiempo de vuelo/tiempo de vuelo, del 

inglés Matrix-assisted laser desorption/ionization-Time Of Flight/Time Of Flight). 

 

Figura 3.3. Comparación de la distribución de spots en cada gel con los datos crudos y normalizados 
por los algoritmos Scale y Quantile. Este análisis corresponde a los geles de plántulas etioladas, pero 
en las demás comparaciones realizadas se observó un comportamiento similar.  

3.3.16.7 Análisis bioinformáticos de las proteínas identificadas 

Para determinar que GO (ontologías genéticas) se encontraban estadísticamente sobre-

representadas utilizamos el complemento BiNGO en la interfase de Cytoscape, que es un 

software de uso libre útil para visualizar e integrar redes (Maere et al., 2005). 

Para construir las redes usamos GeneMANIA (http://www.genemania.org/). Este 

programa contiene una amplia base de datos que permite predecir asociación funcional 

entre genes. Contiene datos de interacción proteína-proteína, proteína-ADN e interacciones 

génicas, datos de co-expresión de ARNm y proteínas, de co-localización e información sobre 

los dominios de las proteínas. La red generada la visualizamos con Cytoscape y utilizamos un 

complemento del programa para analizar la topología de la red. Para analizar datos de 

microarreglos disponibles on-line usamos Genenvestigator (www.genevestigator.com/gv). 

3.3.17 Enriquecimiento en proteínas nucleares 

Esta sección de la tesis se realizó mediante una colaboración con el Laboratorio de la 

Dra. Mattei en la Universidad La Sapienza de Roma, Italia. Semillas de Arabidopsis thaliana 

ecotipo Ler esterilizadas se sembraron en MS 0,5X- agar 0,8 %  suplementado con sacarosa 

0,5 % . Se estratificaron entre 2 y 3 días a 4 °C en oscuridad. Luego se colocaron en cámaras 

bajo luz continua a 22 °C y se cosecharon en el estadio 1.02. Apenas cosechadas las plántulas 

http://www.qb.fcen.uba.ar/cequibiem
http://www.genemania.org/
http://www.cytoscape.org/
http://www.genevestigator.com/gv
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se congelaron en N2 liquido, se procesaron en el momento o se guardó el tejido a -80 °C 

hasta su procesamiento. 

3.3.17.1 Aislamiento de núcleos 

El protocolo de aislamiento se desarrolló usando de base los ya publicados por Folta y 

Kaufman (2006), y por Calikowski y Meier (2006). Se homogeneizaron 5-7 gr de tejido en N2 

líquido hasta obtener un fino polvo. Se descongeló a 4 °C en continua agitación en 20-25 ml 

de BE. Se agregó 0,625 ml de Tritón X-100 25 %  (v/v) lentamente en continua agitación (5 

min). Se filtró con una capa de Miracloth (Calbiochem, San Diego, CA, USA) y luego con 3 

capas (previamente bañadas con BE frío). Se llevó a 30 ml finales con BE y se le agregó 0,625 

ml de Tritón X-100 25%  (v/v) para llegar a una concentración final de 1 % . Se centrifugó a 

1.000 g 10 min a 4 °C en un rotor basculante (centrífuga Universal320R, Hettich, rotor 1617). 

Se descartó el sobrenadante. El pellet se resuspendió en 10 ml de Percoll 80 %  en Buffer de 

gradiente (BG). El gradiente discontinuo se montó en una cámara fría (4 °C) del siguiente 

modo: con una pipeta pasteur se colocó lenta y sucesivamente 10 ml de Percoll 80 % , 10 ml 

del 60 % , 10 ml del 30 % , 10 ml 0 %  (BG 1X). Se centrifugó en un rotor basculante a 1.000 g 

durante 100 min. La fracción nuclear, que se encontraba en la interfase 30-60 % , se tomó con 

una pipeta pasteur y se resuspendió en 20 ml de BG. Con una pipeta pasteur se agregaron en 

el fondo del tubo 6 ml de Percoll 30 %  y se centrifugó a 2.000 g durante 10 min, el pellet se 

resuspendió en 20 ml de BG. Se centrifugó a 850 g 10 min, se descartó el sobrenadante 

tratando de no disturbar el pellet. El pellet se resuspendió en el sobrenadante residual y se 

pasó a un microtubo (a este punto se tomaron 2 µl para la microscopía de fluorescencia), se 

centrifugó nuevamente a 850 g 10 min y se eliminó el sobrenadante. Los núcleos se 

congelaron en N2 líquido y se guardaron a -80 °C hasta su uso.  

 BE: 1 M hexilenglicol (2-metil-2,4-pentanodiol); 20 mM PIPES-KOH (pH 7,0); 10 mM 

MgCl2 y 5 mM 2-ME. 

 BG: 0,5 M hexilenglicol; 5 mM PIPES-KOH (pH 7,0), 10 mM MgCl2; 5 mM 2-ME y 1 %  

Tritón X-100. El BG se prepara 5X y se diluye para obtener las distintas soluciones de 

gradiente. 

3.3.17.2 Tinción con DAPI 

Se observaron los núcleos realizando la tinción específica de los mismos con 4',6-

diamidino-2-fenil indol (DAPI). 2 µl de la fracción nuclear se tiñó durante 10 min con 3 µg/ml 

DAPI en 0,1 M PBS pH 7,4 en oscuridad a temperatura ambiente. Luego se lavó con PBS. Para 
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la obtención de las imágenes microscópicas, 8 µl de la suspensión se observaron a 40X y 

100X. Las imágenes se tomaron con filtro UV. 

3.3.17.3 Protocolo 4: Extracción de proteínas nucleares 

Las proteínas nucleares fueron extraídas usando el reactivo Iso-RNA Lysis Buffer 

(5Prime), que es una solución a base de fenol y tiocianato de guanidina, siguiendo las 

instrucciones del fabricante con las modificaciones propuestas por Kirkland et al. (2006). 

Brevemente, la fracción nuclear se resuspendió en Iso-RNA Lysis Buffer, cada 120 mg de 

fracción nuclear 1 ml de Buffer. La muestra se sonicó durante 3 min en hielo y se agitó 

vigorosamente 10 min a temperatura ambiente para romper completamente la membranas 

nucleares. La mezcla se incubó a temperatura ambiente sin agitación 5 min. Luego se 

agregaron 0,2 ml de cloroformo por cada ml de Buffer inicial, se agitó vigorosamente 15 seg y 

se dejó reposar 5 min para que se separen lentamente las fases. Se centrifugó a 12.000 g 15 

min a 4 °C y se removió la fase acuosa superior que contenía el ARN. La fase fenólica se 

mezcló por inversión con 0,3 ml de etanol 100%  por cada ml de Buffer inicial para precipitar 

el ADN y se incubó a temperatura ambiente durante 3 min. Luego se centrifugó a 12.000 g 5 

min a 4 °C, quedando en la fase inferior el ADN. Se tomó la fase superior y las proteínas se 

precipitaron con 1,5 ml de isopropanol por cada ml de Buffer inicial. La muestra se incubó a 

temperatura ambiente 15 min y se centrifugó a 12.000 g 15 min a 4 °C. El sobrenadante se 

descartó y el precipitado de proteínas se rompió mecánicamente con una punta de plástico. 

Se agregaron 2 ml de 300 mM hidrocloruro de guanidina en etanol 95 %  (v/v), se incubó a 

temperatura ambiente durante 20 min y se centrifugó a 12.000 g durante 5 min a 4 °C. Este 

paso se realizó 4 veces para remover el fenol residual. Luego la muestra se lavó 2 veces con 2 

ml de Acetona fría para remover sales residuales y se dejó secar en contacto con el aire. El 

precipitado se resuspendió en BIEF, se cuantificó y se guardó a -80 °C hasta su uso. 

 BIEF: 1 mM Tris-HCl pH 8,0; 7 M urea, 2 M tiourea; 1 %  (p/v) ASB-14 y 2 %  (p/v) 

CHAPS. 

3.3.17.4 Western Blots de proteínas nucleares 

Se corrieron aproximadamente 10 µg de proteínas totales y 10 µg de proteínas 

nucleares por duplicado en geles SDS-PAGE. Una mitad se tiñó con Coomassie y la otra se 

transfirió como se detalla en la sección 3.3.10. Los Western Blots también se realizaron como 

se indica en dicha sección, primero usando como anticuerpo primario anti-histona4 1/1000 y 

como secundario IgG anti-conejo conjugado a peroxidasa de rabanito diluido 1/4000, y luego 

usando como anticuerpo primario Anti-RubiscoL 1/1000 y como secundario IgG anti-conejo. 
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3.3.17.5 Nano-LC/ESI/MS/MS 

Se corrieron extractos de proteínas en geles SDS-PAGE, se tiñeron con Coomassie G-250. 

Se cortaron diferentes bandas que fueron digeridas con tripsina y analizadas en un 

espectrómetro de masa Nano-LC/ESI/Orbitrap. Para identificar las proteínas se confrontaron 

los espectros obtenidos contra el proteoma de Arabidopsis usando el algoritmo de búsqueda 

Sequest (ThermoFisher). Usando el programa SeqViewer (http://bbc.botany.utoronto.ca) se 

clasificaron las proteínas según Cellular component-GO. 

3.3.18 Differential in-gel electrophoresis (DIGE) y tinción con Pro-Q 

Para analizar los extractos de proteínas nucleares utilizamos la técnica de geles 2D 

llamada DIGE. En esta técnica se marcan con diferentes fluoróforos (Cy3, Cy5 y Cy2) a los 

extractos proteicos y se los mezcla antes de largar la primera dimensión. Esto trae varías 

ventajas en comparación con los 2D tradicionales: al correr las proteínas de ambos genotipos 

en el mismo gel se disminuye la variabilidad aportada por realizar IEF en tiras de pH 

separados; además, el match entre spots es más simple y en cada gel se corre un pool de 

proteínas marcadas con un tercer fluoróforo (Cy2) lo que permite una mejor normalización 

entre geles; finalmente, los fluoróforos responden de modo lineal a la concentración de 

proteínas en un rango de 5 órdenes de magnitud mientras que con Coomassie el rango es de 

3 órdenes de magnitud. Para el marcado de las proteínas utilizamos el Kit CyDye DIGE fluor 

minimal (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) siguiendo las instrucciones del comerciante. 

Realizamos 3 réplicas biológicas y una réplica técnica de cada réplica biológica con cambio de 

fluoróforo según el siguiente esquema: 

GEL 1 GEL 2 GEL 3 GEL 4 GEL 5 GEL6 

WT 1 - Cy5 WT 2 - Cy5 WT 1 - Cy5 WT 1 - Cy3 WT 2 - Cy3 WT 3 - Cy3 

MUT3 - Cy3 MUT3 - Cy3 MUT2 - Cy3 MUT1 - Cy5 MUT3 - Cy5 MUT2 - Cy5 

POOL – Cy2 POOL – Cy2 POOL – Cy2 POOL – Cy2 POOL – Cy2 POOL – Cy2 

Luego de la marcación la electroforesis 2D se realizó como se detalló en la sección 

3.3.16. La adquisición de imágenes se realizó con un Typhoon TM 9410 imager (GE 

Healthcare). Luego de escanear los geles, los teñimos con Pro-Q Diamond (Molecular Probe, 

Invitrogen), un fluoróforo específico de proteínas fosforiladas. Adquirimos las imágenes de 

los geles nuevamente en las mismas condiciones que para los geles de DIGE. La tinción 

específica del Pro-Q Diamond y el fluoróforo Cy3 tienen espectros similares de fluorescencia. 

Entonces las fosfoproteínas se detectan como spots con un aumento en la fluorescencia de 

Cy3 (Stasyk et al., 2005, Fig. 3.4). 
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Figura 3.4. Principio de la combinación de los métodos 
de fluorescencia. A. El gel 2D con tres muestras 
marcadas con diferentes CyDye DIGE minimal dyes se 
escanea 3 veces, excitando cada vez un fluoróforo con 
una longitudes de onda de emisión particular. B. Luego 
de la tinción específica con Pro-Q Diamond se vuelve a 
escanear a las mismas longitudes de onda, y las 
fosfoproteínas se detectan como un aumento en la 
intensidad del canal de Cy3 (Cy3 + Q). En la parte 
inferior se detallan las longitudes de onda de excitación 
y emisión de cada fluoróforo (Ex/Em). Imagen tomada 
de (Stasyk et al., 2005). 

 

 

El análisis de los geles se realizó usando el programa DeCyder BVA V 6.5 (GE Healthcare), 

un programa diseñado específicamente para ser usado con DIGE. 

3.4 Ensayos fisiológicos 

3.4.1 Mediciones del gancho apical y del largo del hipocotilo 

Para la medición de la apertura del gancho apical, las semillas se sembraron en cajas 

transparentes cuadradas de plástico con MS 0,5X – agar 0,8 %  suplementado en los casos 

indicados con sacarosa 1%  o glucosa 0,53%  como se explica en la sección 3.2. Luego del pulso 

de luz para inducir la germinación, se guardaron en oscuridad verticalmente a 21 °C. En los 

tiempos indicados se fotografiaron con una cámara Canon (Power Shot G9) bajo luz verde 

tenue. La apertura del gancho apical se midió utilizando el programa de libre acceso ImageJ 

1.43u (http://rsb.info.nih.gov/ij/). En cada placa se midieron entre 5 y 8 plántulas de cada 

genotipo y la media de dichas mediciones se consideró una réplica biológica. 

Para la medición del largo del hipocotilo de las plántulas sometidas a los diferentes 

tratamientos lumínicos se utilizó una regla con una precisión de 0,5mm y se promediaron las 

mediciones de las 10 plantas más altas. Cada tratamiento se realizó como mínimo por 

triplicado y cada placa se consideró una réplica biológica (Fankhauser y Casal, 2004). 

3.4.2 Medición de los niveles de Antocianas  

Para la medición de antocianas semillas del genotipo WT (Col), los simples mutantes 

cry1-304 y gpa1-3 y el doble mutante cry1 gpa1 fueron tratadas como se detalla en la sección 

3.2. Luego del pulso de germinación, se dejaron en oscuridad 24 h y un grupo de placas 

quedó en oscuridad mientras que el otro se expuso a luz azul continua (9 µmol m-2s-1, acrílico 

azul Paolini 2031) durante 3 días. Se cosecharon 50 plántulas de cada genotipo, se colocaron 

en 600 µl de una solución 1%  (v/v) HCl-Metanol, la mezcla se vortexeó durante pocos 
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segundos y se colocó 48 h a 4 °C en oscuridad. Luego se centrifugaron 1 min a máxima 

velocidad y se midió la absorbancia de la solución a 530 nm y 657 nm. La concentración de 

antocianas (µg/ml) se calculó como A530 nm – 0,25 x A657 nm, dónde 0,25 x A657 nm se 

utiliza para compensar la absorbancia a 530 nm de la clorofila y los productos derivados de 

su degradación (Mancinelli et al., 1991). 

3.4.3 Medición de los niveles de Clorofila 

Para la medición de los niveles de clorofila de plántulas, semillas del genotipo WT (Ler) y 

del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 fueron tratadas como se detalla en la sección 3.2 

y crecidas en placas de Petri con MS 0,5X hasta el estadio 1.02 bajo luz continua. Luego se 

homogeneizaron 10 plántulas en Acetona 80 % , se centrifugó 5 min a máxima velocidad y se 

midió la absorbancia de la solución a 645 nm, 663 nm y 710 nm. La concentración de clorofila 

(µg/ml) se calculó como 8,02 x (A663 nm – A710 nm) + 20,1 x (A645 nm – A710 nm) (Oyama 

et al., 1997), se dividió por el número de plántulas para tener µg de clorofila por plántula. 

Paralelamente se midió el área verde de plántulas crecidas en el mismo momento 

(cotiledones más las 2 primeras hojas de la roseta de 5 plántulas) usando el programa ImageJ 

para estimar los µg de clorofila por unidad de área. 

Para medir los niveles de clorofila de plantas adultas, se crecieron las plantas en macetas 

como se indica en la sección 3.2. El genotipo WT (Ler) se creció durante 44 días y el cuádruple 

mutante phyA phyB cry1 cry2 durante 44 y 65 días. Con un sacabocados se tomaron muestras 

de las hojas roseta y se extrajo la clorofila como se hizo con las plántulas.  

3.4.4 Medición de la tasa fotosintética 

Plantas WT Ler y cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2 se crecieron en macetas 44 o 

65 días según se indica en cada experimento. El intercambio de CO2 y la tasa de transpiración 

se midió con un sistema portátil Li-COR 6200 (LI-COR Inc., Lincon, NE). El CO2 de la celda de 

referencia se fijó en 400 ppm y el intercambio de CO2 se midió a 900 µmol m-2 s-1 PPFD 

(densidad de flujo de fotones fotosintéticos). El consumo neto de CO2 y la tasa de 

transpiración se relativizó al área de las hojas utilizadas. Se analizaron dos grupos de 4 

plantas crecidas en diferentes momentos. Estos experimentos se llevaron a cabo en 

colaboración con el Dr. Ploschuk de la Facultad de Agronomía (UBA). 

3.4.5 Medición de la composición de ácidos grasos  

Semillas del genotipo WT (Ler) y del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 fueron 

tratadas como se detalla en la sección 3.2 y crecidas hasta el estadio 1.02 bajo luz continua y 
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cosechadas en N2 líquido. La extracción de lípidos totales, transmetilación de los mismos y la 

medición mediante cromatografía gaseosa de la composición de ácidos grasos la realizó el Dr. 

Fernando García del INIBIOLP (Instituto de Investigaciones Bioquímicas de La Plata). Se 

realizaron 3 réplicas biológicas independientes, y una réplica técnica de cada medición. 

3.4.6 Ensayos de tolerancia al frío y al calor 

Los ensayos de tolerancia al frío se realizaron con plántulas en el estadio 1.02 crecidas 

en macetas de los genotipos WT (Ler), simple mutante phyB y cuádruple mutante phyA phyB 

cry1 cry2. Las plantas fueron colocadas en un congelador a -5 °C durante 4 h o 6,5 h. Una vez 

retiradas se dejaron descongelar. Cinco días después se contabilizó el número de plantas de 

cada genotipo que sobrevivieron. 

Para los ensayos de tolerancia al calor semillas del genotipo WT (Ler), de los dobles 

mutantes phyA phyB y cry1 cry2, y del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 fueron 

tratadas como se detalla en la sección 3.2 y crecidas hasta el estadio 1.02 bajo luz continua 

en placas de Petri con MS 0,5X bajo luz continua 22 °C hasta el estadio 1.02. Se trataron las 

placas durante 40 min a distintas temperaturas (40 °C, 43 °C y 44 °C) y un grupo control 

permaneció a 22 °C. Luego de 5 días se cosecharon 50 plántulas de cada genotipo y se las 

secó a 85°C durante 24 h. El peso seco promedio de 50 plántulas de cada placa se consideró 

una réplica biológica. El experimento se repitió al menos 5 veces para cada genotipo. 

3.4.7 Ensayos de resistencia a la sequía 

Plantas WT Ler y cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2 se crecieron en macetas de 3 

cm de diámetro y, cuando alcanzaron estadio 1.03 (con 3 hojas de la roseta), se dejaron de 

regar durante 14 días. Cinco días después de retomado el riego se contabilizó cuántas plantas 

de cada genotipo habían sobrevivido. Cada bandeja con al menos 15 plantas de cada 

genotipo (3 plantas por maceta) se consideró una réplica biológica (se realizaron 4 réplicas 

biológicas). 

3.4.8 Estadística en ensayos fisiológicos 

Los datos se analizaron mediante Análisis de la Varianza (ANOVA). La homocedacea de 

los datos se comprobó mediante la prueba de Levene´s y Normalidad se ensayó mediante la 

Prueba Shapiro-Wilks modificada. Cuando los datos crudos no cumplían alguno de estos dos 

supuestos se transformaron de modo tal que los cumplan antes de realizar el ANOVA. Estos 

análisis se realizaron utilizando la versión libre del programa estadístico INFOSTAT 

(http://www.infostat.com.ar/).  
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4 Capítulo I: 

Estudio de la participación de la subunidad α de la proteína G 
heterotrimérica GPA1 en la fototransducción de señales: 

Interacción genética entre cry1 y GPA1 en Arabidopsis thaliana. 
 

Introducción 

Como mencionamos en la introducción, en el genoma de Arabidopsis se conoce sólo una 

Gα IaﾐóﾐiIa ふGPA1), cuya expresión ha sido observada en todos los órganos y estadios del 

desarrollo de la planta (Ma et al., 1990). Ensayos celulares, fisiológicos, genéticos y 

bioquímicos llevados a cabo en mutantes gpa1, sugieren que la subunidad α de la proteína G 

Heterotrimérica participa de la transducción de señales en numerosos procesos durante el 

desarrollo de Arabidopsis. Entre las respuestas más estudiadas se encuentra la participación 

de Gα eﾐ ┗ías de señalizaIióﾐ de hoヴﾏoﾐas, pヴiﾐIipalﾏeﾐte eﾐ ヴespuestas ヴeguladas poヴ ABA 

como son la germinación de la semilla (Pandey y Assmann, 2004; Pandey et al., 2006) y la 

apertura de estomas (Wang et al., 2001).  

Durante la década de los 90 distintos trabajos han involucrado a la subunidad α de la 

proteína G heterotrimérica en la transducción de señales lumínicas en plantas tanto en 

respuesta a la luz R, RL como a la luz azul (Muschietti et al., 1993; Neuhaus et al., 1993; 

Romero y Lam, 1993; Warpeha et al., 1992; Warpeha et al., 1991). Sin embargo, como ya lo 

mencionamos en la introducción (1.7.3), la participación de GPA1 en fotomorfogénesis fue 

siempre controversial. Un claro ejemplo de esto son los resultados reportados sobre la 

participación de GPA1 en la elongación del hipocotilo. Plántulas transgénicas sobre-

expresantes de GPA1, fueron hipersensibles a la luz R, RL y azul (es decir, sus hipocotilos eran 

más cortos que los de plantas WT) (Okamoto et al., 2001). El estudio de plántulas mutantes 

simples phyA, phyB y cry1 que sobre-expresaban GPA1, sugirió que estas respuestas 

exageradas de inhibición de la elongación del hipocotilo a la luz R y RL requerirían de la 

presencia de phyB y phyA respectivamente, mientras que la respuesta a la luz azul estaría 

mediada por un fotorreceptor diferente de cry1 (Okamoto et al., 2001). En ese mismo año se 

mostró que la sobre-expresión de GPA1 inducía ectópicamente la división celular (Ullah et al., 

2001). En estudios posteriores, se observó que diferentes líneas sobre-expresantes de GPA1 

tenían fenotipos difíciles de explicar (Jones et al., 2003) y que diferentes alelos simples 

mutantes gpa1 tenían hipocotilos WT a distintos flujos de luz R y RL (Jones et al., 2003). Estos 

resultados no eran coherentes con lo anteriormente propuesto por Okamoto et al. (2001) 

dado que sugerían que GPA1 no estaría involucrado en la inhibición de la elongación del 
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hipocotilo bajo R o RL (Jones et al., 2003). Recientemente volvió a proponerse la participación 

de GPA1 en dos vías de señalización de la luz R y RL (diferentes a la inhibición del alargamiento 

del hipocotilo): la germinación de la semilla (Botto et al., 2009) y la muerte celular en 

hipocotilos (Wei et al., 2008), ambas mediadas por phyA. Por otro lado, hasta la fecha no se 

conocen reportes que vinculen a GPA1 con algún fotorreceptor de luz azul, más allá de que 

han sido reportados cambios de actividad en luz azul de la subunidad α de la pヴoteíﾐa G 

heterotrimérica en distintas especies y se ha involucrado a GPA1 en caminos de señalización 

iniciados por luz azul (Warpeha et al., 2006; Warpeha et al., 2007) (ver introducción: 1.7.3). 

En hojas de plantas mutantes gpa1 la unión de GTP se encontró reducida en comparación 

con el genotipo WT (Colucci et al., 2002). Por lo tanto, decidimos evaluar la posible 

participación de GPA1 en los caminos de señalización por luz midiendo la unión de GTP en los 

mutantes simples de los fotorreceptores phyA, phyB, cry1 y cry2.  

Este capítulo está dividido en cuatro secciones: en la primera analizamos la unión de GTP 

en extractos proteicos de plántulas simples mutantes phyA, phyB, cry1 y cry2 crecidas en 

oscuridad o expuestas a un pulso de luz (4.1). En la segunda sección analizamos la interacción 

genética entre cry1 y GPA1 en la apertura del gancho apical (4.2). En la tercera sección 

exponemos ensayos moleculares realizados con el objetivo de estudiar el mecanismo 

molecular de interacción entre cry1 y GPA1 (4.3). Finalmente estudiamos la posible interacción 

entre cry1 y GPA1 bajo luz azul (4.4). 
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Resultados 

4.1 La unión de GTP-γ35S se encuentra disminuida en el mutante cry1 

Proteínas totales fueron extraídas de plántulas de ecotipo Ler crecidas en oscuridad 

durante 3 días, tratadas o no con un pulso de luz blanca de 2 min. Medimos la capacidad de 

dichos extractos de unir un análogo no hidrolizable de GTP, GTP-γ35S. El tratamiento de luz no 

tuvo un efecto significativo sobre la unión de GTP-γ35S en el genotipo WT ni sobre la unión de 

GTP-γ35S en los mutantes de fotorreceptores (Fig. 4.1). Sin embargo, la unión de GTP-γ35S del 

mutante cry1-1 fue significativamente menor tanto en oscuridad como bajo luz blanca 

comparada con la del WT mientras que los mutantes phyA, phyB e incluso el mutante cry2 no 

diferían significativamente del mismo (Fig. 4.1). Cabe resaltar que tampoco logramos un 

aumento de la unión de GTP-γ35S por luz cuando repetimos el experimento tratando los 

extractos proteicos con 1 min, 5 min, 10 min o 15 min de luz blanca (datos no mostrados). Esto 

podría deberse a que al utilizar luz blanca como tratamiento los fotorreceptores puedan tener 

interacciones sinérgicas y/o antagónicas entre ellos dificultando detectar un aumento de la 

unión de GTP-γ35S. 

 

Figura 4.1 Unión de GTP-γ35
S en extractos proteicos extraídos a partir de los mutantes de 

fotorreceptores phyA, phyB, cry1-1 y cry2. Plántulas de ecotipo Ler fueron crecidas 3 días en 

oscuridad y cosechadas bajo luz verde tenue. Proteínas totales fueron extraídas, expuestas a 2 min 

de luz o oscuridad y se ensayó la unión de GTP-γ35
S de los extractos. Los datos representan la media 

+ EE de al menos 4 réplicas biológicas de cada genotipo. Analizamos los datos mediante un ANOVA 

de 2 vías, seguido de un test de Dunnet, * p < 0,05. 

La unión de GTP-γ35S del mutante cry1-1 fue aproximadamente un 50 %  menor que la del 

genotipo WT y fue independiente de la presencia de luz (Fig. 4.1). Con el propósito de analizar 

si esta disminución en la unión de GTP-γ35S era dependiente del ecotipo estudiamos los niveles 

de unión de GTP-γ35S en el ecotipo Col, incorporando como control el mutante gpa1 (que no 
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se encontraba disponible en el ecotipo Ler). En estos ensayos usamos el mutante cry1-304, 

alelo mutante obtenido por bombardeo de neutrones (Bruggemann et al., 1996). La unión de 

GTP-γ35S del mutante cry1-304 fue comparable a la del mutante gpa1, siendo en ambos un 40 

%  menor que la del WT (Fig. 4.2).Dado que no esperábamos un efecto de la luz sobre la unión 

de GTP, realizamos los ensayos sólo en oscuridad. En el mutante gpa1 los niveles basales de 

unión de GTP-γ35S pueden ser atribuidos a otras proteínas que unen GTP (Bischoff et al., 1999; 

Moshkov et al., 2003; Pandey et al., 2009).  

 
Figura 4.2. Disminución de la unión de GTP-γ35

S en el 

mutante cry1-304. Las plántulas de ecotipo Col fueron 

crecidas 3 días en oscuridad y cosechadas bajo luz verde 

tenue. Se extrajeron proteínas totales y se ensayó la unión de 

GTP-γ35
S de los extractos. Los datos se relativizaron a los 

niveles en el WT y representan la media + EE de al menos 4 

réplicas biológicas de cada genotipo. * p < 0,05. 

 
 

Estos resultados demuestran que los niveles de unión de GTP-γ35S: a) fueron 

independientes de la luz, ya que fueron observados en oscuridad y no se modificaron por la luz 

en el genotipo WT; b) fueron regulados específicamente por cry1, ya que disminuyeron en el 

mutante cry1-304 a niveles comparables a los del mutante gpa1, así como también en el 

mutante cry1-1 sin disminuir en los mutantes simples de fotorreceptores phyA, phyB y cry2; c) 

fueron independientes del ecotipo ya que pudo observarse la disminución en mutantes cry1 

de los ecotipos Col y Ler. 

4.2 Interacción entre cry1 y GPA1 durante la apertura del gancho 
apical en oscuridad 

4.2.1 Alteración de la apertura del gancho apical en los mutantes cry1 en 
oscuridad 

Las plántulas mutantes gpa1 tienen un fenotipo marcadamente diferente del genotipo 

WT cuando crecen en oscuridad en un medio suplementado con sacarosa, presentando una 

mayor apertura del gancho apical y hipocotilo más corto (Ullah et al., 2001). La reducción de la 

unión de GTP observada en los mutantes cry1 en oscuridad (Fig. 4.1 y 4.2) nos motivó a 

estudiar si dichos mutantes tenía algún fenotipo en común con el mutante gpa1. Entonces, 

analizamos la participación de cry1 en la apertura del gancho apical en oscuridad y en 

presencia de sacarosa en el medio. Utilizamos plántulas del ecotipo Ler y del ecotipo Col. De 
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este último ecotipo utilizamos dos alelos mutantes de CRY1: cry1-304 y cry1 (proveniente de la 

colección SALK, ver Materiales y Métodos, M&M: 3.1). 

Plántulas del genotipo WT y simples mutantes cry1 y gpa1 fueron crecidas en oscuridad 

en un medio suplementado con sacarosa 1 %  midiendo la apertura del gancho apical 90 h 

después del pulso de germinación. Como esperábamos el mutante gpa1 presentó el gancho 

apical más abierto que el genotipo WT (Fig. 4.3 A) y el hipocotilo más corto (Fig. 4.3 C). Tanto 

el mutante cry1-1 del ecotipo Ler como ambos alelos mutantes cry1 del ecotipo Col mostraron 

una mayor apertura del gancho apical que el genotipo WT, aunque menor que aquella 

observada en el mutante gpa1 (Fig. 4.3).  

 

Figura 4.3. Apertura del gancho apical 90 h después del pulso de germinación de plántulas crecidas en 

oscuridad en un medio suplementado con sacarosa 1% . A. Apertura del gancho apical del genotipo WT, 

el simple mutante gpa1 y 2 alelos del simple mutante cry1 en el ecotipo Col. En el esquema del ángulo 

superior izquierdo se muestra cómo se realizó la medición del ángulo (a). B. Apertura del gancho apical 

del genotipo WT y el simple mutante cry1-1 en el ecotipo Ler. Los datos representan la media ± EE de 13 

réplicas biológicas (cada una de 15 plántulas), * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. C. Plántulas 

representativas de los fenotipos observados. 

Según lo observado en el ecotipo Col, los defectos de los mutantes cry1 en oscuridad y 

sacarosa fueron específicos para la apertura del gancho apical y no detectamos que la 

ausencia de cry1 produjera algún otro defecto en el desarrollo de la plántula en oscuridad. No 

encontramos diferencias con el genotipo WT en el largo del hipocotilo (mm, media ± EE, n= 15; 

WT: 5,8 ±0,3; cry1: 5,7 ± 0,2; cry1-304: 6,0 ± 0,3), en la tasa de germinación (% , media ± EE, n= 

5; WT: 82,4 ± 1,4; cry1: 87,1 ± 3,9; cry1-304: 89,0 ± 8,9) ni en el largo de la raíz (mm, media ± 

EE, n= 8; WT: 4,8 ± 0,3; cry1: 5,6 ± 0,1; cry1-304: 5,2 ± 0,1).  

El desarrollo del gancho apical involucra 3 etapas: formación, mantenimiento y apertura 

(Raz y Ecker, 1999). Con el objetivo de caracterizar la participación de cry1 en estas etapas 

estudiamos la dinámica de apertura del gancho apical en el mutante cry1-1. En este ensayo 
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decidimos incorporar a los simples mutantes, phyA, phyB y cry2, ya que se conoce la 

participación en presencia de luz de algunos de los fotorreceptores en la apertura del gancho 

apical (Liscum y Hangarter, 1993). La dinámica de apertura del genotipo WT fue diferente para 

plántulas crecidas en MS o MS suplementado con sacarosa 1 %  (Fig. 4.4 A). En nuestras 

condiciones, 60 h después del pulso de germinación el gancho apical ya se encontraba 

formado en el genotipo WT (es decir cerrado). Aproximadamente un día después (a las 85 h), 

en un medio MS sin sacarosa adicionada, el gancho apical se abrió aproximadamente en 70°, 

mientras que en sacarosa recién comenzaba a abrirse. A las 110 h la apertura del gancho apical 

fue la misma para todos los genotipos (Fig. 4.4 A). Es decir que, la sacarosa adicionada al medio 

retrasó la apertura del gancho apical en el WT. El comportamiento del mutante cry1-1 crecido 

en MS fue indistinguible del comportamiento del genotipo WT (Fig. 4.4 A). En cambio, en un 

medio MS suplementado con sacarosa 1%  el mutante cry1 presentó una mayor apertura del 

gancho apical que el genotipo WT (entre las 85 y 92 h) (Fig. 4.4 A). Es decir que el mutante cry1 

fue insensible a la inhibición de la apertura del gancho apical en presencia de sacarosa. Los 

simples mutantes phyA, phyB y cry2 se comportaron como el genotipo WT (Fig.4.4 B) 

sugiriendo que el cry1 sería el único fotorreceptor involucrado en esta respuesta.  

 

Figura 4.4. Dinámica de la apertura del gancho apical a partir de las 60 h después del pulso de 

germinación. A. Plántulas WT y mutantes cry1-1, en un medio (MS) con o sin la adición de sacarosa 1 % . 

B. Análisis de distintos mutantes simples de fotorreceptores en MS suplementado con sacarosa 1 % . Los 

genotipos utilizados en estos ensayos son de ecotipo Ler. Los datos representan la media ± EE de 5 

réplicas biológicas (cada una de 5 plántulas). 

De estos resultados podemos concluir que: a) cuando las plántulas son crecidas en 

oscuridad, la sacarosa inhibe la apertura del gancho apical y cry1 participaría de dicha 

inhibición, b) el fenotipo observado en plántulas mutantes cry1 sería ecotipo y alelo 

independiente y c) la inhibición de la apertura del gancho apical es específica del fotorreceptor 

cry1 ya que los simples mutantes phyA, phyB y cry2 se comportaron como el genotipo WT en 

todas las etapas del desarrollo del gancho apical.  
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4.2.2 Interacción entre  cry1 y GPA1 durante la apertura del gancho apical  

La observación de que el mutante cry1 falló en la unión de GTP-γ35S (Fig. 4.1 y 4.2) y que 

el fenotipo de gancho apical abierto observado en el mutante cry1 luego de 90 h en oscuridad 

se asemejaba al reportado para el mutante gpa1 (Ullah et al., 2001), nos llevó a estudiar si 

existía interacción entre cry1 y GPA1 durante la apertura del gancho apical en sacarosa. Para 

esto, cruzando los mutantes cry1-304 y gpa1-3, generamos el doble mutante cry1 gpa1. En un 

medio suplementado con sacarosa 1 % , 90 h después del pulso de germinación la apertura del 

gancho apical del mutante gpa1 (69°) y del mutante cry1 (46°) fueron mayores que la apertura 

del genotipo WT (30°), mientras que el doble mutante cry1 gpa1 presentó la misma apertura 

de gancho apical que el mutante gpa1 (Fig. 4.5 A). Los mutantes gpa1 y cry1 gpa1 también 

presentaron hipocotilos más cortos que el genotipo WT (Ullah et al., 2001, Fig. 4.5 B).  

 

Figura 4.5. Comparación fenotípica de plántulas WT, cry1-304, gpa1-3 y el doble mutante cry1 

gpa1. Las plántulas fueron crecidas en oscuridad en un medio suplementado con sacarosa 1 %  y 

medidas 90 h después de recibir un pulso de germinación. A. Apertura del gancho apical. B. Largo del 

hipocotilo. Los datos representan la media ± EE de 12 réplicas biológicas (cada una de 15 plántulas). 

Los datos se analizaron mediante un ANOVA de una vía, seguido de un test de Tukey; se representa 

con un asterisco la significancia de las diferencias de los distintos genotipos con el genotipo WT (* p 

< 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). 

Estos primeros resultados sugerían que había interacción genética entre cry1 y GPA1 al 

menos en la apertura del gancho apical en oscuridad, ya que si sus efectos fueran por vías 

completamente diferentes deberíamos haber observado un efecto aditivo de la apertura del 

gancho apical en el doble mutante cry1 gpa1. Con la intención de analizar en qué etapa/s de la 

apertura del gancho apical interaccionaban cry1 y GPA1 estudiamos la dinámica de apertura 

del gancho apical. El gancho apical del genotipo WT y del mutante cry1 comenzaron a abrirse 

85 h después del pulso de germinación y a las 90 h la apertura fue mayor en el mutante cry1 

(Fig. 4.6). Durante todo el intervalo de tiempo analizado la apertura del gancho apical del 
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mutante gpa1 fue significativamente mayor que la apertura del genotipo WT (Fig. 4.6). La 

apertura del gancho apical del doble mutante cry1 gpa1 fue similar a la apertura del mutante 

simple gpa1 en todos los puntos de la curva (Fig. 4.6). Luego de 100 h los mutantes cry1, gpa1 

y cry1 gpa1 presentaron una apertura similar del gancho apical (Fig. 4.6).  

 

Figura 4.6. Dinámica de la apertura del gancho apical en plántulas WT, en los simples mutantes 

cry1 y gpa1 y en el doble mutante cry1 gpa1 en MS-sacarosa 1 % . Apertura del gancho apical en 

plántulas crecidas en completa oscuridad en un medio suplementado con sacarosa 1 % . Los datos 

representan la media + EE de 6 réplicas biológicas (al menos 5 plántulas por réplica). 

Para analizar si la acción de GPA1 en la apertura del gancho apical era dependiente de la 

presencia de sacarosa en el medio, como ocurría con el mutante cry1 (Fig 4.4 A), estudiamos la 

dinámica de apertura del gancho apical en MS y observamos que en ausencia de sacarosa no 

había diferencias entre los genotipos (Fig. 4.7 A). Por otro lado, se encuentra reportado que el 

mutante gpa1 responde diferente que el WT no sólo en presencia de sacarosa sino también en 

presencia de glucosa (Chen et al., 2006b); por lo tanto decidimos analizar si el 

comportamiento observado en los mutantes era específico de la presencia de sacarosa o 

también se observaba en presencia de glucosa. Las plántulas de genotipo WT y simples 

mutantes cry1 se comportaron de modo similar en presencia de 0,5 %  glucosa (que se 

corresponde con la molaridad de 1 %  sacarosa), mientras que el mutante gpa1 y el doble 

mutante cry1 gpa1 presentaron una mayor apertura del gancho apical (Fig. 4.7 B) como en 

presencia de sacarosa. Estos resultados demuestran que en el simple mutante cry1 la 

alteración de la apertura del gancho apical sería dependiente exclusivamente de la presencia 

de sacarosa mientras que en el mutante gpa1 sería independiente del tipo de azúcar. 
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Figura 4.7. Dinámica de la apertura del gancho apical en plántulas WT, en los simples mutantes 

cry1 y gpa1 y en el doble mutante cry1 gpa1 en MS y MS suplementado con 0,5 %  glucosa. A. 

Dinámica de apertura en MS. B. Dinámica de apertura en 0,5 %  de glucosa. Los datos representan la 

media + EE de 4 réplicas cada curva (al menos 4 plántulas en cada réplica). 

En resumen, todos estos resultados sugieren interacción entre cry1 y GPA1 en la apertura 

del gancho apical en oscuridad ya que los efectos de las mutaciones cry1 y gpa1 no fueron 

aditivos (Fig. 4.5 A, 4.6). Esta interacción sería específica para la apertura del gancho apical ya 

que cry1 no tuvo un efecto sobre la elongación del hipocotilo (Fig. 4.5 B). La interacción fue 

específica de la presencia de sacarosa en el medio  ya que el mutante cry1 no mostró defectos 

en la apertura del gancho apical ni en MS ni en presencia de glucosa (Fig. 4.6, Fig. 4.7 A y B). 

4.3 Análisis bioquímico y molecular de la interacción entre cry1 y 
GPA1 en oscuridad 

4.3.1 Blots de proteínas sugieren control post-traduccional de GPA1 
mediado por cry1 

La reducción en la unión de GTP-γ35S del mutante cry1-304 a niveles comparables a los del 

mutante gpa1 (Fig. 4.2), sugiere que la actividad de GPA1 estaría disminuida en ausencia de 

cry1. Con el propósito de analizar si la reducción de unión a GTP-γ35S se debía a una 

disminución en la transcripción y/o traducción de GPA1, realizamos experimentos de RT-PCR y 

Western Blot. Los estudios de RT-PCR semi-cuantitativa mostraron que los niveles de expresión 

del ARNm GPA1 fueron similares en el mutante cry1-304 y el genotipo WT, mientras que no 

detectamos transcripto en el mutante gpa1 (Fig. 4.8). 

 

 



 
Capítulo I: Resultados 

 64 

 

  

Figura 4.8. Análisis de los niveles de transcripto de 

GPA1 en el mutante cry1-304. Se realizaron 

amplificaciones de 35 y 30 ciclos tanto del ARNm de 

GPA1 como de ACTINA (control de carga). Este 

experimento se repitió con 2 réplicas biológicas 

independientes. 

 

 

Para analizar la presencia de la proteína GPA1 en el mutante cry1 realizamos Western 

blots con dos anticuerpos, uno generado específicamente contra GPA1 (Chen et al., 2006a) y el 

otヴo geﾐeヴado Ioﾐtヴa la suHuﾐidad α de la pヴoteíﾐa G heterotrimérica de retina bovina (alfa-

tヴaﾐsduIiﾐaぶ, llaﾏado A“/7. El aﾐtiIueヴpo A“/7 ha sido utilizado paヴa ヴeIoﾐoIeヴ la suHuﾐidad α 

de la proteínas G heterotrimérica en diferentes especies de plantas, entre las que se 

encuentran Pisum sativum (Warpeha et al., 1991), Avena sativa (Romero et al., 1991), Cucumis 

melo (Borochov-Neori et al., 1997) y Medicago sativa (Muschietti et al., 1993). 

El anticuerpo Anti-GPA1 reveló una banda en el peso molecular esperado de 46 kDa con 

el mismo nivel de expresión tanto en el WT como en los diferentes alelos mutantes de cry1 del 

ecotipo Col; como era de esperar, dicha banda no se reveló en el mutante gpa1 (Fig. 4.9 A). 

Por otro lado, el anticuerpo AS/7 reveló una banda de 54 kDa en el genotipo WT (Col) ausente 

en el mutante gpa1 y en los dos alelos mutantes cry1 y cry1-304 (Fig. 4.9 B).Para descartar que 

el anticuerpo AS/7 estuviera revelando una banda específica del ecotipo Col, realizamos 

Western blots con extractos proteicos de plántulas de ecotipo Ler. La banda de 54 kDa fue 

detectada en plántulas WT de ecotipo Ler, sin embargo nuevamente no fue detectada en el 

mutante cry1-1 pero sí en el mutante phyB que utilizamos como nuevo control positivo (Fig. 

4.9 C). Para evaluar la especificidad de los anticuerpos realizamos Western blots de 

purificaciones de la proteína GPA1 fusionada a GST (glutatione S-transferase) expresada in 

vitro en bacterias. El anticuerpo AS/7 fue capaz de reconocer a GPA1 in vitro, aunque si bien 

más débilmente que el anti-GPA1 (Fig. 4.9 D).  

Ambos anticuerpos, anti GPA1 y AS/7 fueron generados contra una corta secuencia C-

teヴﾏiﾐal de la suHuﾐidad α de la pヴoteíﾐa G heteヴotヴiﾏéヴiIa de AヴaHidopsis y de transducina 

de Bos taurus, respectivamente. Como expusimos en el párrafo anterior, AS/7 ha sido utilizado 

paヴa ヴeIoﾐoIeヴ la Gα de Pisum sativum (Warpeha et al., 1991). El alineamiento de las 

seIueﾐIias de α tヴaﾐsduIiﾐa, de la suHuﾐidad α de la pヴoteíﾐa G heteヴotヴiﾏéヴiIa de Pisum 
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sativum y de GPA1, mostró que 4 de los aminoácidos se encontraban conservados en las 3 

secuencias (Fig. 4.9 E) lo cual sugiere que esta región del extremo C-terminal de GPA1 podrían 

ser reconocidos por AS/7. 

 

Figura 4.9. Análisis de la presencia de GPA1 en mutantes cry1. A, B y C. Western blots de extractos 

de proteínas totales de plántulas crecidas en oscuridad durante 3 días. A. Western blot usando como 

anticuerpo primario Anti-GPA1 en plántulas de ecotipo Col. La flecha señala la banda de 46 kDa 

reconocida específicamente por el anticuerpo. B. Western blot usando como anticuerpo primario 

AS/7 de plántulas en ecotipo Col. C. Western blot usando como anticuerpo primario AS/7 en 

plántulas de ecotipo Ler. La flecha en B y C señala la banda de 54 kDa que es específicamente 

reconocida por AS/7. En la parte inferior de las membranas se muestra el control de carga de las 

membranas teñidas con tinta china. D. Western blot de purificaciones de la fusión GST- GPA1 (calles 

1-3) o GST sola (calle 4) expresadas in vitro usando como anticuerpo primario anti-GST (calle 1), anti-

GPA1 (calle 2) o AS/7 (calle 3 y 4). E. Alineamiento de las secuencias contra las que se realizaron los 

anticuerpos; en gris oscuro se presenta la secuencia contra la cual se diseñó AS/7 (Goldsmith et al., 

1987), luego se muestra la secuencia de la subunidad α de la proteína G heterotrimérica de Pisum 

sativum que fue reconocida por AS/7 (Warpeha et al., 1991), y en gris claro la región contra la que 

fue diseñado el anticuerpo específico de Arabidopsis (anti-GPA1) (Chen et al., 2006a). Con asteriscos 

señalamos los aminoácidos conservados entre las 3 secuencias. 

En resumen, no encontramos alterados los niveles del transcripto GPA1 en el mutante 

cry1 (Fig. 4.8). La proteína GPA1 la encontramos presente en los mutantes cry1 ya que fue 

revelada positivamente con el anticuerpo anti-GPA1 (Fig. 4.9 A). Con el anticuerpo AS/7 

revelamos una banda 8 kDa más pesada en el genotipo WT que no se encontró presente en el 

mutante gpa1, ni en los mutantes cry1 (Fig. 4.9 B y C). Al menos, in vitro GPA1 puede ser 

detectada tanto con el anticuerpo específico anti-GPA1 como con el anticuerpo AS/7 (Fig. 4.9 

D).  
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Estos resultados sugieren que la menor actividad de GPA1 en los mutantes cry1 observada 

a partir de los experimentos de unión a GTP (Fig. 4.1 y 4.2) no serían consecuencia de una 

menor transcripción de GPA1 (Fig. 4.8) ni de una menor expresión  de la proteína GPA1 (Fig. 

4.9). El hecho de que AS/7 reconociera una banda 8 kDa más pesada en el genotipo WT sugiere 

la posibilidad que la proteína GPA1 sufra alguna modificación post-traduccional en presencia 

de cry1. Esta modificación post-traduccional, al cambiar la conformación de la proteína, no 

permitiría el reconocimiento por el anticuerpo específico, pero sí por el AS/7. 

4.3.2 Estudio de interacción física entre CRY1 y GPA1 

Como se mencionó anteriormente la actividad de GPA1 en el mutante cry1 se vio 

reducida, y esto no fue resultado de una menor transcripción del gen o expresión de la 

proteína. Para estudiar si existía interacción física entre GPA1 y CRY1, que pudiera afectar su 

actividad, realizamos ensayos de co-inmunoprecipitación (Co-ip) in vitro. Expresamos GPA1 

fusionada a GST en el extremo carboxílico (GST-GPA1) en E. coli (Fig. 4.10 A) y CRY1 con un Kit 

de transcripción y traducción in vitro que permite marcar la proteína con metionina radiactiva 

(CRY1*) (Fig. 4.10 B).  

Incubamos GST-GPA1 con CRY1* y con el anticuerpo Anti-GST. Luego precipitamos el 

complejo Anti-GST/GST-GPA1 con la proteína G-agarosa (Fig. 4.10 C, calle 4). Como control 

realizamos el mismo experimento pero incubando GST con CRY1* y el anticuerpo Anti-GST 

(Fig. 4.10 C, calle 1). En los precipitados analizamos la presencia de GST-GPA1 o GST (Fig. 4.10 

C, panel superior) mediante Western blot y la presencia de CRY1* (Fig. 4.10 C, panel inferior) 

mediante autorradiografía. En el inmunoprecipitado Anti-GST/GST-GPA1 detectamos un señal 

tenue de CRY1* (Fig. 4.10 C, panel inferior, calle 4) pero también la detectamos con similar 

intensidad en el control (Fig. 4.10 C, panel inferior, calle 1) por lo que la interacción que 

veíamos no era específica. Estos ensayos los realizamos en 2 condiciones distintas: 2 h a 4 °C 

(Fig. 4.10 C) y 30 min a 30 °C (no mostrado porque se observó lo mismo). Finalmente, bajo 

nuestras condiciones experimentales CRY1 no interaccionó con GPA1. 
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Figura 4.10. Ensayo de Co-inmunoprecipitación de GPA1 y CRY1. A. Expresión y purificación de GST-

GPA1. P: pellet, S: sobrenadante, L: último lavado antes de la elución de GST-GPA1, e1: primera 

elución, e2: segunda elución, e3: tercera elución. El gel SDS-PAGE se tiñó con Coomassie. B. 

Expresión in vitro de CRY1 marcada con S
35

 (CRY*). Corrimos las proteínas en un gel SDS-PAGE, las 

transferimos a una membrana de nitrocelulosa y detectamos la señal autorradiográfica. C. Co-ip de 

GST-GPA1/CRY1*: En las 2 primeras calles se encuentra el control de Co-ip en el cual se incuba CRY1* 

con GST solo y se inmunoprecipita. En las calles 1 y 4 se corrieron las muestras correspondientes a la 

inmunoprecipitación (P) de GST o GST-GPA1 con CRY1*. En las calles 2 y 6 se corrieron los 

sobrenadantes (S) de las inmunoprecipitaciones. Las calles 3 y 5 están vacías. En el panel superior se 

muestra el revelado de la membrana con Anti-GST y en el panel inferior la autorradiografía de la 

misma membrana. 

4.4 Interacción entre cry1 y GPA1 en la acumulación de antocianas 
en luz azul  

En las secciones anteriores mostramos que cry1 interacciona genéticamente con GPA1 en 

el control de la apertura del gancho apical en oscuridad y sacarosa (Fig. 4.5 y Fig. 4.6), una 

respuesta típicamente medida por GPA1 (Ullah et al., 2001). Entonces, nos propusimos 

analizar si GPA1 y cry1 interaccionaban en respuestas típicamente mediadas por cry1, es decir 

en respuestas a la luz azul.  

El etileno participa en el mantenimiento del gancho apical y cry1 sería necesario para la 

modificación dependiente de luz azul de la respuesta a etileno, abriendo el gancho apical 

(Knee et al., 2000). Sin embargo, a flujos altos de luz azul continua, sin la presencia de etileno, 

no se observó la participación de cry1 en esta respuesta (Wang et al., 2009). De todos modos 

ninguno de estos experimentos fue realizado en presencia de sacarosa, y según nuestros 

resultados en oscuridad la participación de cry1 en la apertura del gancho apical sería evidente 
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en presencia de sacarosa. En este contexto, analizamos la dinámica de apertura del gancho 

apical en los simples mutantes cry1 y gpa1. Sembramos plántulas WT y simples mutantes cry1 

y gpa1 en un medio con sacarosa y luego del pulso de germinación, las mantuvimos 58 h en 

oscuridad para permitir la formación del gancho apical. Luego las expusimos a luz azul 

continua y medimos la apertura del gancho apical a distintos tiempos (Fig. 4.11). Luego de 6 h 

de exposición a la luz azul tanto el gancho apical del genotipo WT como el gancho apical de los 

mutantes cry1 y gpa1 se encontraron casi totalmente abierto (Fig. 4.11). Es decir que cry1 y 

GPA1 no participarían en la apertura del gancho apical en respuesta a la luz azul en estas 

condiciones. 

 

Figura 4.11. Dinámica de la apertura del gancho apical bajo luz azul continua en plántulas WT, en el 

mutante cry1 y el mutante gpa1 en MS-sacarosa 1 % . Las plántulas fueron crecidas en oscuridad y a 

las 58 h del pulso de germinación se expusieron a luz azul continua (6 umol m
-2

s
-1

) (flecha). Los datos 

representan la media + EE de 4 réplicas (al menos 5 plántulas por réplica). 

cry1 es el fotorreceptor más importante involucrado en la inhibición del alargamiento del 

hipocotilo en respuesta a la luz azul (Ahmad y Cashmore, 1993; Ahmad et al., 1995). En 

experimentos de sobre-expresión de GPA1 se propuso que GPA1 estaría involucrada en 

respuestas fotomorfogénicas mediadas por luz azul, luz R y RL, específicamente en la 

elongación del hipocotilo (Okamoto et al., 2001). Si bien experimentos posteriores con el 

simple mutante gpa1 descartaron que GPA1 estuviera involucrada en la elongación del 

hipocotilo en respuesta a la luz R o RL (Jones et al., 2003), no conocemos que se haya 

estudiado la inhibición del alargamiento del hipocotilo en respuesta a la luz azul en los 

mutantes gpa1. Entonces decidimos analizar el comportamiento del mutante gpa1 bajo luz 

azul en un medio suplementado con sacarosa. El alargamiento del hipocotilo del simple 

mutante gpa1 fue similar al del WT, mientras que el simple mutante cry1 y el doble mutante 

cry1 gpa1 fallaron del mismo modo en la inhibición de la elongación del hipocotilo (Fig. 4.12). 

Entonces GPA1 no participaría de la inhibición de la elongación del hipocotilo en las 

condiciones ensayadas.  
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Figura 4.12. Inhibición de la elongación del hipocotilo bajo luz azul. Plántulas del genotipo WT, los 

mutantes simples cry1 y gpa1 y el doble mutante cry1 gpa1, 24 h después del pulso de germinación, 

fueron crecidas 3 días bajo luz azul continua (3 µmol m
-2

s
-1

)
 
 en medio MS suplementado con 

sacarosa 1 % ; luego se midió el largo del hipocotilo relativo a los controles de oscuridad. Se aplicó 

ANOVA de una vía para cada flujo de luz y se contrastaron los distintos genotipos mediante un test 

de Tukey; se representa con asteriscos la significancia de las diferencias con el genotipo WT 

(***p<0,001). Los datos representan la media + EE de 8 réplicas biológicas (cada una consiste en la 

media del largo de hipocotilo de 10 plántulas). 

Por otro lado, cry1 es el principal fotorreceptor involucrado en la acumulación de 

antocianas en respuesta a la luz azul (Ahmad y Cashmore, 1993; Ahmad et al., 1995). Estudios 

previos demostraron que GPA1 está involucrado de manera dependiente de la luz azul en la 

síntesis de fenilalanina, un precursor en la biosíntesis de fenilpropanoides (Warpeha et al., 

2006). Además, GPA1 se encuentra involucrado en distintas vías de señalización de los 

azúcares (Chen y Jones, 2004; Huang et al., 2006; Johnston et al., 2007). Este conjunto de 

evidencias nos llevó a estudiar los niveles de antocianas en los simples mutantes cry1 y gpa1, y 

en el doble mutante cry1 gpa1 en plántulas crecidas en oscuridad o bajo luz azul en medio MS 

suplementado o no con sacarosa 1% . Luego de 3 días de crecimiento en oscuridad en MS los 

mutantes acumularon niveles de antocianas comparables con los niveles acumulados por las 

plántulas WT (p > 0,05) (Fig. 4.13). En plántulas WT, tanto la sacarosa como la luz azul 

generaron un aumento significativo de los niveles de antocianas (p < 0,01). Además, la luz azul 

y la sacarosa tuvieron en plántulas WT un efecto sinérgico dado que la combinación del los 

factores generó un aumento en los niveles de antocianas que no puede ser explicado 

mediante la suma de los efectos individuales (en un ANOVA de dos vías la interacción resulta 

significativa, p < 0,001; Fig. 4.13). Bajo luz azul continua en un medio MS sin sacarosa sólo la 

mutación cry1 redujo significativamente los niveles de antocianas comparado con el genotipo 

WT (p < 0,05), ya que el mutante gpa1 se comportó como el genotipo WT (p > 0,05). 

Finalmente, en presencia de sacarosa y luz azul, los niveles de antocianas en los mutantes 

cry1, gpa1 y cry1 gpa1 resultaron ser menores que en el genotipo WT (p < 0,001 para el 

mutante cry1, p < 0,05 para el mutante gpa1, p < 0,01 para el mutante cry1 gpa1). 
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Nuevamente, la reducción en la acumulación de antocianas en el doble mutante cry1 gpa1 en 

luz azul y sacarosa no fue mayor que la adición de los efectos separados de los simples 

mutantes, sugiriendo interacción génica entre GPA1 y cry1 en la respuesta de acumulación de 

antocianas. 

Resumiendo, la interacción entre cry1 y GPA1 bajo luz azul sería dependiente de la 

presencia de sacarosa en el medio y ocurriría específicamente en la acumulación de antocianas 

pero no en la elongación del hipocotilo ni en la apertura del gancho apical. 

 

Figura 4.13. cry1 y GPA1 interaccionan en la  acumulación de antocianas en respuesta a luz azul y 

sacarosa. Acumulación de antocianas en plántulas WT, mutantes cry1, gpa1 y cry1 gpa1 crecidas 

durante 3 días en oscuridad o bajo luz azul continua (9 µmol m
-2

 s
-1

) en un medio suplementado o no 

con sacarosa 1% . Los datos representan la media + EE de 8 réplicas biológicas (cada una consistió en 

al menos 40 plántulas). 
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Discusión 

Los experimentos farmacológicos realizados en la década de 1990 sugirieron la posibilidad 

de que la subunidad α de la proteína G heterotrimérica de plantas integrase las señales 

provenientes de los fitocromos a nivel celular (Bowler et al., 1994b; Neuhaus et al., 1993). 

Actualmente se conoce que GPA1 participa en vías específicas de la señalización del fitocromo 

phyA y también en ciertas respuestas a la luz azul en las cuales no participaría cry1.  

En este capítulo de la tesis nos propusimos analizar la participación de la subunidad α de 

la proteína G heterotrimérica de Arabidopsis (GPA1) en las vías de señalización de los 

fotorreceptores en plántulas. Primero, ensayamos la unión de GTP radiactivo no hidrolizable 

de los simples mutantes phyA, phyB, cry1 y cry2 crecidos en oscuridad o que habían recibido 

un pulso de luz blanca (que contiene todas las longitudes de onda para activar a los fitocromos 

y criptocromos). Hallamos que la mutación cry1 redujo la unión de GTP, independientemente 

de la presencia o ausencia de luz, a niveles comparables a los del mutante gpa1 (Fig. 4.1 y Fig. 

4.2) mientras que la unión no se alteró en los simples mutantes phyA, phyB y cry2 (Fig. 4.1). 

Los nuevos modelos de mecanismos de acción de la proteína G heterotrimérica en Arabidopsis 

proponen que la mayor parte de la población de GPA1 estaría unida a GTP (Johnston et al., 

2007; Temple y Jones, 2007). Considerando que los mutantes gpa1 y cry1 tienen similar unión 

de GTP, cry1 podría estar favoreciendo de algún modo el estado de GPA1 unido a GTP (en 

lugar de estar inhibiendo la actividad GTPasa incrementada por RGS1). 

Al analizar en detalle el fenotipo del mutante cry1, en oscuridad en un medio 

suplementado con sacarosa, observamos que tenía una mayor apertura del gancho apical que 

el genotipo WT (Fig. 4.3). Se ha descripto anteriormente que tanto mutantes cry1 como 

mutantes cry2 presentan muchas veces fenotipos en  ausencia de luz azul, por ejemplo en 

respuesta a luz R tienen la expresión de genes alterada (Yang et al., 2008) y reducida la 

apertura de los estomas (Boccalandro et al., 2012); también se ha observado un patrón 

alterado durante el desplegado de los cotiledones en respuesta a la luz RL (Botto et al., 2003). 

Se desconoce cuánto tiempo permanecen activos los criptocromos después del estímulo de 

activación pero se ha propuesto que estos fenotipos independientes de la luz azul podrían ser 

el resultado indirecto de la activación previa de los criptocromos por luz azul, por ejemplo 

durante el pulso de germinación, y que dicha activación genere cambios que persistan en las 

plántulas (Boccalandro et al., 2012). En este mismo sentido, también se ha sugerido que la luz 

percibida en las semillas por el phyB durante el pulso de germinación sería suficiente para 

mediar cambios en la transcripción de algunos genes en las plántulas (Mazzella et al., 2005).  
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En esta tesis demostramos una mayor apertura del gancho apical en tres alelos mutantes 

cry1 (cry1-1 en ecotipo Ler, cry1 y cry1-304 en ecotipo Col) cuando crecen en completa 

oscuridad en un medio suplementado con sacarosa 1 %  (Fig. 4.3). Este fenotipo fue específico 

del mutante cry1 dado que los mutantes phyA, phyB y cry2 se comportaron como el genotipo 

WT (4.4 B). Además, el fenotipo fue muy similar al descripto para el mutante gpa1 (Chen et al., 

2003; Ullah et al., 2003; Ullah et al., 2001, Fig. 4.5). El hecho que la dinámica de apertura del 

gancho apical del doble mutante cry1 gpa1 fuera indistinguible de la dinámica de apertura del 

simple mutante gpa1 sugiere la existencia de convergencia entre las vías de señalización de 

cry1 y GPA1 (Fig. 4.5). 

La participación de la sacarosa en la regulación de la apertura del gancho apical se ha 

reportado en plántulas de girasol. Específicamente, lo que se observó es que cuando 

disminuye la concentración de sacarosa en la región del gancho apical el mismo se abre, lo cual 

coincide con un aumento de actividad de la enzima invertasa en dicha región (Rabe y 

Kutschera, 1998). El fenotipo de gancho apical abierto observado en el mutante gpa1 como en 

los alelos mutante cry1 fue estrictamente dependiente de la presencia de sacarosa en el medio 

(Fig. 4.4 A, 4.5 y 4.7). Por otro lado, la mayoría de los efectos de GPA1 en la planta son 

sensibles a la presencia de sacarosa (Chen et al., 2003; Huang et al., 2006; Ullah et al., 2003; 

Ullah et al., 2002) y RGS1 regula la actividad GTPasa de GPA1 en un modo dependiente de 

glucosa (Johnston et al., 2007). En tejidos no fotosintéticos, la sacarosa es metabolizada a 

través de la glicólisis y el ciclo del ácido tricarboxílico produciendo ATP. La unión de ATP a CRY1 

en oscuridad es capaz de producir cambios conformacionales en la molécula (Burney et al., 

2009) y probablemente modular su actividad.  

En este trabajo evidenciamos que la interacción génica entre CRY1 y GPA1 no se 

encuentra limitada a la apertura del gancho apical en oscuridad. Los niveles de antocianas en 

plántulas crecidas bajo luz azul en un medio suplementado con sacarosa 1 %  fueron menores 

tanto en el mutante cry1 como en el mutante gpa1 y en el doble mutante cry1 gpa1 en 

relación a los niveles de antocianas del WT, por lo que también habría convergencia en esta 

respuesta (Fig. 4.13). En ambos casos se observa convergencia sólo cuando hay sacarosa 

presente en el medio.  

A partir del análisis del fenotipo del doble mutante cry1 gpa1 podemos concluir que los 

efectos de las mutaciones en cry1 y GPA1 no son aditivos en el fenotipo del gancho apical en 

sacarosa y oscuridad, ni en la acumulación de antocianas en sacarosa y bajo luz azul. La 

interacción genética entre CRY1 y GPA1 es sustentada por las siguientes observaciones: 1) el 

mutante cry1 presentó una mayor apertura del gancho apical en oscuridad y sacarosa que el 

genotipo WT, fenotipo característico del mutante gpa1; 2) el mutante gpa1 mostró niveles 
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reducidos de antocianas en respuesta a la luz azul, un fenotipo característico del mutante cry1; 

3) la unión de GTP fue menor en los mutantes cry1 en comparación a los niveles de unión de 

GTP del genotipo WT. Sin embargo no parecería haber interacción en otras vías de 

señalización, por ejemplo en la elongación del hipocotilo en oscuridad (Fig. 4.5) o bajo luz azul 

(Fig. 4.12), por lo que la interacción dependería del contexto celular. 

La disminución en la unión de GTP en el mutante cry1 no se debió a una alteración de los 

niveles del ARNm GPA1 (Fig. 4.8). El análisis mediante Western blot de la presencia de GPA1 

con el anticuerpo específico contra la proteína reveló niveles de GPA1 en el mutante cry1 

comparables a los niveles WT (Fig. 4.9 A), por lo que el efecto de cry1 sobre la unión de GTP 

podría ser post-traduccional. El anticuerpo AS/7 generado contra transducina de retina bovina, 

que ya había sido utilizado en otros trabajos para reconocer la subunidad α de proteínas G en 

diferentes especies de plantas, reveló una banda de mayor peso molecular en el genotipo WT, 

ausente en los mutantes gpa1 y cry1 (Fig. 4.9 B). Esta banda es 8 kDa mayor que lo esperado 

para GPA1 (Fig. 4.9 A, B y C). Luego, demostramos que AS/7 es capaz de reconocer a la 

proteína recombinante GST-GPA1 (Fig. 4.9 D) pero no podemos descartar la posibilidad de que 

el anticuerpo AS/7 esté reconociendo una proteína diferente de GPA1 cuyo peso molecular sea 

de 54 kDa y que no se exprese en el mutante gpa1, ni en el mutante cry1 pero sí en el mutante 

phyB. En Arabidopsis, se conocen 3 proteínas llamadas proteínas G extra-grandes (extra-large 

GTP-binding) con homología en el extremo C-terminal a GPA1 pero el peso molecular de las 

mismas es mayor a 54 kDa (aproximadamente 99 kDa) (Assmann, 2002; Lee y Assmann, 1999). 

Otra posibilidad podría ser que los anticuerpos estén reconociendo diferentes formas de la 

proteína GPA1 y que cry1 esté mediando alguna modificación post-traduccional de GPA1. El 

anticuerpo anti-GPA1 está dirigido contra el extremo C-terminal de GPA1 mientras que AS/7 se 

generó contra el extremo C-terminal de α-transducina (Goldsmith et al., 1987) (Fig. 4.9 E), por 

lo que una modificación post-traduccional en esa región de GPA1 podría estar modificando la 

afinidad de los anticuerpos por la proteína.  

En levaduras se ha reportado que la mono-ubiquitinación de la subunidad α de la proteína 

G heterotrimérica se revela como una banda de 63 kDa mientras que sin ella se revela una 

banda de 54 kDa (Marotti et al., 2002; Wang et al., 2005). En base a estas evidencias podemos 

especular que la mono-ubiquitinación de GPA1, mediada por cry1, podría ser el punto de 

regulación de la actividad o de los niveles de proteína GPA1 activa. Siguendo esta hipótesis, el 

anticuerpo específico anti-GPA1 reconocería la proteína no ubiquitinada de 46 kDa y el 

anticuerpo AS/7 reconocería la versión mono-ubiquitinada de GPA1, 8 kDa más pesada. 

Considerando que no encontramos evidencias de interacción física entre GPA1 y CRY1 in vitro 
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(Fig. 4.10 C), de existir una modificación post-traduccional de GPA1 mediada por cry1 debería 

ser de modo indirecto. 

En síntesis, encontramos evidencias de interacción génica entre cry1 y GPA1, en la 

apertura del gancho apical en oscuridad y en la síntesis de antocianas en luz azul. Esta 

interacción sólo ocurre cuando el medio se suplementa con sacarosa. También demostramos 

que la interacción dependería del contexto celular ya que no encontramos evidencias de 

interacción en otras respuestas como son la elongación del hipocotilo en oscuridad y luz azul o 

la apertura del gancho apical en luz azul. cry1, favorecería la capacidad de unión de GTP de 

GPA1, probablemente a través de una modificación post-traduccional de GPA1. Aunque 

tentadora, esta hipótesis requiere de más experimentos para ser confirmada.  
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5 Capítulo II:  

Modificaciones en el proteoma de cuádruple mutante phyA phyB 

cry1 cry2 en respuesta a la luz y sus implicancias fisiológicas. 
 

Introducción 

Dentro de la fotobiología de plantas el estudio de la fisiología de mutantes múltiples de 

fotorreceptores es central para el análisis de las vías de señalización donde estos interaccionan 

actuando por ejemplo de modo redundante, sinérgico o antagónico.  

En la actualidad se encuentra ampliamente difundido el uso de distintas técnicas que 

permiten analizar cambios globales en la expresión de genes (transcriptómica), de proteínas 

(proteómica) y de metabolitos (metabolómica). Técnicas de este tipo, aplicadas a mutantes de 

fotorreceptores, han aportado información muy valiosa para el entendimiento de cómo se 

procesan las señales lumínicas y sus consecuencias fisiológicas. Además, datos de co-expresión 

de los genes pueden ser utilizados en la identificación de patrones de regulación de los mismos 

(Eisen et al., 1998; Persson et al., 2005).  

La automatización de técnicas de transcriptómica fue central para que su uso se extienda 

dentro de la biología. En 1995 se publica el primer trabajo utilizando microarreglos de ADN 

creado por tecnología robotizada en el cual se analizó la expresión diferencial de 45 genes de 

Arabidopsis (Schena et al., 1995). Actualmente los microarreglos comerciales permiten analizar 

en simultáneo la expresión de más de 24.000 genes. Esta tecnología ha sido muy útil para 

hallar patrones de expresión de genes regulados por los fitocromos y/o criptocromos en 

plantas mutantes en dichos fotorreceptores y/o expuestas a diferentes estímulos lumínicos 

(Devlin et al., 2003; Jiao et al., 2003; Mazzella et al., 2005; Tepperman et al., 2004; Tepperman 

et al., 2001). Sin embargo, el hecho de que las funciones celulares sean principalmente 

llevadas a cabo por proteínas que además pueden sufrir modificaciones postraduccionales, 

sumado en muchos casos a la falta de correlación entre los niveles de mensajeros y proteínas 

(Liu et al., 2012b; Tian et al., 2004), ponen en evidencia que los estudios proteómicos pueden 

generar información novedosa no deducible del transcriptoma. 

La sistematización en proteómica no se hizo evidente hasta el año 2000, año en el cual se 

hicieron grandes avances en el uso de geles 2D para la separación de proteínas. Ya desde 1975 

se había introducido la idea de separar las proteínas primero según pI y luego según PM, 

quedando así distribuidas en un mapa de dos dimensiones. En ese entonces la técnica era poco 

reproducible y era complicado realizar estudios comparativos. En el año 2000 se comenzó a 

comercializar geles en forma de tiras con gradientes de pH inmovilizado para separar las 
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proteínas según su pI. El uso de estas tiras comerciales generó mayor reproducibilidad y 

resolución de los geles al mismo tiempo que permitió aumentar la cantidad de muestra de 

proteínas que se podía separar en un gel (Thelen, 2007).  

En el área de la fotobiología se han realizado pocos análisis de proteomas en comparación 

con la cantidad de estudios de transcriptomas. En Arabidopsis, se utilizaron geles 2D para 

comparar patrones de expresión de proteínas en plántulas WT crecidas en oscuridad, en luz R, 

RL y azul (Kim et al., 2006), así como para investigar el perfil de proteínas de las plantas 

simples mutantes de phyA, phyB y cry1 (Kim et al., 2006; Phee et al., 2007) y de los dobles 

mutantes phyA phyB (Xu Li et al., 2009) y cry1 cry2 (Yang et al., 2008). En todos estos trabajos 

se encontraron proteínas que se conocía que estaban involucradas en los caminos de 

señalización por luz y por lo tanto los cambios eran consistentes con las alteraciones 

fisiológicas observadas en los mutantes; pero además se advirtieron cambios en grupos de 

proteínas cuya participación en respuestas inducidas por luz se desconocía. Por ejemplo el 

análisis del perfil proteico del doble mutante cry1 cry2 bajo luz R puso en evidencia la 

participación de los criptocromos en la expresión de proteínas bajo este flujo de luz 

típicamente mediado por phys (Yang et al., 2008). 

Como expusimos en el ítem 1.5 de la introducción, el cuádruple mutante phyA phyB cry1 

cry2 tiene un fenotipo muy afectado durante su desarrollo. En este contexto, el análisis 

proteómico del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 proporcionaría datos útiles para 

entender a nivel molecular sus alteraciones fisiológicas. Además, el cuádruple mutante phyA 

phyB cry1 cry2 provee una herramienta genética importante para revelar componentes 

involucrados en el camino de la fototransducción de señales enmascarados por las 

interacciones génicas entre las familias de fitocromos y/o criptocromos.  

Éste capítulo se divide en tres secciones, en la primera se analiza el perfil de proteínas 

diferencialmente expresadas entre el genotipo WT y el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 

crecidos bajo luz blanca (5.1). En la segunda sección estudiamos parámetros fisiológicos 

relacionados con las modificaciones encontradas en el proteoma (5.2). En la tercera sección 

comenzamos a realizar un análisis de fracciones nucleares de plántulas crecidas bajo luz blanca 

con la intención de evaluar cambios del proteoma nuclear generados por la ausencia 

simultánea de phyA, phyB, cry1 y cry2 (5.3). 
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Resultados 

5.1. Comparación de los perfiles proteicos entre el genotipo WT y el 
cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 

5.1.1 Descripción del estadio de desarrollo utilizado: estadio 1.02 

En el año 2001 se publicó una detallada clasificación de los estadios del desarrollo de 

Arabidopsis en la cual a cada estadio se le asignó un número (Boyes et al., 2001). En este 

trabajo adoptamos su clasificación para definir los estadios en el que se encontraban las 

plántulas al momento de la cosecha (M&M: 3.2.1).  

A medida que el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 crece, su morfología resulta cada 

vez más afectada y la transición entre estadios ocurre más lentamente que en el WT (Mazzella 

et al., 2001). Entonces decidimos seleccionar un estadio temprano del desarrollo para reducir 

al máximo las diferencias en el tiempo de desarrollo y así evitar confundir estadios. 

Seleccionamos el estadio 1.02 en el cual la plántula tiene los cotiledones ya expandidos y el 

primer par de hojas de la roseta con un tamaño mayor a 1 mm2. Como se observa en la Figura 

5.1, las plántulas WT alcanzaron este estadio 9 días después del pulso de germinación. En 

cambio, el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 lo alcanzó al día 14 después del pulso de 

germinación (nótese que 9 días después de la germinación el cuádruple mutante phyA phyB 

cry1 cry2 no ha desarrollado hojas). 

 

 
 
Figura 5.1. Fenotipo de plántulas WT y 
cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2 
luego de los 9 y 14 días de desarrollo. Las 
plántulas fueron crecidas en MS 0,5X bajo luz 
blanca continua. 

 

Es decir que, para los estudios de proteómica en los que utilizamos plántulas en el estadio 

1.02, se cosecharon al día 9 las plantas WT y al día 14 las plantas cuádruples mutantes phyA 

phyB cry1 cry2. En el estadio 1.02, el cuádruple mutante presentó una menor área verde y 

menores niveles de clorofila por unidad de área que el genotipo WT (Fig. 5.2 A y B). 
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Figura 5.2. Comparación del área verde y del contenido de clorofila por unidad de área de 

plántulas WT y cuádruple mutantes phyA phyB cry1 cry2 en el estadio 1.02. Las plántulas crecieron 

bajo luz blanca continua en medio MS 0,5X hasta el estadio 1.02, el WT hasta el día 9 y el cuádruple 

mutante phyA phyB cry1 cry2 hasta el día 14 post pulso de germinación. A. Área verde total, n=4. B. 

Contenido de clorofila por unidad de área, n=6. Los datos representan la media + EE. Analizamos los 

resultados mediante un t-test, previa transformación logarítmica de los datos, **p<0,01; *** 

p<0,001.  

5.1.2 Estudio comparativo de los proteomas del cuádruple mutante phyA 

phyB cry1 cry2 y del genotipo WT en el estadio 1.02 

Como primera aproximación al estudio comparativo de los proteomas del cuádruple 

mutante phyA phyB cry1 cry2 y del WT separamos, en geles 2D, 150 µg de proteínas totales 

extraídas de plántulas crecidas en luz blanca hasta el estadio 1.02 (ver M&M: 3.3.15.1: 

protocolo 2). En la primera dimensión enfocamos las proteínas según su pI en un intervalo de 

pH de 3 a 10 en tiras comerciales de 7 cm de largo y en la segunda dimensión separamos las 

proteínas según PM en geles SDS-PAGE 10 % . Realizamos cuatro réplicas biológicas de cada 

genotipo encontrando 194 spots en al menos tres de los cuatro geles correspondientes a cada 

genotipo (matches). Luego de aplicar un análisis estadístico riguroso (ver M&M: 3.3.16.6) 

demostramos que 36 spots se encontraban diferencialmente expresados con una tasa de 

cambio (FC) mayor a 1,5. Diecinueve spots se encontraron sub-expresados y 17 spots sobre-

expresados en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 en comparación con el WT. De los 19 

spots sub-expresados logramos identificar por espectrometría de masas (MS) 11 proteínas (Fig. 

5.3 A, Tabla 5.1) y de los 17 spots sobre-expresados identificamos 4 proteínas (Fig. 5.3 A y 

Tabla 5.2).  

Como puede observarse en la Figura 5.3 A, la mayoría de los spots localizaban en los pHs 

centrales. Con la intención de resolver entonces un mayor número de spots, usamos tiras 

comerciales con un intervalo de pH mas acotado (4 a 7) y de mayor longitud (13 cm). Así 



 
Capítulo II: Resultados 

 79 

hallamos 354 spots presentes en al menos 3 de las cuatro réplicas de cada genotipo. Sesenta y 

dos spots se encontraron diferencialmente expresados con FCs mayores a 1,5. Veintiocho 

spots se encontraron sub-expresados en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 comparado 

con el WT. De estos 28 spots logramos identificar 15 que resultaron ser 12 proteínas diferentes 

(Fig. 5.2 B, Tabla 5.1). Por otro lado, hallamos 34 spots diferencialmente sobre-expresados en 

el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 comparado con el WT, de los cuales identificamos 

15, que correspondieron a 13 proteínas diferentes (Fig. 5.2 B, Tabla 5.2). En un solo spot 

(número 75, Tabla 5.2) identificamos más de una proteína y lo descartamos para futuros 

análisis.  

De un total de 53 spots secuenciados (18 spots de los geles de pH 3-10 y 35 spots de los 

geles de pH 4-7) sólo 8 spots no se lograron identificar en el servicio de secuenciación. 

 
Figura 5.3. Geles 2D representativos de proteínas totales extraídas de plántulas en el estadio 1.02. A. 

Gel de proteínas enfocadas en 7 cm en el intervalo de pH de 3 a 10. B. Gel de proteínas enfocadas en 13 

cm en el intervalo de pH de 4 a 7. Los spots identificados por MS se señalan en los geles con el número 

de match que los identifica. Los spots marcados con un asterisco son los sobre-expresados, y los que no 

tienen asterisco los sub-expresados, en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 comparado con el 

WT.  

Como puede observarse en las tablas 5.1 y 5.2 varios spots identificados en los geles con 

un intervalo de pH 3-10, fueron también identificados en los geles con un intervalo de pH 4-7: 

3 spots sub-expresados (18, 50 y 105, Tabla 5.1) y 4 spots sobre-expresados (61, 94, 187 y 232, 

Tabla 5.2) en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 comparado con el WT. Esto pone en 

evidencia que el análisis estadístico utilizado en este estudio ha permitido detectar algunas 

proteínas diferencialmente expresadas en geles con diferentes rangos de pH y cuyas corridas 

fueron completamente diferentes.  
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Se identificaron en más de un spot las proteínas PSBO-2 (spots 9 y 10), FNR1 (spots 25 y 

290), FNR2 (spots 24 y 292) y PBP1 (spots 28 y 389) (Fig. 5.3 B; Tablas 5.1 y 5.2) con PM 

similares y pI diferentes. Estos datos sugieren que estas proteínas sufren modificaciones post-

traduccionales como ya se propuso para las isoformas de FRN1 y FRN2 (Lintala et al., 2007). En 

estos casos ambas versiones de las proteínas se encontraron sub- o sobre-expresadas en el 

cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2. Por otro lado, identificamos a PATL2 (Patellin 2) en 

más de un spot (670: PM de 102,8 y pI de 5,65; 991: PM 149,7 y pI de 5,08) y lo interesante es 

que la identificamos sub- (spot 670) y sobre- (spot 911) expresada en el cuádruple mutante 

phyA phyB cry1 cry2 (Tabla 5.1 y 5.2). Se ha reportado que PATL2, como el resto de las 

proteínas de la familia Patellin, migran como si tuvieran un mayor PM (obsérvese que el 

teórico es de 60 kDa) dado que unen deficientemente el SDS en el extremo N-terminal debido 

a que es ácido (Peterman et al., 2004). La diferencia en la movilidad de ambos spots podría 

deberse a alguna modificación post-traduccional como fosforilación (Jones et al., 2009). Estos 

resultados sugieren que la alteración de la abundancia de cada isoforma de PATL2 sería 

dependiente de la presencia o ausencia de los fotorreceptores. 

En resumen, a partir de extractos proteicos totales de plántulas en el estadio 1.02 crecidas 

bajo luz blanca, identificamos por MS un total de 32 proteínas diferencialmente expresadas 

entre el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 y el genotipo WT (20 sub-expresadas y 12 

sobre-expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2, Tablas 5.1 y 5.2). 
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 Tabla 5.2. Identificación por MS de spots sub-expresados en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2.  

pH 3-10 pH 4-7    

Spot 
 

a 

 

PM/pI 
exp 

b
 

Mat- 

ches 
c
 

CS 
%  
d

 

Pun- 
taje 

e
 

Spot 
 

a
 

PM/pI 
exp

 

b
 

Mat-

ches  
c
 

CS 
%
d

 

Pun- 
taje 

e
 

PM/pI 
Teórico 
f
 

AGI 
j
 Nombre de la Proteína Proceso celular 

k
 

FC h  
3-10 

FC
 h  

4-7 

67 38,3/7,02 14 44 194      42,6/8,41 AT1G09340 
Proteína de 41 kDa de unión a ARN en 
cloroplasto B (CSP41B) 

ARN. Regulación de la 
transcripción. 

2,0   

83 40,9/5,34 12 46 288           44,0/5,91 AT1G32060 Fosforibulosaquinasa (PRK) PS. Ciclo de Calvin. 1,7   

90 42,4/8,3 13 50 344           44,2/7,95 AT2G13360 
Alanina:Glioxilato aminotransferasa 
(AGT) 

PS. Aminotransferasa de 
peroxisoma. 

1,6   

96 42,7/6,33 5 8 97           43,0/6,78 AT1G42970 
“uHuﾐidad β GliIeヴaldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa (GAPB) 

PS. Ciclo de Calvin. 1,5   

114 49,3/6,78 16 36 367           53,3/6,88 AT1G23310 
 Glutamato:Glioxilato 
aminotransferasa 1 (GGT1) 

PS. Aminotransferasa de 
peroxisoma. 

1,6   

167 79,3/5,25 21 39 429      86,1/5,28 AT1G62750 Cotiledón nevado 1 (SCO1) Síntesis de proteínas. Elongación. 1,7   

178 97/5,96 7 7 103           114/6,63 AT2G26080 P2 - Glicina descarboxilasa (GLDP2) 
PS. Fotorrespiración/ 
Metabolismo C1. 

2,0   

226 52,8/7,4 20 38 229           57,0/8,37 AT4G37930 
Serina Hidroximetil Transferasa 1 
(SHM1) 

Metabolismo C1. 1,6  

18 
28,9/5,13 23 70 473 9 28/5,05 8 34 315 

35,0/5,96 AT3G50820 
Subunidad O-2 del fotosistema II 
(PSBO-2) 

PS. Reacción Lumínica.  1,7 
1,8 

     10 27,7/5,15 11 44 363 1,8 

50 
33,7/6,76 11 29 218 24 32,5/6,37 17 53 256 

28,0/8,51 AT1G20020 
 Ferredoxina NADP(+)-
Oxidorreductasa 2 (FNR2) 

PS. Reacción Lumínica. 1,6 
1,9 

     292 32,8/6,63 17 46 410 1,7 

105 45,3/5,1 13 45 411 96 44,5/5,06 8 25 231 52,0/5,93 AT2G39730 Rubisco activasa (RCA) PS. Ciclo de Calvin. 1,5 1,7 

          25 32,5/5,86 16 56 388 
40,3/8,3 AT5G66190 

Ferredoxina NADP(+)-
Oxidorreductasa 1 (FNR1) 

PS. Reacción Lumínica. 
1,9 

          290 32,4/5,69 15 43 433 1,6 

          26  34,2/5,90 7 25 137 32,9/5,80 AT2G38230 Biosíntesis de Piridoxina (PDX) Cofactor, metabolismo de vitaminas. 2,9 

          44 37,2/6,52 5 9 246 43,9/8,74 AT3G63140 
Proteína de 41 kDa de unión a ARN en 
cloroplasto A (CSP41A) 

ARN. Regulación de la transcripción. 1,7 

          71 40,5/5,87 6 25 313 38,3/5,53 AT4G26530 
Proteína de la superfamilia de 
aldolasas (M3E9.40) 

PS. Ciclo de Calvin. Glicólisis. 2,0 

          169 55,3/5,28 16 31 304 55,3/4,9 ATCG00120  
 Subunidad alfa de la ATP-sintetasa 
(ATPA) 

Metabolismo. PS.  1,8 

          194 62,2/5,32 11 32 237 74,2/6,24 AT2G30950 Variegated 2 (VAR2) 
Regulación. Degradación de proteínas. 
Metaloproteasa. 

1,7 

          297 37,2/6,28 13 43 228 40,9/8,17 AT4G04640 
Subunidad γ ATP-sintetasa de 
cloroplasto (ATPC1) 

PS. Reacción Lumínica.  1,9 

          670 102,8/5,64 7 15 99 60/4,59 AT1G22530 Patellin 2 (PATL2) Transporte.   1,8 

      995 28,7/5,58 8 38 272 34,9/8,64 AT2G37660 
Superfamilia Rossmann, unión de 
NAD(P)  (F13M22.16) 

Desconocida.  1,7 

a Número de spot según se asignó en la Figura 5.3; 
b

PM( kDa)/pI experimental, calculados con el software さIﾏage Masteヴ ヲD Platiﾐuﾏざ; 
c
 Número de péptidos que su relación masa/carga coincide con los 

picos observados por MS; 
d Cobertura de secuencia con los péptidos que coincidieron;

 
 
e Puntaje reportado en el Mascot luego de la búsqueda en la base de datos de NCBInr, un valor > a 60 señala que la 

proteína se encuentra identificada significativamente; f
 PM (kDa)/pI teórico obtenidos de la base de datos de TAIR. 

j Identificador genético en Arabidopsis; k Proceso celular en el que participa la proteína, 

integramos información de PPBD y MapMan, PS: Fotosíntesis. 
h

 diferencia en los niveles de expresión entre genotipos.  

http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/%22http:/www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G50820%22
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/%22http:/www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G39730%22
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/%22http:/www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G63140%22
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/%22http:/www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT4G26530%22
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/%22http:/www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G37660%22
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   Tabla 5.3. Identificación por MS de spots sobre-expresados en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2. 

pH 3-10 pH 4-7    

Spot 
 

a 

 

PM/pI 

exp
b

 

Mat- 

ches 
c
 

CS 
%  
d

 

Pun- 
taje 

e
 

Spot 
 

a
 

PM/pI 
exp

 

b
 

Mat-

ches  
c
 

CS 
%
d

 

Pun- 
taje 

e
 

PM/pI 
Teórico 

f
 

AGI 
j
 Nombre de la Proteína Proceso celular 

k
 

FC h 
3-10 

FC
 h

 

4-7 

61 37,3/5,02 4  21 219 411 36,0/5,12 3 --- 69 24,7/4,65 AT4G20260 
Proteína 1 de unión a cationes 
asociada a membrana plasmática 
(PCAP1) 

Señalización. 
 

1,7 2,4 

94 42/6,70 6  25 97 967 42/6,61 13 49 474 42,4/7,59 AT5G14780  Formato Deshidrogenasa (FDH) Metabolismo C1. 2,1 2,3 

187 
145,4/4,9
6 

11 28 164 991 149,7/5,08 10 21 189 60/4,59 AT1G22530 Patellin 2 (PATL2) Transporte. 1,5 2,0 

234 55/4,39 11  60 233 166 55,3/4,55 9 48 215 29,9/4,44 AT1G20440 
Proteína regulada por el frío  47 
(COR47) 

Estrés abiótico 2,3 2,3 

          18 30,0/4,89 9 33 283 33,36/4,44 AT1G35160 Factor general de regulación 4 (GRF4) Señalización.   1,6 

          28 33,2/5,66 6 27 109 
32,2/5,56 AT3G16420 Proteína de unión a PYK10 (PBP1) 

Pertenece a un grupo de familias 
de proteínas mirosinas y 
jacalinas. 

 1,9 

          389 34/5,52 9 34 284 1,8 

          75 41,3/6,00 
13 
11 

34 
28 

310 
121 

  
AT2G20420 
AT1G01560 

MAP quinasa 11 (MPK11).  
Subunidad beta de Sucinil-CoA ligasa [formadora de 
GDP ]  

          106 46,2/5,81 16 53 389 42,8/5,60 AT3G17390 
Metionina Adenosiltransferasa 4 
(MTO3) 

Proteína de unión a metales.   1,7 

          131 50,8/4,73 13 40 305 43,5/4,42 AT5G39570 MIJ24.6, NM_123319 Desconocida.   2,0 

          181 58,7/4,92 8 19 69 56,4/4,64 AT1G77510 Disulfuro Isomerasa 6 (PDI6) Redox.  1.7 

          953 37,2/5,37 20 69 328 36,2/5,02 AT1G35720   Annexin 1 (ANNAT1) Organización celular. 1.9 

          966 38,0/4,80 6 45 211 20,8/5,2 AT1G76180 
Respuesta temprana a la 
deshidratación 14 (ERD14) 

Estrés abiótico.   3,2 

          989 95,0/5,03 7 10 143 64/4,5 AT1G72150 Patellin 1 (PATL1) Transporte.   1,7 

a Número de spot según se asignó en la Figura 5.3; 
b

PM( kDa)/pI experimental, calculados con el software さIﾏage Masteヴ ヲD Platiﾐuﾏざ; 
c
 Número de péptidos que su relación masa/carga coincide con los 

picos observados por MS; 
d Cobertura de secuencia con los péptidos que coincidieron;

 
 
e Puntaje reportado en el Mascot luego de la búsqueda en la base de datos de NCBInr, un valor > a 60 señala que la 

proteína se encuentra identificada significativamente; f
 PM (kDa)/pI teórico obtenidos de la base de datos de TAIR. 

j Identificador genético en Arabidopsis; k Proceso celular en el que participa la proteína, 

integramos información de PPBD y MapMan, PS: Fotosíntesis. 
h

 diferencia en los niveles de expresión entre genotipos.  

 

 
 

http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/%22http:/www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT4G20260%22
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=137523
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/%22http:/www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G20440%22
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/%22http:/www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G35160%22
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/%22http:/www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G16420%22
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/%22http:/www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G77510%22
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=138321
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/%22http:/www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G72150%22
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5.1.3 Análisis bioinformático de las proteínas identificadas 

5.1.3.1 Ontologías Genéticas 

La Ontología de Genes (GO) permite la descripción precisa de los productos génicos 

anotados en las bases de datos (http://www.geneontology.org/) mediante una terminología 

unificada y lógicamente consistente. El análisis del enriquecimiento en una categoría (término) 

GO determinada en un conjunto de genes permite determinar los procesos, funciones y 

localizaciones que están sobre- o sub-representadas en ese conjunto de genes de interés. 

Básicamente, se compara la frecuencia de una categoría en el conjunto de genes de interés 

con la frecuencia de la misma categoría calculada para los genes de un genoma (genes de 

referencia de la base de datos). 

Con el objetivo de entender la relevancia biológica de los grupos de proteínas sobre- y 

sub-expresadas encontrados en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2, analizamos qué 

términos de la GO podrían encontrarse estadísticamente sobre-representados. La clasificación 

la ヴealizaﾏos deﾐtヴo de la GO deﾐoﾏiﾐada さPヴoIeso BiológiIoざ y Ioﾏo Hase de datos 

utilizamos una versión reducida de GO denominada Slim. Esta base de datos contiene un 

subconjunto de términos GO que aportan información  general del contenido de la ontología 

sin entrar en detalle en cada uno de los términos 

(http://www.geneontology.org/GO.slims.shtml).  

Para las proteínas sub-expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 los 

términos enriquecidos fueron 9: fotosíntesis, generación de precursores de metabolitos y 

energía, procesos catabólicos, procesos biosintéticos, procesos de metabolismo de 

carbohidratos, respuestas a estímulos abióticos, respuestas a estímulos bióticos, respuesta a 

estrés y organización de componentes celulares (Tabla 5.3, punto 1). Un análisis más detallado 

de este últiﾏo téヴﾏiﾐo ヴe┗eló uﾐ eﾐヴiケueIiﾏieﾐto eﾐ los téヴﾏiﾐos さoヴgaﾐizaIióﾐ de 

Iloヴoplastosざ y さoヴgaﾐizaIióﾐ de ﾏeﾏHヴaﾐas de tilaIoidesざ ふTaHla ヵ.ン, puﾐto ヲぶ. 

Los términos enriquecidos para las proteínas sobre-expresadas en el mutante fueron 3: 

respuestas a estímulos abióticos, respuesta a estrés y respuesta a estímulos endógenos (Tabla 

5.3, punto 3).  

Los téヴﾏiﾐos さヴespuesta a estヴésざ y さヴespuestas a estíﾏulos aHiótiIosざ los eﾐIoﾐtヴaﾏos 

enriquecidos cuando analizamos las proteínas tanto sub- como sobre-expresadas en el 

cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 (Tabla 5.3, puntos 1 y 3). Entonces evaluamos en 

detalle las ontologías correspondientes. Para las proteínas sub-expresadas en el cuádruple 

mutante phyA phyB cry1 cry2 hallamos enriquecidos los términos respuesta al frío y respuesta 

http://www.geneontology.org/GO.slims.shtml
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a estímulo lumínico (Tabla 5.3, punto 2) mientras que para las proteínas sobre-expresadas en 

el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 encontramos los términos respuesta a estímulos de 

temperatura (dentro del cual estaban enriquecidos los términos respuesta al frío y respuesta a 

calor) y el término respuesta a la sequía (Tabla 5.3, punto 4).  

Es interesante destacar que en el caso de las proteínas sub-expresadas en el cuádruple 

mutante phyA phyB cry1 cry2 el térmiﾐo さヴespuesta a fヴíoざ estaHa iﾐtegヴado poヴ pヴoteíﾐas ケue 

participan activamente en la fotosíntesis pero cuya actividad se modifica en respuesta al frío 

como se ha reportado anteriormente (Fowler y Thomashow, 2002; Yan et al., 2006); por otro 

lado, las proteínas sobre-expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 que 

integraron el mismo término fueron proteínas relacionadas directamente con la tolerancia al 

frío como se ha reportado en varios trabajos (Clark et al., 2010; Kawamura y Uemura, 2003; 

Puhakainen et al., 2004).  

Estos datos, sobre cuáles eran los términos de GO enriquecidos, fueron posteriormente 

utilizados como base para el estudio de las respuestas fisiológicas del cuádruple mutante phyA 

phyB cry1 cry2.  
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Tabla 5.4. Enriquecimiento en Ontologías Genéticas (GO) de las proteínas sub- y sobre- expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2. La clasificación se realizó usando 

BINGO 2.44. GO es el número que identifica al término.  

Sub-expresadas en phyA phyB cry1 cry2 

1.  Slim GO – Procesos Biológicos  

GO Descripción 
p-valor 

ajustado 
a
 

Frecuencia en 
el grupo 

Frecuencia en el 

Genoma 
b
 

Nombre de la proteína 
c
 

15979 Fotosíntesis 1,65E-20 14/20  70,0%  419/30507  1,3%  
SCO1 CSP41A RCA GAPB PRK FNR1 ATPC1 SHM1 FNR2 ATPA VAR2 PSBO-
2 CSP41B AT2G37660 

6091 
Generación de precursores de 
metabolitos y energía 

4,09E-20 15/20 75,0%  664/30507 2,2%  
SCO1 CSP41A RCA GAPB PRK FNR1 ATPC1 SHM1 FNR2 ATPA VAR2 PSBO-
2 CSP41B AT2G37660 AT4G26530 

9056 Procesos catabólicos 2,25E-13 16/20  80,0%  2530/30507  8,2%  
SCO1 CSP41A GAPB PRK FNR1 GGT1 ATPC1 SHM1 FNR2 ATPA VAR2 
PSBO-2 CSP41B GLDP2 AT2G37660 AT4G26530 

9058 Procesos Biosintéticos 8,97E-11 18/20  90,0%  5639/30507  18,4%  
SCO1 CSP41A RCA PDX AGT GAPB PRK FNR1 GGT1 ATPC1 FNR2 SHM1 
ATPA VAR2 PSBO-2 CSP41B AT2G37660 AT4G26530 

5975 
Procesos de metabolismo de 
carbohidratos 

1,31E-10 13/20  65,0%  1941/30507  6,3%  
SCO1 CSP41A GAPB PRK FNR1 ATPC1 FNR2 ATPA VAR2 CSP41B PSBO-2 
AT2G37660 AT4G26530 

9628 Respuesta a estímulo abiótico 4,47E-10 14/20  70,0%  2755/30507  9,0%  
CSP41A RCA AGT GAPB PRK FNR1 GGT1 SHM1 FNR2 ATPA VAR2 PSBO-2 
CSP41B AT2G37660 

9607 Respuesta a estímulo biótico 7,07E-08 10/20  50,0%  1533/30507  5,0%  FNR1 PRK FNR2 SHM1 ATPA RCA PSBO-2 CSP41B GAPB AT2G37660 

6950 Respuesta a estrés 6,73E-07 13/20  65,0%  4075/30507  13,3%  
RCA AGT GAPB PRK FNR1 GGT1 SHM1 FNR2 ATPA VAR2 CSP41B PSBO-2 
AT2G37660 

16043 
Organización de componentes 
celulares 

7,63E-06 11/20  55,0%  3337/30507  10,9%  
FNR1 PRK SCO1 ATPC1 CSP41A FNR2 VAR2 PSBO-2 CSP41B GAPB 
AT2G37660 

2. Procesos Biológicos más enriquecidos dentro de "Respuesta a estrés", "Respuesta a estímulo abiótico" y "Organización de componentes celulares " 

9409 Respuesta a frío 1,09 E-9 9/20 45,0%  616/28699 2,1%  FNR1 PRK FNR2 SHM1 ATPA RCA CSP41B GAPB AT2G37660 

9416 Respuesta a estímulo lumínico 2,70 E-5 7/20 35,0%  1172/28699 4,0%  PRK CSP41A VAR2 RCA PSBO-2 CSP41B GAPB 

9658 Organización de cloroplastos 8,33 E-8 6/20 30,0%  250/28699 0,8%  PRK SCO1 VAR2 PSBO-2 CSP41B GAPB 

10027 
Organización de membranas de 
tilacoides 

2,80 E-5 4/20 20,0%  198/28699 0,6%  SCO1 VAR2 PSBO-2 CSP41B 

Continua en la siguiente página  
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Sobre-expresados en phyA phyB cry1 cry2 

3. Slim GO – Procesos Biológicos  

GO Descripción 
p-valor 
ajustado 

Frecuencia en 
el grupo 

Frecuencia en el 

Genoma
 b

 
Nombre de la proteína

c
 

6950 Respuesta a estrés 3,50 E-04 8/12 66,6%  4075/30507 13,3%  MTO3 PCAP1 PATL1 COR47 PDI6 ERD14 FDH ANNAT1 

9628 Respuesta a estímulo abiótico 3,50 E-04 7/12 58,3%  2755/30507 9,0%  MTO3 PCAP1 PATL1 COR47 PDI6 ERD14 ANNAT1 

9719 Respuesta a estímulo endógeno 1,50 E-02 4/12 33,3%  1627/30507 5,3%  COR47 GRF4 ERD14 ANNAT1 

4. Procesos Biológicos más enriquecidos dentro de "Respuesta a estrés" y "Respuesta a estímulo abiótico" 

9266 
Respuesta a estímulos de 
temperatura 

2,80 E-06 7/12 58,3%  947/28699 3,2%  MTO3 PCAP1 PATL1 COR47 PDI6 ERD14 ANNAT1 

9409 Respuesta a frío 1,31 E-04 7/12 58,3%  947/28699 3,2%  MTO3 PCAP1 PATL1 COR47 PDI6 ERD14 ANNAT1 

4908 Respuesta a calor 1,93 E-04 4/12 33,3%  296/28699 1,0%  COR47 PDI6 ERD14 ANNAT1 

9414 Respuesta a la sequía 5,33 E-04 4/12 33,3%  396/28699 1,3%  PCAP1 COR47 ERD14 ANNAT1 
a 

p-val < 0,05 señala que la frecuencia en el grupo es significativamente diferente de la frecuencia en el Genoma. 
b 

El número de genes utilizados para calcular la frecuencia en el Genoma 

es diferente según la base de datos que se utilice (la Slim-GO o la base de datos de GO-Procesos Biológicos).
 c 

Nombre de la proteína según se indica en la Tabla 5.1 o 5.2 
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5.1.3.2 Localización subcelular  

Dado que el 90 %  (18 de 20) de las proteínas sub-expresadas en el cuádruple mutante 

phyA phyB cry1 cry2 participan en funciones asociadas a los cloroplastos y organelas de 

producción de energía, comparamos estas proteínas con la base de datos de proteínas 

cloroplásticas publicada por Ferro et al. (2010). Observamos que 14 de las 20 proteínas 

localizaban en cloroplasto, 8 de las cuales localizaban en el estroma (RCA, AT2G37660, GAPB, 

PRK, SCO1, AT4G26530, CSP41A y CSP41B) y 6 en tilacoides (VAR2, FNR1, ATPC1, FNR2, ATPA, 

PSBO-2). De las 6 restantes, según SUBA (http://suba.plantenergy.uwa.edu.au/), PDX localiza 

en citoplasma, GLDP2 y SHM1 en mitocondrias, AGT1 y GGT1 en peroxisoma y PATL2 en 

membrana plasmática y vacuola. 

Las proteínas de localización tilacoidal (PSBO-2, FNR1, FNR2, ATPC1 y ATPA) se 

encuentran involucradas en la etapa fotodependiente de la fotosíntesis (Fig. 5.4) mientras que 

las proteínas del estroma (PRK, GAPB, RCA y AT4G26530) participan del Ciclo de Calvin (Fig. 

5.4). Por otro lado, SHM1 y GLDP2 (en mitocondrias), AGT1 y GGT1 (en peroxisomas) 

participan en la fotorrespiración (Fig. 5.4). De las proteínas de cloroplastos, a las cuales no se 

les encontró asociada ninguna actividad enzimática, SCO1 se encuentra involucrada en la 

organización de cloroplastos (Albrecht et al., 2006), mientras que VAR2 participa de la 

biogénesis de las membranas tilacoidales (Liu et al., 2010). CSP41B y CSP41A forman complejos 

que estabilizan ARNm y precursores de ARNr en el cloroplasto (Qi et al., 2012) y la función de 

AT2G37660 aún se desconoce. 

De las 12 proteínas sobre-expresadas en el cúadruple mutante phyA phyB cry1 cry2 sólo 

ERD14 y FDH se encontraron en cloroplastos, ERD14 en la envoltura y FDH en el estroma 

(Ferro et al., 2010). Para el resto de las proteínas no observamos ningún patrón definido de 

localización subcelular.  
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Figura 5.4. Reacciones de fotosíntesis y fotorrespiración en las que participan enzimas sub-

expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2. Las proteínas sub-expresadas en el 

cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 se marcaron en rojo. Este esquema se realizó utilizando el 

programa Mapman y se completó con datos tomados del Plant Metabolic Network (PMN, 

http://www.plantcyc.org/). 

5.1.3.3 Interactomas 

Con la intención de explorar en bases de datos públicas la posible asociación entre las 

proteínas que se co-expresaban en nuestras condiciones experimentales (sobre- y sub-

expresadas) generamos redes de genes utilizando el programa GeneMANIA 

(http://www.genemania.org/). La base de datos de GeneMANIA brinda asociación funcional al 

integrar información proveniente de diferentes tipos de base de datos (perfiles de expresión 

de genes y proteínas, interacción proteína-proteína, localización subcelular, etc.) y permite 

predecir qué otras entidades (genes o proteínas), funcionalmente relacionadas, podrían estar 

involucradas en la respuesta en estudio. Vale remarcar que el peso que se le da a cada variable 

en la red no se obtiene usando bases de datos de GO (ver M&M: 3.3.16.7) por lo que ésta 

aproximación no es redundante con el estudio de enriquecimiento de términos GO ya 

expuesto, sino que son análisis complementarios.  

Realizamos 2 redes, en una ingresamos como nodos principales los AGIs de las proteínas 

sub-expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 y en la otra los AGIs de las 

proteínas sobre-expresadas en el mismo (Fig. 5.5 A y B). Cuánto se puede confiar en la 

predicción de un cambio en las proteínas no detectadas en el análisis proteómico, dependerá 



 
Capítulo II: Resultados 

 89 

de la confianza en los agrupamientos generados en la red. Para tener en cuenta esto, 

realizamos un análisis topológico de cada red. Uno de los parámetros que se obtiene del 

aﾐálisis es el さIoefiIieﾐte de agヴupaﾏieﾐtoざ ケue está iﾐflueﾐIiado poヴ la Iaﾐtidad de uﾐioﾐes 

que se establecen entre los distintos nodos y toma valores entre 0 y 1. Los genes sub-

expresados en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 formaron un grupo con un 

coeficiente de agrupamiento promedio alto (0,890) con dos nodos aislados (PATL2 y PDX) 

mientras que los genes sobre-expresados formaron un grupo con un coeficiente bajo 

(coeficiente: 0,544) y también 2 nodos aislados (ANNAT1 y PBP1) (Fig. 5.5 A y B). Para poder 

comparar los coeficientes de agrupamiento generamos redes con genes tomados al azar del 

genoma de Arabidopsis. Al generar una red con una lista de 20 genes, el coeficiente fue de 

0,590 con 12 nodos aislados y al generarla con 12 genes tomados al azar fue de 0,416 con 6 

nodos aislados (datos no mostrados). El alto coeficiente de agrupamiento de los genes sub-

expresados en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 (0,890) nos permite predecir la sub-

expresión de otras entidades que no identificamos en el análisis proteómico (marcadas con un 

IíヴIulo eﾐ la Fig. ヵ.ヵ Aぶ. “egúﾐ la GO さPヴoIeso BiológiIoざ, la ﾏayoヴía de estas pヴoteíﾐas 

predichas se encuentran involucradas en fotosíntesis y generación de precursores de 

metabolitos y energía, como por ejemplo PSBO-1, LHCB4.1 y LHCA3, apoyando la confianza de 

la prueba. En la red generada a partir de las proteínas sobre-expresadas en el cuádruple 

mutante phyA phyB cry1 cry2 el coeficiente de agrupamiento fue cercano al obtenido tomando 

genes al azar por lo tanto no podemos predecir qué otras entidades se encuentran sobre-

expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2. 
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Figura 5.5. Redes de interacción generadas en GeneMANIA. A. Red generada utilizando como nodos 
principales las 20 proteínas sub-expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2. B. Red 
generada utilizando como nodos principales las 12 proteínas sobre-expresadas en el cuádruple mutante 
phyA phyB cry1 cry2. 
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5.1.4. Análisis de los cambios en el proteoma de plántulas etioladas 

En las secciones anteriores analizamos las diferencias existentes en el perfil de 

expresión de proteínas entre el genotipo WT y el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 

cuando las plantas crecen bajo luz blanca. Para estudiar si la expresión diferencial de las 

proteínas identificadas era dependiente de la luz o si ya se observaban diferencias en la 

expresión de las mismas antes de exponer las plántulas a la luz, decidimos estudiar el 

proteoma de plántulas crecidas en completa oscuridad. 

Plántulas WT y cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2 fueron sembradas en MS 

0,5X; luego del pulso de luz para inducir la germinación, se mantuvieron en completa 

oscuridad durante 5 días y se cosecharon en luz verde tenue. En estas condiciones, ambos 

genotipos fueron fenotípicamente indistinguibles (largo hipocotilo, media + EE en mm: WT= 

8,8 + 0,5; phyA phyB cry1 cry2: 8,9 + 0,5; n=8, ambos genotipos tenían los cotiledones 

cerrados). Se extrajeron proteínas totales utilizando 10 %  TCA/Acetona (ver M&M, 3.3.15.1: 

protocolo 3) y se corrieron 250 µg totales en tiras comerciales de 7 cm en el intervalo de pH de 

4 a 7. Se realizaron 3 réplicas biológicas en las que encontramos 222 spots en al menos 2 de las 

réplicas biológicas de cada genotipo. Como puede observarse, el perfil general de expresión de 

proteínas fue muy diferente al patrón de expresión de proteínas crecidas a la luz (comparar 

Fig. 5.3 B con Fig. 5.6). Sólo cuatro spots resultaron significativamente diferentes (p < 0,05 y FC 

> 1,2) estando todos sobre-expresados en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 (Fig. 5.6). 

Identificamos estos 4 spots por MS. Los spots 1 y 2 resultaron ser la misma proteína 

llamada CRU3 (cruciferina 3), muy probablemente dos formas diferencialmente fosforiladas 

como ya se ha descripto (Wan et al., 2007); y en el spot 4 identificamos la CRU1 (cruciferina 1) 

mientras que el spot 3 tenía una mezcla de proteínas (Tabla 4.4). Las cruciferinas, que son las 

principales proteínas de reserva en semillas de Arabidopsis, se acumulan durante la etapa 

tardía de formación del embrión y comienzan a degradarse rápidamente a partir de la 

germinación de las semillas. Después de 4 días de crecer en luz casi no hay niveles detectables 

mediante Western blot de cruciferinas en plantas de genotipo WT (Job et al., 2005). Estos 

resultados fueron consistentes con la observación de que en mutantes phyB crecidos en 

oscuridad aumenta la expresión de un grupo de transcriptos con funciones de reserva en la 

semilla, entre los que se encuentran los de CRA1 y CRU3 (Mazzella et al., 2005). 
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Figura 5.6. Gel 2D de plántulas etioladas. Se muestra un gel modelo realizado a partir de extractos 
proteicos totales de plántulas crecidas durante 5 días en oscuridad. Se numeran (1-4) las proteínas 
diferencialmente expresadas y secuenciadas por MS.  

 
Tabla 5.4. Identificación por MS de las proteínas sobre-expresadas en el cuádruple mutante phyA 

phyB cry1 cry2 en comparación con el WT en plántulas etioladas.  

N° spot 
pI/PM 

experimental 
pI/PM 

teórico* 
AGI Nombre 

Proceso 
Biológico 

FC 

1 6,6/32,0 
6,99/58,2 AT4G28520 Cruciferina 3 (CRU3) 

Proteína de 
reserva 

1,75 

2 6,8/32,2 1,4 

3 6,7/28,7 7,88/52,6 
6,99/58,2 
6,86/25,1 

AT5G44120 
AT4G28520 
AT5G20020 

Cruciferina 1 (CRU1/CRA1)               
CRU3 
Proteína de unión a GTP 
relacionada a RAS 

 1,3 

4 6,8/28,2 7,88/52,6 AT5G44120 CRA1/CRU1 Proteína de 
reserva 

1,2 

* PM del pヴeIuヴsoヴ, eﾐ ┗aIuola se Ili┗a eﾐ las suHuﾐidades α y β de ンヰ y ヲヰ kDa, ヴespeIti┗aﾏeﾐte. 

En base a estos resultados podemos concluir que las diferencias observadas en los niveles 

de expresión de proteínas entre el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 y el genotipo WT 

en plántulas crecidas bajo luz blanca (Fig. 5.3, Tabla 5.1 y 5.2) son consecuencia de la 

deficiencia del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 en la percepción de las señales 

lumínicas, ya que en completa oscuridad no se vieron alteradas las mismas proteínas. Esto 

parece evidente para las proteínas sub-expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 

cry2 que, como mostramos anteriormente, participan de procesos relacionados con la 

fotosíntesis y generación de energía, pero no resultaba evidente para las proteínas sobre-

expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2.  
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5.2 Ensayos fisiológicos 

Teniendo en consideración que los cambios observados en el proteoma del cuádruple 

mutante phyA phyB cry1 cry2 estarían reflejando alteraciones fisiológicas analizamos aquellas 

respuestas vinculadas a los términos enriquecidos en el análisis de las GO. 

5.2.1 El cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 tiene severamente alterada 
la tasa fotosintética 

Con la intención de analizar en qué medida la reducción en la expresión de proteínas 

cloroplásticas repercutía en la tasa fotosintética del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 

medimos el consumo neto de CO2 de dicho genotipo y de plantas WT, en colaboración con el 

Dr. Edmundo Ploschuk de la Facultad de Agronomía (UBA). Debido a limitaciones técnicas este 

experimento no pudo realizarse con plántulas y utilizamos plantas adultas. Las mediciones se 

realizaron en plantas WT de 44 días de crecimiento que se encontraban en el estadio 6.1 

(plantas que ya habían extendido el vástago y tenían las primeras flores abiertas) y en plantas 

del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 que alcanzaron el mismo estadio al día 65. 

Considerando que en plantas de 65 días la tasa fotosintética será menor debido a que la 

fotosíntesis disminuye cuando las hojas comienzan a movilizar reservas antes de la 

senescencia, decidimos analizar la tasa fotosintética de plantas cuádruples mutantes phyA 

phyB cry1 cry2 de 44 días, que se encontraban en el estadio 1.12 (plantas con 12 hojas en la 

roseta y en las que todavía no se observa el botón floral). 

El consumo neto de CO2 del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 fue entre un 65 y 70 

%  menor que el consumo del WT independientemente del estadio del desarrollo en el que se 

encontraban las plantas (Fig. 5.7 A). Este menor consumo neto de CO2 fue consistente con un 

menor contenido de clorofila de las hojas del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 (Fig. 5.7 

C). La tasa de transpiración del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 disminuyó también 

entre un 65 y 70 %  (Fig. 5.7 B).  
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Figura 5.7. A. Tasa fotosintética, B. Tasa de transpiración y C. Contenido de clorofila. Las 

mediciones se realizaron en plantas WT en el estadio 6.1 (44 días) y cuádruples mutantes phyA phyB 

cry1 cry2 en el estadio 6.1 (65 días) y 1.2 (44 días). Los datos representan la media + EE, n=8, ** 

p<0,01, *** p<0,001. 

5.2.2 El cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 es más resistente al estrés 
hídrico  

Se ha descripto que plantas mutantes phyB y doble mutantes cry1 cry2 son más tolerantes 

a la sequía que plantas WT (Liu et al., 2012a; Mao et al., 2005). Esto previamente se lo ha 

vinculado a la densidad de estomas y a la baja tasa de transpiración de las plantas mutantes. 

Considerando que el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 presentó un 30 %  de la tasa de 

transpiración de plantas WT (Fig. 5.7 C), además de sobre-expresar proteínas de resistencia a 

la sequía (Tabla 5.3), decidimos analizar su resistencia a la sequía. 

Plantas del genotipo WT y cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2 sembradas en 

macetas dejaron de regarse en el estadio 1.03 (plantas con 3 hojas, WT al día 14, cuádruple 

mutante phyA phyB cry1 cry2 al día 18). Luego de 14 días se restableció el riego y 5 días 

después se calculó la supervivencia. Realizamos 4 experimentos independientes con al menos 

15 plantas de cada genotipo en cada uno. Luego del tratamiento sobrevivieron un 21 + 16 %  de 

plantas WT y un 76 + 12 %  de plantas cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2. Es decir, el 

cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 fue significativamente más tolerante a la sequía (p< 

0,05). La Fig. 5.8 muestra que el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 no solamente fue más 

resistente luego de 14 días de sequía sino que no se evidenció en general un daño permanente 

en el tejido verde. Esto fue consistente con la menor tasa de transpiración del cuádruple 

mutante phyA phyB cry1 cry2 (Fig. 5.7 B).  
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Figura 5.8. Resistencia a la sequía. Plantas WT y cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2 dejaron 
de regarse durante 14 días cuando alcanzaron el estadio 1.03 y luego se restableció el riego. A. Foto 
tomada al día 14 de estrés hídrico; WT (izquierda) y cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2 
(derecha). B. Foto tomada 5 días después desde que se volvieron a regar; WT (izquierda) y 
cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2 (derecha). Realizamos 4 experimentos independientes con 
al menos 15 plantas de cada genotipo en cada uno. 

5.2.3 El cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 es más sensible a un shock 
de temperatura congelante que el genotipo WT 

Tomando en cuenta que el 58 %  (7 de 12) de las proteínas sobre-expresadas en el 

cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 se encontraron involucradas en tolerancia al frío, 

decidimos analizar si plántulas cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2 eran más resistentes 

al congelamiento. 

Plantas del genotipo WT y del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 fueron crecidas en 

macetas a 22 °C hasta el estadio 1.02, se las expuso a -5 °C durante 4 h y luego se volvieron a 

crecer a 22 °C. Después de 5 días sobrevivieron el 97 + 3 %  de las plantas WT y el 16 + 9 %  de 

las plantas cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2 (Fig. 5.9 A). Plantas en un estadio más 

avanzado (1.03), fueron sometidas al mismo tratamiento sobreviviendo en este caso el 100%  

de ambos genotipos. Seguidamente decidimos probar con un tratamiento más prolongado y 

expusimos las plantas a -5 °C durante 6 h 30 min. Bajo estas condiciones, sobrevivieron el 98 + 

2 %  de las plantas del genotipo WT y el 20 + 13 %  de las plantas cuádruples mutantes phyA 

phyB cry1 cry2 (Fig. 5.9 B). Por lo tanto, los resultados obtenidos a partir de ambos 

tratamientos sugieren que el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 es más sensible que el 

genotipo WT al congelamiento. Estos resultados discrepaban con los datos de sobre-expresión 

de las proteínas relacionadas a la tolerancia al frío (Tabla 5.3) y también con trabajos previos 

en los que se propuso que el mutante phyB sería más tolerante al congelamiento (Franklin y 

Whitelam, 2007; Lee y Thomashow, 2012). Es así que incorporamos al mutante phyB en 

nuestros experimentos para analizar su tasa de supervivencia. Observamos que, en el estadio 

1.02 luego de 4 h a -5 °C, su tasa de supervivencia era comparable a la observada para el 

cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 (Fig. 5.9 C). 
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Figura 5.9. El cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 es más sensible a un shock de temperatura 

congelante que el genotipo WT. A. Plantas WT y cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2 en el 

estadio 1.02 fueron expuestas a -5 °C durante 4 h. Se fotografiaron 5 días después del tratamiento 

(n= 4 réplicas, cada una de 8 plántulas). B. Plantas en el estadio 1.03 expuestas a -5 °C durante 6 h 30 

min. Se fotografiaron antes del tratamiento (panel izquierdo) y 5 días después (panel derecho) (n= 4 

réplicas, cada una de 4 plantas). C. Se repitió el experimento de la figura A incorporando al mutante 

phyB en el análisis, n=8, datos: media + EE. Se analizó si la S del mutante phyB era diferente a la S del 

cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 mediante un t-Test. S: porcentaje de plantas que 

sobrevivieron 5 días después del tratamiento (media + EE). 

 

Al finalizar los tratamientos de frío observábamos frecuentemente que las plántulas del 

cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 y del simple mutante phyB presentaban el hipocotilo 

y/o alguno de los peciolos quebrados luego del proceso de descongelamiento, por lo que la 

muerte observada en las mutantes podía ser consecuencia del daño mecánico que sufrían en 

ese momento y no consecuencia directa del tratamiento de frío. Entonces repetimos el ensayo 

con plántulas en el estadio 1.02 realizando un seguimiento de las mismas y diferenciando las 

plántulas sanas de las dañadas. En este ensayo el genotipo WT no sufrió daño durante el 

descongelamiento (de 24 plantas analizadas) y sobrevivieron todas (100% ). Sin embargo, de 46 

plantas cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2 que entraron en el tratamiento de frío sólo 

20 no sufrieron daño mecánico y de estas sobrevivieron 12 (60 % ). Además, de las 34 plantas 

mutantes de phyB que recibieron un tratamiento de frío, 21 permanecieron sanas y de estas 



 
Capítulo II: Resultados 

 97 

sobrevivieron 10 (48 % ). Por lo tanto, aún descartando el daño mecánico que ocurría durante 

el descongelamiento, observamos una mayor sensibilidad al tratamiento de un shock de 

congelamiento del mutante phyB y del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 en relación al 

genotipo WT. 

5.2.4 El cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 tiene menor insaturación 
de ácidos grasos que el genotipo WT 

Contrariamente a lo que esperábamos a partir del análisis del perfil proteico, las plantas 

cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2 resultaron ser más sensibles que el genotipo WT al 

congelamiento (Fig. 5.9). Entonces decidimos estudiar si algún otro factor existente en el 

cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 podría conferirle la condición de sensibilidad frente al 

estrés por frío. 

Cuando las plantas se exponen a un estrés por frío, además de aumentar la expresión de 

proteínas asociadas a la tolerancia a dicho estrés (Puhakainen et al., 2004), también se 

produce un aumento en la insaturación de los ácidos grasos de las membranas celulares 

manteniéndose así la fluidez de las mismas (Uemura et al., 1995). En la literatura existen 

evidencias de que la luz regularía la actividad de las desaturasas en plantas (Newman, 1971; 

Nishiuchi et al., 1995). La familia de genes FADs ふω-3 fatty acid desaturase) regulan el nivel de 

insaturación de ácidos grasos: FAD5, FAD6, FAD7, FAD8 en cloroplastos y FAD2 y FAD3 en 

retículo endoplasmático (revisado en Wallis y Browse, 2002). Entonces, como primera 

aproximación para analizar si estaba alterada la saturación de los ácidos grasos en el cuádruple 

mutante phyA phyB cry1 cry2, realizamos una búsqueda en publicaciones científicas de 

cambios en los niveles de expresión de las FADs en respuesta a la luz o en mutantes de 

fotorreceptores. En el análisis de transcriptomas de plántulas crecidas en oscuridad que 

recibieron 4 h de luz R, RL, azul o blanca se observó que FAD6 se indujo sólo con RL, FAD7/8 y 

FAD5 en todas las luces mientras que no se reportaron cambios en FAD2 o FAD3 (Peschke y 

Kretsch, 2011). En otros análisis de transcriptomas se encontró a FAD8 inducido por cry1 y por 

cry2 (Ohgishi et al., 2004) y a FAD6, FAD7 y FAD8 como genes inducidos tardíamente por phyA 

(Tepperman et al., 2001). Entonces la luz regularía positivamente los niveles de expresión de 

los mensajeros que codifican para las enzimas de actividad cloroplástica (FAD5, FAD6, FAD7 y 

FAD8) y no para aquellas de retículo endoplasmático (FAD 2 y FAD 3). 

Los datos expuestos en el párrafo anterior sugerían que la composición de ácidos grasos 

de membrana del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 podría encontrarse alterada. 

Mediante una colaboración con el Dr. Fernando García del INIBIOLP, analizamos la 

composición de ácidos grasos de plántulas WT y cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2 en 
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el estadio 1.02. El cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 presentó una menor proporción de 

los ácidos grasos totalmente insaturados 16:3 y 18:3 y del ácido graso parcialmente insaturado 

16:1, mientras que presentaba una mayor proporción del 18:1 y de los ácidos grasos saturados 

14:0 y 16:0 (Fig. 5.10 A). Agrupando a los ácidos grasos según sean totalmente insaturados, 

parcialmente insaturados o saturados podemos observar que el cuádruple mutante phyA phyB 

cry1 cry2 tuvo una menor proporción de ácidos grasos totalmente insaturados y mayor 

proporción de ácidos grasos parcialmente insaturados y saturados (Fig. 5.10 B). 

 
Figura 5.10. Composición de ácidos grasos de plántulas WT y cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 

en el estadio 1.02. A. Composición de las especies mayoritarias. B. Composición de ácidos grasos 

totalmente insaturados (16:3 + 18:3), parcialmente insaturados (16:1, 18:1 y 18:2) y saturados (14:0 y 

16:0). Cada especie se comparó con un t-Test. * p < 0,05; ** p < 0,01. Se realizó una réplica técnica de 

cada medición y 3 réplicas biológicas independientes. 

El menor contenido de ácidos grasos insaturados observados en el cuádruple mutante 

phyA phyB cry1 cry2 (Fig. 5.10 B) sería consistente con una mayor sensibilidad al frío en 

comparación con el genotipo WT (Fig. 5.9 A). 

5.2.5 El cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 es más tolerante a un shock 
de altas temperaturas que el genotipo WT  

Como expusimos anteriormente, el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 presentó 

menor cantidad de ácidos grasos insaturados en sus membranas (Fig. 5.10). Se ha descripto 

que mutantes con menor insaturación de ácidos grasos en sus membranas tilacoidales son más 

tolerantes a altas temperaturas (Falcone et al., 2004; Murakami et al., 2000). En este contexto, 

evaluamos si el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 era más tolerante a un shock de altas 

temperaturas. Crecimos las plantas a 22 °C hasta el estadio 1.02, las sometimos durante 40 
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min a un shock térmico, de 40 °C o 43 °C, y las regresamos a 22 °C, mientras que un grupo de 

plantas control permaneció a 22 °C. Cinco días después del tratamiento las cosechamos y 

medimos el peso seco de las mismas. El tratamiento a 43 °C afectó de modo negativo el 

crecimiento de plantas WT pero no afectó el crecimiento del cuádruple mutante phyA phyB 

cry1 cry2 (Fig. 5.11 A). Las plantas WT sufrieron daños en sus hojas mientras que en el 

genotipo cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 no se evidenciaron daños (Fig. 5. 11 B). Esto 

fue muy evidente en plantas que recibieron un shock a 44 °C (Fig. 5. 11 B).  Finalmente, los 

resultados expuestos ponen en evidencia la mayor tolerancia del cuádruple mutante phyA 

phyB cry1 cry2 a un shock de altas temperaturas.  

 

Figura 5.11. El cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 es más tolerante que el genotipo WT a un 

shock de altas temperaturas. A. Peso seco de plántulas WT y cuádruples mutantes phyA phyB cry1 

cry2 en el estadio 1.02. Las plántulas recibieron un shock térmico y fueron cosechadas 5 días después 

(se grafica: media + EE, n>4). Analizamos mediante ANOVA de una vía el efecto de la temperatura en 

cada genotipo, seguido por un test de Dunnett, * p < 0,05. B. Comparación del daño en plántulas WT 

y cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2, 5 días después del shock térmico a 43 °C y 44 °C con 

plantas control que no recibieron el shock térmico y permanecieron a 22 °C.  

5.3 Introducción al análisis de proteínas nucleares. 

La acumulación de los fotorreceptores en el núcleo es clave para la regulación de las vías 

de señalización iniciadas por la luz. Cuando analizamos los perfiles proteicos provenientes de 

extractos totales encontramos que la mayoría de los cambios eran en proteínas estructurales y 

en proteínas abundantes involucradas en reacciones energéticas. Como parte del esfuerzo por 

entender la señalización disparada por los fotorreceptores, decidimos buscar diferencias en los 

niveles de expresión de proteínas nucleares entre el genotipo WT y el cuádruple mutante phyA 

phyB cry1 cry2. Este trabajo lo realizamos en colaboración con el Laboratorio de la Dra. Mattei 
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en la Universidad La Sapienza de Roma, Italia. Utilizamos la técnica de DIGE (Differential Gel 

Electrophoresis), en la cual se marcan los extractos proteicos con diferentes fluoróforos (Cy3, 

Cy5 y Cy2) y se los mezcla antes de realizar la primera dimensión. 

Para el aislamiento de núcleos generalmente se utilizan gradientes de sacarosa o de 

Percoll. En el año 2006 se describió un protocolo de aislamiento de núcleos a partir de 5-6 gr 

de tejido fresco basado en la separación en un gradiente de Percoll (Folta y Kaufman, 2006). 

Cuando realizamos este protocolo no pudimos reproducir los resultados publicados, ya que la 

formación de fases no ocurría tal cual se había reportado (se acumulaba material en la 

interfase 0-30 %  y la interfase 30-60 %  no era gris) (Fig. 5.12 A) y la fracción nuclear que 

obteníamos finalmente resultaba muy contaminada (el precipitado final era verde). Entonces 

modificamos el protocolo de Folta y Kaufman introduciendo cambios a partir de otro protocolo 

descripto por Calikowski & Meier (2006) (ver M&M, 3.3.17.3: protocolo 4, lo llamamos 

さprotocolo modificadoざ). Así logramos obtener fases claramente separadas (Fig. 5.12 B) y la 

cantidad de proteínas extraídas era suficiente para un análisis de DIGE. La calidad de la 

preparación nuclear la evaluamos observando los núcleos utilizando la tinción de DAPI (Fig. 

5.12 C). 

 

Figura 5.12. Gradientes de Percoll para el aislamiento de núcleos. A. Protocolo de Folta & Kaufman 

(2006). B. Protocolo modificado. La flecha roja señala la localización de la banda nuclear según se 

describe en cada protocolo, además en cada imagen se indica el porcentaje de Percoll de cada fase. 

C. Imagen de una muestra de núcleos extraída según el protocolo modificado (de la figura B) y teñida 

con DAPI (aumento 100x). 

El enriquecimiento en proteínas nucleares lo analizamos mediante 2 estrategias. Corrimos 

en un gel SDS-PAGE proteínas extraídas de un extracto total y proteínas nucleares (extraídas 

según el protocolo modificado) y analizamos el enriquecimiento mediante Western blot 

revelando primero con un anticuerpo anti-histona 4 (anti-H4) y luego, la misma membrana con 

un anticuerpo anti-Rubisco-L. Si bien detectamos Rubisco en la fracción nuclear, la H4 fue 
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detectada en el extracto nuclear pero no en el extracto total (Fig. 5.13 A) sugiriendo que el 

extracto nuclear se encontraba realmente enriquecido en proteínas nucleares. Para corroborar 

esta observación, comparamos el enriquecimiento que obteníamos con cada uno de los 

protocolos (el de Folta & Kaufman y el modificado). Corrimos extractos de proteínas extraídos 

mediante estos protocolos en geles SDS-PAGE, los teñimos con Coomassie G-250, cortamos 

diferentes bandas que fueron digeridas con tripsina y las analizamos en un espectrómetro de 

masas Nano-LC/ESI/Orbitrap. Para identificar las proteínas confrontamos los espectros 

obtenidos contra el proteoma de Arabidopsis usando el algoritmo de búsqueda Sequest 

(ThermoFisher). Identificamos alrededor de 160 proteínas en cada grupo de bandas de cada 

protocolo de extracción. Usando el programa SeqViewer (http://bbc.botany.utoronto.ca) 

clasificamos las proteínas según Cellular component-GO (Fig. 5.13 B). Como puede observarse, 

con el protocolo modificado logramos incrementar 4 veces la diversidad de proteínas 

nucleares mientras que con el de Folta & Kaufman lográbamos incrementarlo sólo 2 veces (Fig. 

5.13 B). 

Es importante recalcar además que, en el extracto de proteínas obtenido con el protocolo 

modificado, las proteínas con mayor porcentaje de cobertura (es decir que se identificaron con 

un mayor número de péptidos) fueron nucleares lo cual era un indicio de la abundancia de las 

mismas en la mezcla de proteínas (datos no mostrados).  

 

Figura 5.13. Análisis del enriquecimiento en proteínas nucleares. A. Se corrieron 10 µg de proteínas 

totales (T) y proteínas nucleares (N) por duplicado en SDS-PAGE 12% . Se cortó el gel por la mitad. 

Una mitad se tiñó con Coomassie y la otra se utilizó para Western blot con anti-H4 primero y luego 

con anti-RubiscoL. B. Análisis del enriquecimiento en proteínas de los distintos componentes 

celulares según los dos métodos de extracción de proteínas nucleares ensayados. Se corrieron en un 
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gel SDS-PAGE proteínas extraídas con el protocolo de Folta & Kaufman y proteínas extraídas con el 

protocolo modificado, se cortaron grupos de bandas que se analizaron en un Nano-LC/ESI/Orbitrap 

identificándose, aproximadamente, 160 proteínas en cada grupo de bandas. Usando SeqViewer se 

clasificaron según Cellular component-GO las proteínas provenientes de los dos métodos de 

extracción estudiados. Código de colores dentro del protocolo modificado: violeta, no es significativa 

la variación en relación a la frecuencia de proteínas en el genoma total; rojo, se destaca el 

enriquecimiento en proteínas nucleares; en verde se pone en evidencia el enriquecimiento en 

proteínas cloroplásticas. 

Luego de comprobar el enriquecimiento en proteínas nucleares, diseñamos el 

experimento de DIGE como se detalla en M&M, realizando tres réplicas biológicas y una 

réplica técnica de cada réplica biológica intercambiando el fluoróforo utilizado (Cy3 y Cy5). 

Realizamos la corrida de las muestras marcadas en geles 2D (Fig. 5.14 A) (la primera dimensión 

en tiras comerciales de 13 cm, intervalo de pH 3-10 no lineal y la segunda en SDS-PAGE 12 % ). 

Analizamos los geles con el programa DeCyder y encontramos 11 y 22 spots sobre- y sub- 

expresados en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2, respectivamente. 

La fosforilación de proteínas es un mecanismo de regulación post-traduccional, y se ha 

reportado que distintos factores nucleares de la cascada de señalización de los fotorreceptores 

se encuentran regulados por cambios en el estado de fosforilación (revisado en Jiao et al., 

2007). En este contexto, también nos resultaba de interés analizar los cambios en los niveles 

de fosforilación de las proteínas nucleares entre el genotipo WT y el cuádruple mutante phyA 

phyB cry1 cry2. Entonces, luego de escanear los geles en la longitud de onda correspondiente 

los teñimos con Pro-Q Diamond (Q), que tiñe específicamente proteínas fosforiladas, y los 

escaneamos nuevamente. Considerando que el fluoróforo Cy3 y la tinción de Q se excitan y 

emiten en las mismas longitudes de onda (Stasyk et al., 2005, ver en M&M la Fig. 3.4) 

realizamos dos análisis. Primero, estudiamos en cuales de los 33 spots diferencialmente 

expresados se encontraban proteínas fosforiladas observando cuando la señal Cy3+Q era 

mayor que la señal de Cy3 en al menos una de las comparaciones (WT+Q vs WT o phyA phyB 

cry1 cry2+Q vs phyA phyB cry1 cry2) (Fig. 5.14 B). De este modo hallamos 3 spots fosforilados 

de los 33 spots diferencialmente expresados, de los cuales identificamos 2 (spots 216 y 889, 

Tabla 5.5). En el segundo análisis consideramos todos los spots independientemente de si eran 

significativos o no en el análisis de DIGE y realizamos la comparación WT+Q vs phyA phyB cry1 

cry2+Q. De este análisis resultaron significativos (p-corregido < 0,05), 5 spots fosforilados en 

mayor medida en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 de los cuales identificamos 2 (spot 

415 y 464) y 9 spots fosforilados en menor medida en el mismo de los cuales identificamos 3 

(spots 392, 536 y 411, Tabla 5.5) 
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Figura 5.14. Gel 2D modelo de DIGE. A. Gel 2D donde proteínas del WT y del cuádruple mutante 

phyA phyB cry1 cry2 fueron marcadas con distintos fluoróforos (Cy5 y Cy3) y corridas en el mismo gel 

junto con un estándar interno construido con un pool de proteínas WT y cuádruple mutantes phyA 

phyB cry1 cry2 que se ha marcado con Cy2. A la derecha se expone una superposición de las 3 

imágenes (Merge). B. Se muestra como ejemplo el análisis de un spot: 216, su abundancia en cada 

muestra (WT y phyA phyB cry1 cry2, y como aumenta la señal tras la tinción con Pro-Q). 

Eﾐ el LaHoヴatoヴio de la Dヴa. Mattei  se Ioヴヴió uﾐ  gel pヴepaヴati┗o Ioﾐ ヲヵヰ ´g de proteínas y 

se secuenciaron 35 spots de expresion diferencial y/o diferencialmente fosforilados. Del total 

de spots secuenciados, 16 fueron identificados (ver Tabla 5.5), indicándose si fueron 

significativos en la comparación WT vs phyA phyB cry1 cry2 (DIGE, o sea si la expresión fue 

diferencial) o en la comparación WT+Q vs phyA phyB cry1 cry2+Q (ProQ, o sea si la 

fosforilación fue diferencial). También se analizaron las posibles localizaciones subcelulares y 

los procesos biológicos en los que se las ha involucrado. El número de spots identificados fue 

bajo seguramente por una combinación de factores. En primer lugar, el gel preparativo debió 

haberse realizado con mayor carga de proteínas (500 µg). En segundo lugar la  secuenciación 

se realizó con un MALDI-TOF (que no realiza análisis en tándem MS/MS.) por lo que no se 

lograron identificar spots para los que se obtenían uno o dos picos en el espectro.  
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En los últimos años los ensayos de proteómica a nivel subcelular han generado mucha 

información que luego no ha sido validada mediante algún tipo de ensayo experimental. 

Teniendo esto en cuenta, organizamos los datos disponibles de localización subcelular de las 

proteínas identificadas diferenciando si los resultados fueron obtenidos mediante MS, fusión a 

GFP (proteína verde fluorescente) o mediante algún otro ensayo. También tuvimos en cuenta 

la información de distintos predictores, particularmente AtSubP que agrupa distintos 

algoritmos de búsqueda (Arabidopsis subcellular localization predictor) (Kaundal et al., 2010). 

En el Anexo (Pág. 118) se encuentran los DOI (Digital Object Identifier, Identificadores de 

Objetos Digitales) de las publicaciones que señalan cada localización subcelular y mediante 

qué estrategia se realizaron las predicciones. Podrían tener localización nuclear 2 de las 8 

proteínas identificadas como sub-expresadas y 2 de las 3 proteínas identificadas como sub-

fosforiladas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 (Tabla 5.5, spots con sombra verde). 

De las 3 proteínas sobre-expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2, dos se 

proponen de localización nuclear como también se proponen de localización nuclear las 2 

proteínas sobre-fosforiladas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 (Tabla 5.5). Dado 

que, las proteínas mayoritarias de los cloroplastos como Rubisco-L aun se encontraban 

presentes en las fracciones nucleares (Fig. 5.13 A), era esperable que la contaminación en las 

proteínas sub-expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 fuera mayor. 



 

 105 

 

Tabla 5.5. Identificación de spots sub-expresados y sobre-expresados en el mutante phyA phyB cry1 cry2 en el análisis de proteínas de fracciones nucleares. Se señalan en verde 
los spots que corresponden a proteínas para las cuales existen evidencias de localización nuclear. La escala de verdes trata de representar la confianza en el método de localización 
desde verde oscuro para GFP o métodos similares a verde claro para ensayos de proteómica no validados mediante alguna otra tecnología. (MS/MS: datos de espectrometría de 
masas, MP: membrana plasmática, ND: no determinado) 

Spot  DIGE  ProQ  AGI Nombre 
Localización Subcelular 

Proceso Biológico 
FC  
DIGE/Q GFP MS/MS Otro método 

spots sub-expresados en el mutante phyA phyB cry1 cry2 

216 SI SI AT4G39690 Desconocida ND Mitocondria Predictores: mitocondrias, núcleo Desconocido 1,5/- 

889 SI SI AT5G50920 Proteína de Heat shock 93-V (CLPC1) 
cloropla
sto  

cloroplasto, mitocondria ND 
Organización de cloroplasto. 
Transporte de proteínas. 

2,6/- 

449 SI NO ATCG00490 
Ribulosa bisfosfato carboxilasa sub 
unidad mayor (Rbcl) 

ND cloroplasto  Cloroplasto Fotosíntesis 2,1/- 

192 SI NO AT5G50920  Proteína de Heat shock 93-V (CLPC1) 
cloropla
sto  

cloroplasto, mitocondria ND 
Organización de cloroplasto. 
Transporte de proteínas. 

2,2/- 

610 SI NO AT3G63140  
Proteína de 41 kDa de unión a ARN en 
cloroplasto A (CSP41A) 

ND Cloroplasto 
Western Blot. Predictores: 
Cloroplasto 

Procesamiento del rRNA 1,4/- 

434 SI NO At5g08670 ATP sintetasa subunidad β1  
mitocon
dria  

mitocondria, vacuola, MP ND Síntesis de ATP 1,5/- 

455 SI NO AT4G13930  Serina Hidroximetil Transferasa 4 (SHM4)  ND citosol, MP ND Metabolismo de C1 1,4/- 

612 SI NO AT3G56850 
Abcisic acid-insensitive 5-like protein 2 
(AREB3) 

nuclear   ND Señalización de ABA. Transcripción 1,4/- 

392 NO SI AT3G02090  
Probable peptidasa mitocondrial, 
subunidad beta (MPPBETA)  

extra 
núcleo 

nucléolo, pared celular, 
cloroplasto, mitocondrial 

Predictores: mitocondria Metaloendopeptidasa -/1,6 

536 NO SI AT5G35400  
Proteína de la familia Pseudouridine 

synthase  
ND ND predictores: núcleo  Procesamiento de tRNA -/2,2 

411 NO SI AT1G48030 Dihidrolipoil deshidrogenasa 1 (LPD1) ND 
mitocondria, MP, 
cloroplasto 

Predictores: mitocondria Mantenimiento del estado REDOX -/2,5 

spots sobre-expresados en el mutante phyA phyB cry1 cry2 

485 SI NO AT1G57720  Probable factor de elongación EF-1B-γ  ND 
pared celular, citosol, 
vacuola, MP  

 Interacción: CYCA2;3: nuclear. 
 Predictores: citoplasma, núcleo. 

Biosíntesis de proteínas 1,6/- 

779 SI NO AT4G02520 Glutation- S-transferasa PM24 
MP  y 
núcleo 

cloroplasto, citosol, vacuola Predictores: citoplasma, núcleo. Señalización de auxinas  2,2/- 

842 SI NO  AT2G22230 beta-hidroxiacil-ACP deshidratasa ND cloroplasto, pared celular 
Predictores: citoplasma, 
cloroplasto. 

Metabolismo de ácidos grasos 2,3/- 

464 NO SI AT5G67630  Proteína tipo helicasa RuvB DNA ND cloroplasto , nucléolo  Predictores: núcleo Actividad helicasa  -/1,6 

415 NO SI AT1G76030  Sub. β1 de-ATPasa tipo V ( VAB1) ND 
aparato de Golgi, MP, 
cloroplasto 

Western blot: núcleo. Predictores: 
MP, núcleo 

Estabilización de filamentos de 
actina 

-/2,0 

http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G50920
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G56850
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=130462
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La proteína, sub-expresada en el cuádruple mutante phyA phyBcry1 cry2, AREB3 (spot 

612) es uno de los 13 miembros de una familia de factores de transcripción que se unen a 

elementos de respuesta a ABA (ABRE), llamada ABI5/ABF/AREB (Bensmihen et al., 2002). 

AREB1 y AREB2, pero no AREB3, inducirían la expresión de genes en respuesta a sequía, estrés 

salino o tratamientos con ABA (Uno et al., 2000). Según los datos de Genevestigator, el mayor 

nivel de expresión de AREB3 es en el embrión maduro expresándose menos en plántulas. En 

respuesta a la luz no existen evidencias de que se modifiquen sus niveles de expresión. 

La proteína AT5G35400 (spot 536), involucrada en el procesamiento del ARNt, no se 

encuentra representada en los microarreglos de Arabidopsis y tampoco encontramos 

publicaciones que hagan referencia a la modificación de su expresión por algún estímulo 

particular. Sus niveles de expresión fueron similares entre los genotipos comparados pero se 

encontraría fosforilada en mayor medida en el genotipo WT.  

Entre las proteínas que nos resultaron de mayor interés se encuentra la proteína 

AT4G39690 (spot 216) cuyo nivel de expresión fue mayor en el WT y se encontró fosforilada. 

Se desconoce cuál sería su función y hay predictores que sugieren que tendría localización 

nuclear. Por otro lado identificamos que VAB1 (spot 415) tendría mayor nivel de fosforilación 

en el genotipo cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 mientras que la diferencia de 

abundancia no fue significativamente diferente (Tabla 5.5). Esta proteína es una subunidad de 

una ATPasa vacuolar que recientemente se encontró formando en el núcleo un complejo con 

la Hexoquinasa1 (HKS1) regulando la transcripción de genes en respuesta a glucosa (Cho et al., 

2006). El predictor que sugiere la localización nuclear de AT4G39690 divide la proteína en 3 

regiones para la búsqueda de señales de localización (se llama N-terminal-C) y es el mismo que 

predice la localización nuclear de VAB1.  

Utilizando la base de datos de Genevestigator, no hallamos que se modifique en 

respuesta a la luz la expresión de los transcriptos de las proteínas de posible localización 

nuclear. Por otro lado, un análisis bioinformático global de las mismas no aportaría mucha 

información dado que son pocas las proteínas identificadas. Sin embargo, las proteínas 

descriptas en el párrafo anterior las consideramos interesantes para evaluar en un futuro. 
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Discusión 
Las plantas poseen distintos fotorreceptores que les permiten captar las diferentes 

longitudes de onda que componen la radiación solar. Estos fotorreceptores interaccionan 

entre sí durante los diferentes procesos fotomorfogénicos que permiten a la planta crecer 

adaptándose al ambiente. La identificación de proteínas diferencialmente expresadas en el 

genotipo cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 es un paso fundamental en el entendimiento 

de los mecanismos iniciados por la luz. En esta parte de la tesis, realizamos un estudio 

proteómico utilizando como herramienta la técnica de geles 2D acoplada a la identificación de 

las proteínas por MS y estudiamos diferentes aspectos fisiológicos relacionados a los 

resultados de proteómica.  

Consideraciones generales sobre la tecnología utilizada 

En este capítulo de la tesis hemos realizado geles bidimensionales, utilizando distintos 

gradientes de pH, con extractos proteicos totales de plántulas en el estadio 1.02. En geles de 7 

cm de ancho con un gradiente de pH de 3 a 10, hemos podido resolver de modo consistente 

194 spots entre réplicas de ambos genotipos mientras que utilizando geles de 13 cm de ancho 

con un gradiente de pH de 4 a 7 hemos podido resolver 350 spots (Fig. 5.3). Si bien la cantidad 

de spots detectados es baja en comparación con el número de proteínas que se expresan en la 

plántula en un determinado estadio y tejido, en ambos casos aproximadamente un 20 %  de los 

spots resultaron ser significativamente diferentes entre ambos genotipos (36 de 194 spots en 

el intervalo de pH 3-10 y 62 de 354 spots en el intervalo de pH 4-7). El porcentaje de cambio 

que observamos (20 % ) fue similar al porcentaje de cambio observado en el transcriptoma de 

plántulas crecidas en luz blanca durante 6 días en comparación con plántulas crecidas en 

oscuridad (Jiao et al., 2005). Asimismo, un porcentaje de cambio similar se observó en el 

proteoma del mutante hy4 crecido bajo luz azul en comparación con el proteoma del WT en 

dicha situación (analizado en geles de 24 cm de ancho: 205 spots significativos de un total de 

1000 spots resueltos) (Phee et al., 2007). Los diferentes niveles de expresión de proteínas 

observados entre plántulas desetioladas del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 y 

plántulas WT fueron dependientes de la presencia de luz, ya que en geles realizados a partir de 

extractos proteicos de plántulas etioladas detectamos cambios de expresión de muy pocos 

spots (4 de 222) (Fig. 5.6). 

Nuestra limitación en la identificación de proteínas poco abundantes en los geles de 

plántulas desetioladas está relacionada principalmente a dos factores: la presencia de 

proteínas cloroplásticas muy abundantes en tejidos verdes (la enzima Rubisco puede llegar a 
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constituir el 40 %  de la muestra proteica) y la limitación técnica respecto a la identificación de 

proteínas por MS. El primero de estos factores pone en evidencia la necesidad de realizar 

fraccionamientos subcelulares para poder analizar mayor diversidad de proteínas. En este 

contexto, y considerando la participación de los fotorreceptores en la regulación de la 

expresión de genes, realizamos un enriquecimiento en fracciones nucleares previo a la 

separación de las proteínas en geles 2D. Aún realizando un enriquecimiento, de las 8 proteínas 

identificadas como sub-expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2, 6 

provendrían de contaminación con cloroplastos u otras organelas mientras que 2 de las 3 

proteínas sobre-expresadas y las 2 fosforiladas en mayor medida en el cuádruple mutante 

phyA phyB cry1 cry2 resultaron ser de localización nuclear (Tabla 5.5). En relación al segundo 

factor, distintos espectrómetros de masas presentan distinta resolución, exactitud y 

sensibilidad en el análisis de péptidos y proteínas por lo que el éxito en la identificación de la/s 

proteína/s presente/s en un spot depende mucho del equipo utilizado así como de la cantidad 

de proteína presente en el spot. Es así que de los 53 spots secuenciados en un espectrómetro 

MALDI-TOF/TOF no se lograron identificar 8 (15% , Pág. 79) mientras que de los 35 spots 

(provenientes de extractos enriquecidos en proteínas nucleares) secuenciados en un 

espectrómetro MALDI-TOF no se lograron identificar 19 spots (54% , Pág. 103). 

Por otro lado, una de las limitaciones de la tecnología de geles 2D es que generalmente 

quedan excluídas del análisis proteínas muy básicas, muy ácidas, hidrofóbicas o liposolubles. 

Las mismas no se solubilizan eficientemente en los buffers utilizados y luego no ingresan al gel 

o ingresan y no se separan en spots discretos. En la actualidad existen diferentes tecnologías 

que permiten analizar las proteínas de una muestra sin necesidad de una separación en gel. 

Las mismas consisten en un cromatógrafo (HPLC o LC) acoplado a un espectrómetro de masas 

(revisado en Bindschedler y Cramer, 2011). Estos sistemas permiten identificar en un solo 

experimento cientos de proteínas y se los suele utilizar para analizar diferencias cuantitativas 

entre muestras. Una de las estrategias para estudiar diferencias en los niveles de expresión de 

proteínas entre muestras consiste en el marcaje isobárico de los péptidos de digestión (iTRAQ, 

Ross et al., 2004). Dicho marcaje consiste en derivatizar las distintas muestras con distintos 

compuestos que tienen la misma masa molecular. Durante la cromatografía y durante la 

primera separación por MS las muestras corren juntas y recién se separan durante la segunda 

MS (en la que se fragmentan los péptidos dando los distintos compuestos diferentes 

distribuciones de m/z (masa/carga)). Luego, al comparar las áreas de los picos de la 

espectrometría, se obtiene la cuantificación relativa de cada péptido. En la actualidad, para 

simultáneamente identificar y cuantificar un alto número de proteínas se utiliza ese tipo de 

tecnologías que son muy poderosas pero que lamentablemente son muy costosas.  
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El cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 presenta severas deficiencias en la expresión de  

proteínas de cloroplastos, niveles reducidos de ácidos grasos insaturados en la membranas y 

severamente alterada la tasa fotosintética 

Durante la maduración de los cloroplastos la acumulación de clorofila está acompañada 

de una extensa formación de membranas tilacoidales en sintonía con la acumulación de 

complejos fotosintéticos. En esta tesis identificamos, a partir de extractos de proteínas totales, 

quince proteínas sub-expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 que se 

encuentran específicamente involucradas en procesos relacionados con la fotosíntesis, 

generación de metabolitos y energía, desarrollo y organización de cloroplastos (Tabla 5.3). La 

asociación funcional entre las proteínas sub-expresadas en el mutante es sólida como se 

observa en la red generada (Fig. 5.5 A) y nos permite así  predecir cambios en los niveles de 

expresión de otras proteínas como son PMDH, PSBO-1 y distintas LHC, también involucradas 

en los procesos arriba mencionados. Estos resultados son consistentes tanto con los estudios 

de proteómica ya publicados para los dobles mutantes phyA phyB (Xu Li et al., 2009) y cry1 

cry2 (Yang et al., 2008) y los simples mutantes de phyA, phyB (Kim et al., 2006) y cry1 (Phee et 

al., 2007) como con los estudios proteómicos de desetiolación en arroz y maíz (Reiland et al., 

2011; Shen et al., 2009b). 

Diferentes estudios muestran que el aumento en la abundancia de las proteínas 

relacionadas a la asimilación de carbono por la luz, estaría regulado a nivel transcripcional. 

Estudios realizados con el promotor del gen Lhcb1*2 de tabaco, gen que forma parte de uno 

de los complejos que capturan la luz en cloroplastos, ponen de manifiesto que este promotor 

puede ser regulado por los fotorreceptores phyA, phyB, cry1 y cry2 (Cerdán et al., 1997; 

Mazzella et al., 2001). Esto sugiere que diferentes fotorreceptores pueden regular la expresión 

de un único gen e integrar las señales lumínicas a nivel del promotor (Cerdán et al., 1997; 

Cerdán et al., 2000). Por otro lado, se demostró que las proteínas PIF (represores de la 

fotomorfogénesis) se encuentran unidas activamente a motivos G-box de la región promotora 

de genes fotosintéticos evitando así su transcripción. Entonces, promoviendo la degradación 

de las proteínas PIFs, los fitocromos regulan positivamente la expresión de genes 

fotosintéticos, entre los que se encuentran los genes que codifican para dos enzimas claves en 

la biosíntesis de clorofila, HEMA1 (glutamil-ARNt reductasa) y GUN5 (genomes uncoupled 5), y 

dos genes que codifican para proteínas del fotosistema I, LHCA1 y PsaE1 (subunidad E del 

fotosistema I) (Shin et al., 2009). Por otro lado, fitocromos y criptocromos, a través de la 

inhibición de COP1, regulan positivamente la actividad de HY5 que, en respuesta a la  luz R, RL 

y azul, se une a motivos G-box e induce la transcripción de genes involucrados en fotosíntesis 

(Lee et al., 2007; Oyama et al., 1997). Esta regulación a nivel transcripcional de genes 
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fotosintéticos es confirmada por estudios de transcriptomas, en mutantes de fotorreceptores y 

en plantas expuestas a distintas condiciones lumínicas, y por trabajos que analizan 

conjuntamente los cambios de la abundancia de las proteínas y los transcriptos en plántulas 

que crecen en presencia de luz (Ohgishi et al., 2004; Peschke y Kretsch, 2011; Tepperman et 

al., 2004; Tepperman et al., 2001; Xu Li et al., 2009; Yang et al., 2008). Consistente con lo 

arriba expresado, los transcriptos correspondientes a 15 de las 20 proteínas que identificamos 

sub-expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2, se encontraron inducidos 

cuando plántulas de 3 días de Arabidopsis fueron expuestas a 4 h de luz R, RL o azul (Peschke y 

Kretsch, 2011). 

A partir de nuestros resultados observamos que en condiciones ambientales óptimas para 

el desarrollo del genotipo WT, la baja percepción de luz del cuádruple mutante phyA phyB cry1 

cry2 afecta drásticamente el contenido de proteínas involucradas en el desarrollo y la 

organización  de los plástidos, afectándose así las estructuras necesarias para captar la energía 

lumínica. Consistentes con estos datos son los bajos niveles de acumulación de clorofila por 

unidad de área (Fig. 5.2 B y Fig. 5.7 B) y la marcada reducción de la tasa fotosintética del 

cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2, que fue entre un 65 y 70 %  menor que la del genotipo 

WT (Fig. 5.7 A). En condiciones similares a las nuestras, las tasas fotosintéticas registradas para 

el doble mutante cry1 cry2 y el simple mutante phyB fueron aproximadamente un 40 %  menor 

que la del genotipo WT (Boccalandro et al., 2012; Boccalandro et al., 2009). Un estudio 

reciente muestra que el quíntuple mutante phyA phyB phyC phyD phyE es capaz de 

desarrollarse vegetativamente y florecer cuando las plantas crecen en luz azul (ya que los 

criptocromos no se ven afectados) (Strasser et al., 2010). Estos resultados junto con los 

aportados por esta tesis resaltan la importancia de ambas familias de fotorreceptores en el 

establecimiento de la autotrofía. 

Los cloroplastos se encuentran en cotiledones, hojas, tallos, frutos y flores dependiendo 

de la especie y etapa del desarrollo. Estudios genéticos muestran que el desarrollo de los 

cloroplastos es diferente en cotiledones y hojas. Por ejemplo el fenotipo clorótico del mutante 

var2 está restringido a las hojas (Liu et al., 2010) mientras que el mutante sco1, presenta 

cotiledones cloróticos pero hojas color verde (Albrecht et al., 2006). En el cuádruple mutante 

phyA phyB cry1 cry2 encontramos sub-expresadas tanto a VAR2 como SCO1 (Tabla 5.2) 

sugiriendo que el desarrollo de los cloroplastos en ausencia de estos fotorreceptores  está 

afectado en ambos tejidos.  

Por otro lado, en los cloroplastos, además de la fotosíntesis, ocurren entre otros procesos 

la biosíntesis de ácidos grasos. La envoltura de los cloroplastos es rica en galactolípidos (GDG) 

(Kelly y Dormann, 2004), y la biosíntesis de los mismos es esencial para la formación de los 
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tilacoides (Kobayashi et al., 2007). Se ha reportado que en plántulas de mostaza la forma Pfr 

de los fitocromos induce la síntesis de GDGs en cloroplastos (Unser y Mohr, 1970). Además, 

tejidos verdes tendrían mayor nivel de insaturación de ácidos grasos que tejidos etiolados 

(Crombie, 1958) observándose fluctuaciones diurnas de los niveles de insaturación de los 

mismos tanto en maíz (Browse et al., 1981) como en Arabidopsis (Ekman et al., 2007). Sin 

embargo el nivel de insaturación de los ácidos grasos de las membranas no ha sido evaluado 

en ningún mutante de fotorreceptores.  

Las membranas de cloroplastos de las células de hojas contienen entre un 75 y 80 %  de 

ácidos grasos insaturados, mientras que en otras membranas de tejidos verdes o tejidos no 

fotosintéticos rondan en el 60-65 % . Se ha demostrado que la fotosíntesis es un proceso que 

requiere de altos niveles de insaturación en la membrana (McConn y Browse, 1998). Distintos 

análisis de transcriptomas mostraron que la transcripción de las desaturasas FAD5-8 presentes 

en cloroplastos podría ser inducidas por la luz R, RL y azul (Ohgishi et al., 2004; Peschke y 

Kretsch, 2011; Tepperman et al., 2001). Además, al menos FAD7 presenta en su promotor un 

elemento G-box y es inducible por luz (Nishiuchi et al., 1995). La reducción de la transcripción 

de estas FADs afecta los niveles de ácidos grasos insaturados en las membranas tilacoides 

como se vio en los mutantes fads (Browse y Somerville, 1991; Okuley et al., 1994). En este 

trabajo mostramos que el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2, cuando crece en luz blanca 

a 22° C, en el estadio 1.02 tiene reducidos los niveles relativos de ácidos grasos poli-

insaturados, específicamente los trienoicos (tres insaturaciones), y aumentados los niveles de 

ácidos grasos saturados y dienoicos (dos insaturaciones) (Fig 5.10).  

Entonces, si la fotosíntesis requiere de ácidos grasos insaturados, ¿por qué una planta que 

crece en condiciones deficientes de luz tendría menor insaturación de sus ácidos grasos, lo 

cual afectaría negativamente su eficiencia fotosintética? En respuesta a esta pregunta hay que 

considerar que una planta con poca disponibilidad de luz se encuentra en condiciones 

deficientes de recursos energéticos y tanto la producción de ácidos grasos insaturados como la 

síntesis de proteínas que se ensamblan en los complejos fotosintéticos acarrearían un gasto de 

energía no necesario si la disponibilidad de radiación fotosintética es escasa. 

La reducción de la insaturación de los ácidos grasos de las membranas del cuádruple mutante 

phyA phyB cry1 cry2 es consistente con su comportamiento frente a un shock de temperaturas 

extremas 

Varios trabajos han demostrado que los caminos de transducción iniciados por la luz son 

regulados por la temperatura y, al mismo tiempo, fotorreceptores específicos tienen roles 

importantes sobre la homeostasis del impacto de la temperatura en las plantas (Blázquez et 
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al., 2003; Halliday y Whitelam, 2003; Mazzella et al., 2000). Es así que las plantas dependen de 

la percepción tanto de altas como de bajas temperaturas para la regulación de su desarrollo y 

para su supervivencia. Existen respuestas rápidas y respuestas más lentas que involucran la 

percepción de la temperatura durante varios días o semanas, como por ejemplo la ruptura de 

la dormición de la semilla (Koornneef et al., 2002) o la vernalización para la promoción de la 

floración (Henderson y Dean, 2004). Algunas especies de plantas que son expuestas a 

temperaturas de congelamiento por debajo de los 0 °C mueren, pero si son expuestas 

previamente a temperaturas bajas no congelantes (proceso llamado aclimatación, 

temperaturas generalmente menores a 4 °C) adquieren la capacidad de tolerar exposiciones 

de hasta -30 °C (Thomashow, 1999). En este mismo sentido, plantas aclimatadas previamente 

a altas temperaturas adquieren tolerancia a un shock térmico de alta temperatura posterior 

(Larkindale et al., 2005; Larkindale y Vierling, 2008). Los mecanismos moleculares de los 

procesos de adaptación son complejos e incluyen la biosíntesis de compuestos protectores de 

bajo peso molecular como la sacarosa y la prolina, cambios en la composición de ácidos grasos 

de la membrana y la producción de proteínas protectoras como son las proteínas 

LEA/COR/DHN (late embryogenesis abundant/Cold responsive/Dehydrins) ( revisado en 

Krasensky y Jonak, 2012; Thomashow, 1999 ). Estas proteínas también se encontraron 

aumentadas en respuesta a distintos estreses tales como la sequía y las altas temperaturas 

(Battaglia et al., 2008; Lim et al., 2006). 

Las plantas responden a altas temperaturas aumentando el contenido de ácidos grasos 

saturados, mono- y di-insaturados, mientras que a bajas temperaturas aumenta la síntesis de 

ácidos grasos trienoicos (Falcone et al., 2004; Uemura et al., 1995; Wallis y Browse, 2002). De 

esta manera se regula la fluidez de las membranas, lo cual es esencial para la supervivencia de 

la planta (Mikami y Murata, 2003). Se ha descripto que plantas de tabaco con niveles 

reducidos de ácidos grasos insaturados, debido al silenciamiento de una ω-3-desaturasa de 

cloroplastos, fueron más tolerantes a temperaturas mayores a los 33 °C que plantas WT 

(Murakami et al., 2000), mientras que plantas sobre-expresantes de la misma proteína fueron 

más tolerantes a las bajas temperaturas que plantas WT (Kodama et al., 1994). 

Entre las proteínas sobre-expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 

encontramos ERD14, PCap1, COR47 y ANNAT1 (Tabla 5.3) que estarían principalmente 

involucradas en la tolerancia al frío (Clark et al., 2010; Kawamura y Uemura, 2003; Puhakainen 

et al., 2004). Si bien a tres de estas proteínas, COR47 (Schramm et al., 2006; Schramm et al., 

2008), ERD14 (Kovacs et al., 2008) y ANNAT1 (Cantero et al., 2006), también se las involucró en 

la tolerancia a altas temperaturas (Tabla 5.3); las principales proteínas de respuesta a altas 

temperaturas son las Hsp (heat shock protein) (Boston et al., 1996; Schoffl et al., 1998). 
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Recientemente, se ha demostrado que, con tratamientos de bajas relaciones R/RL, el 

regulón CBF (C-repeat binding factor) pueden ser activado y modificar la expresión de genes 

CORs si las plantas crecieron previamente 3 semanas a 16 °C pero no si crecieron a 22 °C 

(Franklin y Whitelam, 2007). En mutantes simples de phyB y phyD aclimatados previamente a 

16 °C, y en mutantes simples phyB crecidos en fotoperiodo largo en comparación con 

fotoperiodos cortos también se encontró aumentada la expresión de COR15a (Franklin y 

Whitelam, 2007; Lee y Thomashow, 2012). Además, la aclimatación en el mutante phyD 

generó mayor supervivencia a un shock de frío (Franklin y Whitelam, 2007) y se consideró al 

mutante phyB crecido en fotoperiodos largos más resistente al frío que el genotipo WT, 

aunque estas conclusiones están basadas en mediciones de pérdida de iones y no en ensayos 

de supervivencia (Lee y Thomashow, 2012). Contrariamente a lo que podíamos suponer, 

considerando el análisis de GO de las proteínas sobre-expresadas en el cuádruple mutante 

phyA phyB cry1 cry2 (Tabla 5.3), las plántulas cuádruples mutantes phyA phyB cry1 cry2 fueron 

más sensibles que las del genotipo WT a tratamientos de congelamiento a -5 °C (Fig. 5.9). Esto 

no fue debido al daño mecánico que sufrieron estos mutantes durante el proceso de 

descongelamiento, ya que a) en aquellas plántulas no dañadas la supervivencia también se 

redujo con respecto al WT, y b) los mismos resultados se obtuvieron con el mutante de phyB 

que es morfológicamente similar al cuádruple mutante (Fig. 5.9 C).  

Existen evidencias de que la reducción en el contenido de ácidos grasos trienoicos en los 

plástidos confiere a las plantas tolerancia a altas temperaturas (Murakami et al., 2000; Zhang 

et al., 2005). Nuestros resultados muestran que el crecimiento del cuádruple mutante phyA 

phyB cry1 cry2 no se encuentra afectado por un shock de 43 °C de 40 min mientras que el peso 

seco de las plantas WT que recibieron el shock es menor que el peso seco de las plantas 

crecidas a 21 °C (Fig. 5.11 A). Además, la mayor aparición de hojas blancas 5 días después del 

shock de 43 o 44 °C en el genotipo WT comparado con el cuádruple mutante phyA phyB cry1 

cry2 (Fig. 5.11 B) es consistente con el hecho de que a altas temperaturas existe un daño 

mayor al sistema fotosintético (Berry y Björkman, 1980; Björkmam, 1975; Sharkey y Zhang, 

2010). Contrariamente a la respuesta que observamos frente a un shock de alta temperatura, 

un estudio reciente reportó que plantas dobles mutantes phyB cry1 crecidas durante 4 

semanas a 28 °C tenían menor peso seco que plantas crecidas a 21 °C (Foreman et al., 2011).  

Los efectos del estrés por temperatura en las plantas dependen de la severidad del 

tratamiento y de la etapa del desarrollo. Las diferencias entre los experimentos anteriormente 

discutidos y los nuestros podrían explicarse considerando que forman parte de diferentes 

procesos. Primeramente, los tratamientos citados, tanto de estrés por frío como por calor, 

fueron realizados en plantas adultas y no en plántulas, y se ha descripto que los diferentes 
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factores ambientales como la cantidad y calidad de luz y la temperatura son integrados con la 

fisiología interna y estado hormonal de las plantas para  gatillar una repuesta órgano / tejido 

específica (revisado en Lau y Deng, 2010). Entonces, el efecto de un shock de temperatura en 

una plántula joven, que debe continuar su crecimiento a un estado maduro, podría ser 

completamente diferente al efecto en una planta adulta al momento en que debe florecer. 

Segundo, las exposiciones prolongadas y paulatinas de temperatura son para la planta señales 

ambientales con relevancia ecológica, mientras que un cambio de temperatura repentino no 

formaría parte de una señal ecológicamente relevante. Tercero, se ha sugerido que tanto en la 

exposición a bajas como a altas temperaturas, los efectos sobre la planta serían opuestos 

cuando se utilizan tratamientos de corto plazo o de largo plazo (Routaboul et al., 2012; 

Routaboul et al., 2000). Nosotros evaluamos cómo los cambios internos en una planta debido 

a una deficiencia en la percepción de luz pueden amortiguar los cambios repentinos de 

temperatura. En este trabajo hallamos dos variables alteradas en plántulas del cuádruple 

mutante phyA phyB cry1 cry2 cuando crece en condiciones normales: un aumento de 

proteínas relacionadas a la tolerancia a la temperatura (Tabla 5.3) y una reducción en la 

insaturación de los ácidos grasos de las membranas (Fig. 5.10). En nuestros experimentos, el 

sólo aumento de los niveles de proteínas involucradas en la tolerancia a bajas temperaturas no 

fue suficiente para conferirle tolerancia a un shock de congelamiento, probablemente porque 

las plantas no fueron previamente aclimatadas. Por otro lado, la reducción de la insaturación 

de las membranas en el cuádruple mutante sí es consistente con una mayor sensibilidad a un 

shock de frío y una mayor tolerancia a un shock de calor (5.9 y 5.11). En un futuro realizaremos 

experimentos de aclimatación tanto a altas como a bajas temperaturas  del cuádruple mutante 

phyA phyB cry1 cry2 y mediremos tanto la expresión de genes CORs como los niveles de 

insaturación de sus membranas para tratar de entender la influencia de los distintos factores 

en la supervivencia de estas plantas. 

En resumen, nuestros resultados son consistentes con la deficiencia en la percepción de 

luz del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2. Esto se ve reflejado en el estudio del perfil 

proteico, en la drástica reducción de la tasa fotosintética y del contenido de clorofila y en el 

retraso en el crecimiento y desarrollo del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2. Además, la 

ausencia de estos cuatro fotorreceptores genera una situación de estres en la planta, lo cual se 

manifiesta a través del aumento en la expresión de proteínas que responden a distintos tipos 

de estrés como altas y/o bajas temperaturas y sequía. Sin embargo el solo aumento de estas 

proteínas no permite explicar el comportamiento de las plantas cuando reciben un shock  de 

altas o bajas temperaturas, dado que también dependerían de otros componentes fisiológicos. 

El bajo contenido de ácidos grasos insaturados de las membranas tilacoidales del cuádruple 
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mutante phyA phyB cry1 cry2 sería consistente con la mayor tolerancia a un shock de altas 

temperaturas y con la mayor sensibilidad a bajas temperaturas. En condiciones deficientes de 

luz, como bajo un canopeo denso (o la que percibe el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2), 

la capacidad fotosintética de la planta se encuentra reducida; por lo tanto la menor 

insaturación de las membranas tilacoidales protegería a las plantas de un daño mayor en su 

aparato fotosintético frente a un aumento repentino en la temperatura ambiental que sería 

una señal ecológicamente irrelevante. 
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6 Conclusiones finales 

Este trabajo de tesis tuvo como objetivo principal estudiar los mecanismos moleculares y 

bioquímicos de la transducción de señales lumínicas mediadas por fitocromos y criptocromos 

durante el desarrollo de Arabidopsis thaliana. Dentro de esta gran área de la biología de 

plantas centramos nuestros estudios en 2 temas: la participación de GPA1 en las vías de 

señalización de los fotorreceptores phyA, phyB, cry1 y cry2; y el análisis de los cambios en el 

proteoma del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 en relación al patrón de expresión de 

proteínas en el genotipo WT. 

Trabajando con extractos proteicos de plántulas mutantes phyA, phyB, cry1 y cry2 

encontramos que sólo aquellos extractos proteicos de mutantes cry1 tenían reducida la unión 

de GTP-γ35S, a niveles similares a los observados en el mutante gpa1, comparado con extractos 

de plántulas WT. Demostramos que, en presencia de sacarosa en el medio, GPA1 interacciona 

genéticamente con cry1 en 2 respuestas: la inhibición de la apertura del gancho apical en 

oscuridad y la acumulación de antocianas bajo luz azul. Esta interacción fue independiente del 

ecotipo y del tipo de mutación en CRY1. Los niveles del transcripto y de la proteína de GPA1 no 

se encontraron alterados en el mutante cry1. Sin embargo, al utilizar un anticuerpo generado 

contra transducina bovina, detectamos en el genotipo WT una banda 8 kDa más pesada que la 

esperada para GPA1, que no estaba presente en el mutante gpa1 ni en el mutante cry1. A 

partir de estos resultados propusimos la hipótesis de que cry1 podría estar participando de la 

modificación post-traduccional de GPA1 disminuyendo así su actividad. Este trabajo es un 

aporte al conocimiento de la interacción entre diferentes vías de señalización en plantas; 

particularmente de las iniciadas por las proteína G heterotrimérica y las iniciadas por el 

criptocromo 1. Además caracterizamos un fenotipo del mutante cry1 durante el desarrollo de 

la apertura del gancho apical en oscuridad no descripto hasta la fecha. 

El estudio de los cambios en el proteoma del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 lo 

llevamos a cabo utilizando la técnica de geles 2D. Analizamos los cambios globales en el patrón 

de proteínas del cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 en comparación con el genotipo WT 

en plántulas crecidas en luz blanca. En el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 encontramos 

sub-expresadas proteínas involucradas en la fotosíntesis, generación de precursores de 

metabolitos y energía y proteínas importantes para la organización de las membranas 

tilacoides. Esto sumado a la alteración del contenido de ácidos grasos y a los bajos niveles de 

clorofila permiten entender la baja tasa fotosintética del cuádruple mutante phyA phyB cry1 

cry2. Las proteínas sobre-expresadas en el cuádruple mutante phyA phyB cry1 cry2 estuvieron 

involucradas en respuestas a cambios de temperatura y a la sequía. El cuádruple mutante phyA 
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phyB cry1 cry2 fue más sensible a un shock de bajas temperaturas y más tolerante a un shock 

de altas temperaturas, lo cual fue consistente con la baja proporción de ácidos grasos 

insaturados en sus membranas. En ambientes naturales existen constantes fluctuaciones de 

temperatura, la menor insaturación de los ácidos grasos en las membranas de plantas que 

crecen bajo un canopeo las protegería de un deterioro del aparato fotosintético ante un 

aumento abrupto de la temperatura.  
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7 Anexo 
 
Tabla Anexo. Localización subcelular. Datos de las fuentes de los datos de expresión de las proteínas 

identificadas en la Tabla 5.4. 

Spot  ID  GFP MS/MS otro método 

spots sub-expresados en el mutante phyA phyB cry1 cry2 

889 y 
192 

AT5G50920 
cloroplastos  
(Annals of Botany 2010, 
doi:10.1093/aob/mcq05) 

cloroplasto (MCP 2010, doi: 10.1074/mcp.M000038-
MCP201; Curr. Biol. 2004, doi: 
http://dx.doi.org/10.1016/j.cub.2004.02.039; MCP 
2010, doi: 10.1074/mcp.M900325-MCP200), 
mitocondrial (The Plant Cell 2004, doi: http://dx.doi.
org/10.1105/tpc.016055) 

----- 

449 ATCG00490 no hay datos 
cloroplastos 
 (MCP 2010, doi: 10.1074/mcp.M900325-MCP200) 

cloroplasto 
(inmunodetección, 
Plant Phys 2008,  
doi: http://dx.doi.
org/10.1104/pp.
108.122770) 

216 AT4G39690 no hay datos 
mitocondrial (The Plant Cell 2004, doi: http://dx.doi.
org/10.1105/tpc.016055) 

predictores: 
núcleo (SubLoc), 
Golgi 
(WoLFPSORT), 

610 AT3G63140  no hay datos 

cloroplasto (MCP 2010, doi: 10.1074/mcp.M000038-
MCP201; Curr. Biol. 2004, doi: 
http://dx.doi.org/10.1016/j.cub.2004.02.039; MCP 
2010, doi: 10.1074/mcp.M900325-MCP200) 

Western Blot (J 
Exp Bot 2012, doi:  
10.1093/jxb/err34
7) 

434 AT5G08670 
Mitocondrial 
 (RNA 2009,  
doi:10.1261/rna.177640) 

mitocondrial (Plan Physiol 2011,  doi: http://dx.doi.
org/10.1104/pp.111.182352; Phytochem 2011, 
http://dx.doi.org/10.1016/j.phytochem.2010.12.004); 
vacuola (MCP 2007, doi: 10.1074/mcp.M600250-
MCP200; Plant Cell Physiol 2004, doi: 
10.1093/pcp/pch099); membrana plasmática (J 
Proteom Res 2009, DOI: 10.1021/pr801044y; Plant 
Cell Physiol, doi: 10.1093/pcp/pch209),  cloroplasto 
(Curr. Biol. 2004, doi: 
http://dx.doi.org/10.1016/j.cub.2004.02.039; Plos 
One 2008, doi:10.1371/journal.pone.0001994) 

no hay datos 

455 AT4G13930  no hay datos 
citosol (J Proteom Res 2011, DOI: 
10.1021/pr1009433), membrana plasmática (MCP 
2007,  doi: 10.1074/mcp.M700099-MCP200) 

 

612 AT3G56850 
nuclear (J Exp Bot 2005, doi: 
10.1093/jxb/eri050) 

  

392 AT3G02090  
extra núcleo (MBoC 2005, doi: 
10.1091/mbc.E04-09-0791)  

nucléolo (MBoC 2005, doi: 10.1091/mbc.E04-09-
0791), pared celular (Proteomics 2006, doi: 
10.1002/pmic.200500046), cloroplasto (Curr. Biol. 
2004, doi: 
http://dx.doi.org/10.1016/j.cub.2004.02.039), 
mitocondrial (Plant Phys 2004, doi: http://dx.doi.org/
10.1104/pp.103.033910) 

no hay datos 

536 AT5G35400  no hay datos no hay datos 
predictores: 
mitocondrial 

411 AT1G48030 no hay datos 

mitocondrial (The Plant Cell 2004,  doi: http://dx.doi.org/10.1105/tpc.
016055), membrana plasmática (Proteomics 2011, doi: 
10.1002/pmic.201000648), cloroplasto (MCP 2010, doi: 
10.1074/mcp.M900325-MCP200) 

spots sobre-expresados en el mutante phyA phyB cry1 cry2 

485 AT1G57720  no hay datos 

pared celular (Proteomics 2006, DOI: 
10.1002/pmic.200500046), citosol (J.Proteome Res. 
2011, DOI: 10.1021/pr1009433), vacuola (The Plant 
Cell, doi: http://dx.doi.org/10.1105/tpc.104.027078), 
membrana plasmática ( MCP, doi: 
10.1074/mcp.M600429-MCP200) 

ensayo de 2 
híbridos: 
interacción con la 
ciclina CYCA2;3 
(AT1G15570) de 
localización 
nuclear (doi: http:/
/dx.doi.org/10.
1104/pp.109.
140269) 

http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G50920
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G56850
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779 AT4G02520 

membrana plasmática  y baja 
señal en núcleo (J. Exp. Bot 
2009, doi: 
10.1093/jxb/ern365), 
membrana plasmática (The 
Plant J. 2003, DOI: 
10.1046/j.1365-
313X.2003.01890.x) 

cloroplasto (Plos One 2008, 
doi:10.1371/journal.pone.0001994), citosol 
(J.Proteome Res. 2011, DOI: 10.1021/pr1009433), 
vacuola (The Plant Cell, doi: http://dx.doi.org/10.
1105/tpc.104.027078) 

no hay datos 

842  AT2G22230 no hay datos 
cloroplasto (MCP2010, doi: 10.1074/mcp.M900325-
MCP200), pared celular (Proteomics 2006, DOI: 
10.1002/pmic.200500046) 

 

464 AT5G67630  no hay datos 

cloroplasto (Curr. Biol. 2004, doi: 
http://dx.doi.org/10.1016/j.cub.2004.02.039), 
nucléolo (MBoC 2005, doi: 10.1091/mbc.E04-09-
0791)  

Actividad helicasa 
/clase de proteína: 
biogénesis de 
snoRNP (C/D) 

415 AT1G76030  no hay datos 

Aparato de Golgi (Plant Phys. 2012, doi: http://dx.doi.
org/10.1104/pp.111.193151), membrana plasmática 
(MCP 2007, doi: 10.1074/mcp.M700099-MCP200), 
cloroplasto (Curr. Biol. 2004, doi: 
http://dx.doi.org/10.1016/j.cub.2004.02.039) 

Western blot: 
núcleo (Cell 2006, 
doi:10.1016/j.cell.2
006.09.028) 

http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=130462
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