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Mecanismos de acción de COP1 en la respuesta de las plantas al sombreado 

Resumen: 

El crecimiento y el desarrollo de las plantas se encuentran fuertemente influenciados por el 
ambiente luminoso que las rodea. Las señales de sombreado por plantas vecinas 
desencadenan respuestas como el aumento del crecimiento del tallo. CONSTITTUTIVE 
PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) es una E3 ligasa involucrada en la ubiquitinización de 
proteínas dirigidas a degradación. En plántulas crecidas en oscuridad, COP1 se acumula 
en el núcleo y la exposición a la luz causa la migración de COP1 al citosol. Si bien COP1 
es también necesario para que se produzca la respuesta de crecimiento a las señales de 
sombra, sus mecanismos de acción en esta condición no han sido dilucidados. Los 
resultados expuestos en este trabajo muestran que COP1 se acumula en el núcleo en 
sombra natural y sombra simulada, sugiriendo un rol activo en la señalización de la sombra. 

Las proteínas PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR (PIF) son factores de 
transcripción centrales en la regulación de la señalización de la sombra y la promoción del 
crecimiento del tallo a través de las auxinas. Estudiamos la posible convergencia de la vía 
de señalización de los PIF con COP1 mediante el análisis del transcriptoma, los niveles de 
auxinas y distintas respuestas fisiológicas. Las proteínas HY5 y HFR1 son blancos 
moleculares de COP1 antes que las plántulas sean expuestas a la luz por primera vez. 
Ambos regulan negativamente la actividad de los PIF mediante diferentes mecanismos. Los 
resultados presentados demostraron que COP1 regula negativamente los niveles de HFR1, 
pero no de HY5, en condiciones de sombra, por lo que proponemos que este sería un punto 
convergencia entre ambas vías de señalización. Finalmente, mostramos que COP1 también 
regularía negativamente los niveles de proteínas DELLA, que son claves en la señalización 
de giberelinas e inhiben la acción de los PIF formando heterodímeros. 

Palabras clave: Arabidopsis thaliana, respuesta al sombreado 
CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1), PHYTOCHROME INTERACTING 
FACTOR (PIF), ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5), LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED 
(HFR1). 
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Mechanisms of action of COP1 on the response of plants to shade 

Abstract: 

Plant growth and development are highly influenced by the light environment. Neighbour 
plant signals lead to responses like enhanced stem growth. CONSTITTUTIVE 
PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) is an E3 ligase involved in the ubiquitin labeling of 
proteins targeted for degradation. In dark-grown seedlings, COP1 accumulates in the 
nucleus and light exposure causes COP1 migration to the cytosol. Although COP1 is also 
necessary for the growth response to shade signals, its mechanisms of action in this 
condition have not been elucidated. Here, we show that in Arabidopsis thaliana, COP1 
accumulates in the nucleus under natural or simulated shade. 

PHYTOCHROME-INTERACTING FACTORS (PIF) are key transcriptional factors in shade 
signalling and growth control by modifying auxin levels. We studied the possible 
convergence among PIF and COP1 pathways by comparing their transcriptome, auxin 
levels and different physiological outputs. HY5 and HFR proteins are molecular targets of 
COP1 before the seedlings are exposed to light by the first time. Both negatively regulate 
PIF activity through different mechanisms. Our results demonstrate that COP1 negatively 
regulates HFR1 levels, but not HY5, in shade conditions. We propose that this would be a 
convergence point between both signaling pathways. Finally, we show that COP1 also 
negatively regulates DELLA protein levels, central regulators of gibberellins signaling that 
inhibit the PIF action forming heterodimers. 

Key words: Arabidopsis thaliana, shade avoidance 
CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1), PHYTOCHROME INTERACTING 
FACTOR (PIF), ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5), LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED 
(HFR1). 
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Percepción y respuestas a las señales de sombra 

La luz tiene un rol fundamental en el desarrollo vegetal, ya que además de ser esencial 

para la fotosíntesis, constituye una señal que brinda información sobre el ambiente. Las 

plantas perciben cambios en la calidad (longitud de onda), cantidad (irradiancia), duración 

(fotoperíodo) y dirección del estímulo lumínico, y utilizan esta información para ajustar su 

crecimiento y desarrollo a las condiciones lumínicas del ambiente, ejecutando respuestas 

adaptativas específicas que permiten optimizar el uso de la luz como recurso ambiental. 

Las señales lumínicas permiten a las plantas detectar situaciones ecológicas tan variadas 

como la proximidad a la superficie del suelo durante el proceso de emergencia, la presencia 

de plantas vecinas que representan un riesgo de sombreado futuro y la llegada de la 

estación climática favorable para su crecimiento y/o inducción floral, entre otros (Casal et 

al., 2003).  

Las condiciones de sombreado vegetal implican tanto una reducción de la irradiancia 

como una alteración del espectro lumínico, que incluye una disminución de la relación entre 

la luz roja y rojo lejana (R:RL). Estas señales desencadenan respuestas de escape al 

sombreado, como el alargamiento del tallo, y respuestas de aclimatación, que tienden a 

reducir el impacto de condiciones adversas que no pueden ser evitadas (Franklin, 2008; 

Martínez-García et al., 2010; Casal, 2013). 

Las señales de sombra son percibidas principalmente por el fitocromo B (phyB). Los 

fitocromos son fotorreceptores de luz roja y rojo lejana que contienen un tetrapirrol lineal 

como cromóforo (J., Li et al., 2011). Los fitocromos se encuentran en dos formas foto-

interconvertibles: la forma activa Pfr, que absorbe en la longitud de onda del rojo lejano, y 

la inactiva Pr, que absorbe en la longitud de onda del rojo (Vierstra and Zhang, 2011). En 

Arabidopsis se conocen cinco genes que codifican fitocromos (PHYA a PHYE), aunque 

phyA y phyB son claramente los más importantes. En condiciones de luz saturante, se 

establece un fotoequilibrio entre las formas Pr y Pfr, y la proporción de Pfr en el fotoequilibrio 

depende de la relación rojo: rojo lejano (R:RL) (Holmes and Smith, 1977; Smith et al., 1990). 

La forma Pfr también puede revertir a la forma Pr en un proceso más lento y que no requiere 

de la absorción de luz, conocido como reversión oscura (Elich and Chory, 1997; Hennig et 

al., 2001). Este proceso de reversión es termodependiente, por lo que se sugiere que phyB 

podría participar en la percepción de la temperatura (Jung et al., 2016; Legris et al., 2016). 

Además, la forma Pfr puede ser degradada por el proteosoma 26S mediante un proceso 

que implica la unión covalente de moléculas de ubiquitina a las moléculas de fitocromo; esta 
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reacción es catalizada por la enzima CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 1 

(COP1) en el caso de phyA y phyB (Jang et al., 2010; Seo et al.,  2004).  

En Arabidopsis, el cripocromo 1 (cry1) y en segundo lugar cry2 participan en las 

respuestas al sombreado. Los criptocromos son receptores de luz azul tipo fotoliasa (Yu et 

al., 2010) . Su actividad aumenta con los niveles de luz azul y por lo tanto los criptocromos 

son sensores de los niveles de irradiancia modificados por el nivel de sombreado. Se han 

descripto respuestas de escape al sombreado generadas por cambios en la relación 

azul/verde que requieren la acción de los criptocromos (Sellaro et al., 2010) pero las bases 

moleculares de esta dependencia es materia de debate (Banerjee et al., 2007; Bouly et al., 

2007; Liu et al., 2010). 

Si bien phyB, y en segundo lugar cry1 son los fotorreceptores más importantes de la 

respuesta al sombreado, la sombra vegetal también reduce la irradiancia de UV-B y este 

cambio podría ser percibido por el fotorreceptor UVR8 (Rizzini et al., 2011) y este 

desencadenar respuestas a la sombra (Ballaré et al., 1991). Los canopeos son 

heterogéneos y crean gradientes horizontales que pueden ser percibidos por las 

fototropinas (Briggs and Christie, 2002).  

La red de señalización de los PIF 

En Arabidopsis, la vía de señalización de phyB tiene como elemento central las proteínas 

PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR (PIF) (Fig. 1). Los PIFs son factores de 

transcripción del tipo hélice-bucle-hélice básico que unen la forma activa de phyB (algunos 

también unen phyA) en el núcleo y como resultado de esta interacción son rápidamente 

fosforilados, aparentemente ubiquitinizados y finalmente degradados en el proteasoma 

(Leivar and Quail, 2011). La baja relación R:RL disminuye actividad de phyB, promoviendo 

la acumulación de PIF4 y PIF5 (Lorrain et al., 2008). Una mayor actividad de los PIFs se 

traduce en la activación directa de la expresión de genes YUCCA, relacionados con la 

biosíntesis de auxinas, y otros genes relacionados al crecimiento del tallo (Fig. 1). Se ha 

reportado que los criptocromos interaccionan directamente con PIF4 y PIF5, y afectan su 

actividad como factores de transcripción (Pedmale et al., 2016). 
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Figura 1: Red de señalización de los PIFs en la respuesta al sombreado. Esquema modificado 

de Casal 2013. GA: giberelinas; BR: brasinoesteroides; AUXIN: auxinas; YUC: genes YUCCA. 

Los genes bHLH LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED LIGHT (HFR1), PHYTOCHROME 

RAPIDLY REGULATED 1 (PAR1) y PAR2 son reguladores negativos de la respuesta al 

sombreado cuya expresión es promovida por las señales de sombra, generando un feed-

back negativo (Fig. 1). Las proteínas HFR1, PAR1 y PAR2 carecen de los dominios típicos 

necesarios para el pegado a los motivos E-box y G-box en los promotores de genes blanco. 

HFR1 forma heterodímeros con PIF4 y PIF4, evitando su pegado al ADN y por lo tanto su 

actividad biológica (Hornitschek et al., 2009). El mecanismo de acción de PAR1 sería similar 

al de HFR1 (Galstyan et al., 2011). De manera similar, las proteínas DELLA actúan 

impidiendo el pegado de PIF4 y PIF3 al ADN (de Lucas et al., 2008; Feng et al., 2008). 

Recientemente se ha reportado que las DELLAs podrían incluso regular negativamente la 

estabilidad de los PIFs (Zheng et al., 2016). 

Las giberelinas y brasinoesteroides favorecen la actividad de los PIFs. Las giberelinas 

promueven la degradación de las DELLAs. Los brasinoesteroides estabilizan a BZR1, 

activando la transcripción de PACLOBUTRAZOL RESISTANCE1 (PRE1), que secuestra a 

los principales reguladores negativos de los PIFs. 
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Principales vías hormonales involucradas en la respuesta al sombreado 

Casi todas las fitohormonas se encuentran involucradas o son afectadas por las respuestas 

a las señales de sombra. Las mutaciones que afectan la síntesis, transporte o percepción 

de auxinas impiden la promoción del crecimiento del hipocotilo por la baja relación R:RL 

(Tao et al., 2008; Friml et al., 2002; Sieberer et al., 2000; Kepinski and Leyser, 2005; 

Keuskamp et al., 2010). La baja relación R:RL promueve los niveles de auxina libre (Tao et 

al., 2008) en la plántula, la expresión de genes asociados al transporte de auxinas como 

PIN-FORMED 3 (PIN3) y PIN7, y los genes de los factores de transcripción inducidos por 

auxinas INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 1 (IAA1), IAA3, IAA5, IAA11 e IAA19, entre 

varios otros genes relacionados a las auxinas (Devlin et al., 2003). La promoción de la 

expresión del factor de transcripción ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX PROTEIN 2 

(ATHB2) / HAT4 y HAT2 (Carabelli et al., 1993; Roig-Villanova et al., 2006) podría afectar 

además la sensibilidad a las auxinas. 

La biosíntesis de giberelinas es también necesaria para que se produzca la respuesta de 

crecimiento (Reed et al., 1996; Djakovic-Petrovic et al., 2007). Se ha detectado el aumento 

de los niveles de giberelinas inducidos por la baja relación (R:RL)(Bou-Torrent et al., 2014). 

Se propone que las señales de sombra también podrían afectar la señalización de las 

giberelinas, ya que las bajas relaciones R:RL promueven la expresión de GIBBERELLIC 

ACID INSENSITIVE (GAI), y a su vez reducen la abundancia de las proteínas DELLA 

(Djakovic-Petrovic et al., 2007). Las proteínas DELLA GAI, REPRESSOR OF GA (RGA), 

RGA-Like1 (RGL1), RGL2 y RGL3 son degradadas después de la activación del receptor 

de giberelinas (Sun, 2008).  

En el caso de los brasinoesteroides, solo se observa una pérdida completa de la respuesta 

cuando se produce el bloqueo simultaneo de las vías de auxinas y brasinoesteroides 

(Keuskamp et al., 2011). La expresión de varios genes XYLOGLUCAN ENDOTRANS-

GLUCOSYLASE /HYDROLASE (XTH), involucrados en la elongación celular, es promovida 

reduciendo la luz azul y la respuesta de algunos de esos genes requiere tanto la precepción 

de las auxinas o la síntesis de brasinoesteroides (Keuskamp et al., 2011). 

Un punto de integración de las vías de auxinas y brasinoesteroides involucra la fosforilación 

de AUXIN RESPONSE FACTOR 2 (ARF2) por BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 2 

(BIN2), una kinasa GSK3 regulada por brasinoesteroides (Vert et al., 2008). Esto reduce el 

pegado al ADN y reprime la actividad de ARF2, llevando al aumento sinérgico de la 

transcripción de genes de respuesta a auxinas (Vert et al., 2008) La expresión de BRI1 
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(Devlin et al., 2003) y los factores de transcripción ATHB4 y HAT3 (Roig-Villanova et al., 

2006; Sorin et al., 2009) es promovida por la baja relación R:RL.  

CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) 

COP1 es una E3 ligasa de ubiquitina clave en la señalización de la luz. Fue el primer locus 

COP/DET/FUS clonado (Yi Deng, X.W., 2005; Deng et al., 1992) y es uno de los mejor 

caracterizados. En plantas, la función de COP1 está muy relacionada a las vías de 

señalización de la luz. COP1 actúa como un represor central de dicha vía, donde promueve 

la ubiquitinización y degradación de los reguladores positivos, y se encuentra regulado por 

múltiples fotorreceptores. Más allá de la fotomorfogénesis, las investigaciones de los 

últimos años han fortalecido y expandido el rol de COP1 en otros procesos, en su mayoría 

relacionados a respuestas reguladas por luz. Estos procesos incluyen la floración (Liu et 

al., 2008; Yu et al., 2008), los ritmos circadianos (Yu et al., 2008), la señalización del UV-B 

(Favory et al., 2009; Oravecz et al., 2006), la apertura y desarrollo estomático (Mao et al., 

2005; Kang et al., 2009), las respuestas a la sombra (Crocco et al., 2010), las defensas 

(Jeong et al., 2009), la inter-regulación entre la señalización de la luz y los brasinoesteroides 

(Luo et al., 2014), la aclimatación al frío (Catalá et al., 2011) y la elongación de la raíz 

inducida por luz en Arabidopsis (Dyachok et al., 2011). En muchos de estos procesos, la 

participación de COP1 consiste en su interacción directa y ubiquitinización de factores 

regulatorios clave. 

En oscuridad, COP1 ubiquitiniza para su posterior degradación factores de transcripción 

como ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5), HFR1 y LONG AFTER FAR-RED LIGHT 1 

(LAF1), conduciendo a la supresión de la fotomorfogénesis (Saijo et al., 2003; Osterlund et 

al., 2000; Seo et al., 2003; Yang et al., 2005; Duek et al., 2004). En presencia de luz, los 

fotorreceptores activos reprimen la función de COP1 y permiten la acumulación de factores 

de transcripción que promueven la fotomorfogénesis, resultando en el desarrollo 

fotomorfogénético (Yi Deng, X.W., 2005). Un mecanismo bien establecido de inhibición de 

COP1 por la luz visible involucra su exportación del núcleo ante la exposición a la luz, 

impidiendo así de su actividad contra factores de transcripción localizados en el núcleo (von 

Arnim and Deng, 1994). Sin embargo, las cinéticas iniciales en las que se estudió la 

exclusión nuclear indicaron que esta sería relativamente lenta (aproximadamente 24 h), por 

lo cual esta estrategia podría representar solo una supresión a largo plazo de COP1 en 

condiciones extendidas de exposición a la luz (Yi Deng, X.W., 2005; von Arnim et al., 1997). 
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Se cree que existe un mecanismo más rápido de regulación negativa de COP1 por los 

fitocromos y criptocromos, debido a que en 1 h pueden observarse cambios en el 

transcriptoma, inducidos por luz rojo lejana, roja y azul (Tepperman et al. 2001; Tepperman 

et al. 2004; Jiao et al. 2003). Además, una gran proporción de dichos genes son blancos 

directos de HY5, un sustrato de COP1 (Lee et al., 2007). Congruentemente, la proteína HY5 

se acumula rápidamente (en una hora) en tratamientos de luz rojo lejana (Li et al., 2010). 

Uno de los objetivos de esta tesis será profundizar nuestro entendimiento sobre la exclusión 

de COP1 del núcleo como mecanismo de regulación negativa de su actividad nuclear. En 

el capítulo 1 se estudiará la localización nucleo-citoplasmática de COP1 en el contexto de 

la respuesta al sombreado, mientras que en el capítulo 2 se reevaluará específicamente la 

cinética de salida del núcleo de COP1 en el mismo contexto fisiológico (desetiolación) en el 

cual se realizaron los primeros estudios, hace ya dos décadas. 

Algunos estudios muestran que la señalización de criptocromos involucran la interacción 

directa de COP1 y su proteína asociada SPA1. La interacción directa de COP1 y los 

criptocromos fue reportada hace dos décadas y es importante para la respuesta 

fotomorfogénica mediada por luz (Wang et al., 2001; Yang et al., 2001). Sin embargo, como 

dicha interacción no es dependiente de la luz, no está claro cómo los criptocromos activos 

pueden regular a COP1. Existen indicios sombre esto mostrando que cry1 y cry2 

interaccionan con SPA1 en forma dependiente de la luz azul (B. Liu et al. 2011; Lian et al. 

2011). Aunque los modos detallados de acción de cry1 y cry2 difieren, se cree que ambas 

interacciones criptocromo-SPA perturban la función del complejo E3 COP1-SPA y suprimen 

su actividad (B., Liu et al., 2011; Fankhauser and Ulm, 2011). A diferencia de su rol en luz 

visible, COP1 es un regulador positivo de la señalización de UV-B (Oravecz et al., 2006). 

Ante la irradiación con UV-B, UVR8 se monomeriza e interacciona con COP1 (Favory et al., 

2009; Rizzini et al., 2011). A través de un mecanismo desconocido promueven la expresión 

de HY5, que es responsable de la activación de un subgrupo de genes inducidos por UV-B 

(Heijde and Ulm, 2012). Además, COP1 está involucrado en un loop de regulación negativa 

de los fotorreceptores en luz, promoviendo la degradación de pyA, phyB y cry2 (Seo et al., 

2004; Shalitin et al., 2002; Jang et al., 2010). En el caso de phyA y phyB, COP1 es la E3 

ligasa que promueve su ubiquitinización. 
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Objetivos: 

Esta tesis tiene como objetivo general analizar el posible rol de COP1 en la respuesta al 

sombreado en Arabidopsis thaliana. Los objetivos específicos son: analizar los posibles 

mecanismos de regulación de la actividad de COP1 por las señales de sombra, dilucidar su 

posible mecanismo de señalización y establecer los puntos de convergencia con las 

principales vías de regulación de la respuesta al sombreado, incluyendo la red de 

señalización de los PIFs y las principales hormonas. 

Para su mejor comprensión, los resultados de esta tesis se han dividido en cuatro capítulos, 

que apuntan a cubrir los objetivos planteados. El capítulo 1 está dedicado al estudio de 

evidencias genéticas que destacan la importancia de COP1 en las respuestas al 

sombreado, y a los cambios en su localización subcelular que den indicios sobre cambios 

en su actividad biológica. Hasta el momento, la relocalización de COP1 no se consideraba 

un mecanismo de respuesta rápida a los cambios en el ambiente lumínico, ya que los 

estudios originales, realizados hace dos décadas, indican que su exclusión del núcleo en la 

transición de oscuridad a luz blanca (desetiolación) es demasiado lenta para justificar los 

cambios subsiguientes a nivel molecular y fisiológico. El capítulo 2 se propone revisar esta 

concepción analizando su cinética de salida del núcleo, y la estabilización de HY5 (uno de 

sus principales blancos de degradación) durante la desetiolación. 

El capítulo 3 se centrará en un estudio comparativo de las vías de señalización de COP1 y 

PIFs, reguladores centrales de la respuesta al sombreado. Se estudiará la posible 

vinculación de ambas vías de señalización a través de la regulación de la estabilidad de 

HY5 y HFR1, dos blancos de COP1 en oscuridad que por diferentes mecanismos inhiben 

la actividad de los PIFs. Finalmente, en el capítulo 4 se estudia la posible regulación de los 

niveles de proteínas DELLAs por parte de COP1. Las proteínas DELLAs son también 

reguladores negativos de la actividad de los PIFs, y son degradadas en presencia de 

giberelinas, por lo cual podrían ser un punto de convergencia entre la vía de señalización 

de COP1, las giberelinas y los PIFs 
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Materiales y métodos 
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Material vegetal 

Mutantes en fondo genético Columbia (Col–0): 

cop1–4 (McNellis et al., 1994)* 

cop1–6 (McNellis et al., 1994)* 

cop1–6 phyB–9 (Boccalandro et al., 2004) 

cop1–6 phyA–211 (Boccalandro et al., 2004) 

phyB–9 (Reed et al., 1993) 

phyA–211 (Reed et al., 1994) 

phyA–211 phyB–9 (Reed et al., 1994) 

cry1–304 (Guo et al., 1999) 

cry2–1 (Guo et al., 1999) 

cry1–304 cry2–1 (Guo et al., 1999) 

spa2–1 (Laubinger et al., 2004) 

spa3–1 (Laubinger et al., 2004) 

spa4–1 (Laubinger et al., 2004) 

hfr1-101 (Duek et al., 2004) 

hfr1-201 (Kim et al., 2002) 

cop1–4 hfr1-201 (Yang et al., 2005) 

cop1–6 hfr1-201 (Yang et al., 2005) 

hy5-211 (Shin et al., 2007) 

pif3-3 (Monte et al., 2004) 

pif4-101 (Lorrain et al., 2008) 

pif5-3 (Lorrain et al., 2008) 

pif4-101 pif5-3 (Lorrain et al., 2008) 

hfr1-101 pif4-101 pif5-3 (Hornitschek et al., 2009) 

pifq (Leivar et al. 2008) 
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*cop1-4 y cop1-6 son considerados mutantes débiles de COP1. Las mutaciones fuertes

producen letalidad embrionaria en homocigosis (McNellis et al., 1994). 

Mutantes en fondo genético RLD: 

spa1–3 (Hoecker et al., 1998) 

Líneas transgénicas en fondo genético Columbia (Col–0): 

cop1-4/Pro35S:YFP-COP1 (Oravecz et al., 2006) 

ProHY5:HY5-YFP (Oravecz et al., 2006) 

ProHY5:LUC+ (Ulm et al., 2004) 

hy5-211/35S:HY5-MYC (Shin et al., 2007) 

ProMSG2:GUS (Kami et al., 2014) 

35S:GFP-HFR1 (Yang et al., 2005) 

cop1–6/35S:GFP-HFR1 (Yang et al., 2005) 

Líneas transgénicas en fondo genético Wassilewskija (Ws): 

fus6/FS1-3-4 (Wang et al., 2009) 

Líneas transgénicas en fondo genético Nossen (No–0): 

COP1OX1 (Boccalandro et al., 2004) 

COP1OX2 (Boccalandro et al., 2004) 

Los dobles mutantes cop1-4 pif3-3, cop1-6 pif3-3, cop1-4 pif4-101, cop1-6 pif4-101 y cop1-

4 hy5-211, y el mutante cop1-6 portando los transgenes ProMSG2:GUS y 35S:HY5-MYC, 

fueron obtenidos por cruzamiento simple y genotipeados por PCR o secuenciación (cop1-

4, cop1-6 y hy5-211) utilizando los primers detallados en la siguiente tabla: 
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Método Locus Alelo Descripción Primer Secuencia 

PCR AT1G09530 PIF3 WT Sense AGAAGCAATTTGGTCACCATGCTC 

PCR AT1G09530 PIF3 WT Antisense TGCATACAAATAGTCGATCGTATG 

PCR AT1G09530 pif3-3 Deleción Sense GGTGTGTATGTGAGAAGGTACATCCATCG 

PCR AT1G09530 pif3-3 Deleción Antisense AAGCTTAGCTTTGGTGAGCCTGAAAAGCTC 

PCR AT2G43010 PIF4 WT Sense AATACATTTTGCAGGCAATCG 

PCR AT2G43010 PIF4 WT Antisense CGTAATGAAGTTGCACGTTTACTC 

PCR AT2G43010 pif4-101 Inserción Sense AATACATTTTGCAGGCAATCG 

PCR AT2G43010 pif4-101 Inserción Antisense TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC 

Secuenciación AT2G32950 cop1-6 Sustitución Sense ACTAACAGTTCTGTGAATACTATGC 

Secuenciación AT2G32950 cop1-6 Sustitución Antisense ATAGCCTTCCCTCCGTACTAC 

Secuenciación AT2G32950 cop1-4 Sustitución Sense GCCACATGAGAAGAACCAGATTG 

Secuenciación AT2G32950 cop1-4 Sustitución Antisense TGAGTAGACAAGGAGGAACAAACC 

Secuenciación AT5G11260 hy5-211 Sustitución Sense TGTATCACCATTGATTCACATCTAG 

Secuenciación AT5G11260 hy5-211 Sustitución Antisense GCCGATCCAGATTCTCTACC 

 

En todos los experimentos las plántulas crecieron en agar 0,8 % en cajas plásticas 

translúcidas. Las cajas fueron incubadas en oscuridad a 5 °C por 5 días y tratadas con 8 h 

de luz roja seguida de 16 h de oscuridad (22 °C) antes de los tratamientos. El fotoperiodo 

fue de 10 h. 

 

Tratamientos lumínicos 

Las plántulas fueron crecidas en luz blanca, provista por una combinación de lámparas 

fluorescentes e incandescentes, con una relación R:RL característica de la luz solar (1,1), 

o en sombra simulada provista por las mismas fuentes de luz en combinación con dos filtros 

de acetato verde (Filtro LEE #089, http://www.leefilters.com) para reducir la luz azul, la luz 

roja y la relación R:RL. La distribución espectral de la luz fue medida con un espectrómetro 

USB4000-UVVIS, preconfigurado con un detector DET4-200-850 y una fibra óptica QP600-

2-SR (Ocean Optics Inc., http://www.oceanoptics.com). La luz azul, luz roja y luz rojo lejana 

se redujeron de 7,2, 5,1 y 4,9 μmol m2 s-1 en luz blanca a 0,4, 0,1 y 1,4 μmol m2 s-1, 

respectivamente, en sombra simulada. La relación R:RL se redujo de 1,1 a 0,1 (Fig. S1b). 

La temperatura se mantuvo a 22ºC. 

Experimentos específicos se realizaron en condiciones de campo, donde las cajas fueron 

expuestas diariamente a un fotoperiodo artificial de 10 h, tanto en luz solar plena (radiación 

fotosintéticamente activa 600 μmol m2 s-1 y relación R:RL de 1,1 al mediodía) o en sombra 

natural de un canopeo de Lolium multiflorum (radiación fotosintéticamente activa  40 μmol 
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m2 s-1 y relación R:RL de 0,1 al mediodía)(Fig. S1a). Los controles de oscuridad se 

dispusieron bajo la luz solar envueltos en plástico negro (capa interior) y aluminio (capa 

exterior). 

Para investigar  la contribución de señales de luz de sombra seleccionadas, las plántulas 

fueron crecidas en una combinación de luz azul (7,4 μmol m2 s-1), luz roja (7,1 μmol m2 s-1) 

y luz rojo lejana (6,5 μmol m2 s-1, con relación R:RL de  1,1) y transferidas a condiciones 

que simulan las características particulares de la sombra: reducción de luz (27 μmol m2 s-

1, sin cambio en la relación R:RL), reducción de la luz roja (2 μmol m2 s-1, sin cambio en la 

luz azul ni rojo lejana y con una relación R:RL = 0,3) o reducción de la  luz azul y la luz roja 

(sin cambios en la luz rojo lejana). La luz azul y la luz roja fueron provistas por filas 

alternadas de diodos emisores de luz (LEDs) con máximos de emisión a los 465 nm y 623 

nm respectivamente. La luz rojo lejana fue provista a través del espacio entre las filas de 

LEDs por lámparas incandescentes combinadas con un filtro de acetato azul (Paolini 2031, 

La Casa del Acetato, Buenos Aires, Argentina) dispuesto encima del panel de LEDs. 

 

Microscopía 

Las imágenes de microscopía de fluorescencia de campo amplio fueron tomadas con un 

microscopio Olympus BX60F5 (http://www.olympus-global.com), con un lente objetivo de 

inmersión en aceite (UplanF1 1009/1.0). Para la tinción de núcleos, las plántulas fueron 

sumergidas en solución DAPI (2 μg ml-1 4′,6-diamidino-2-phenylindole; Invitrogen, 

http://www.invitrogen.com). La excitación del fluoróforo se realizó con un 100–W high-

pressure mercury burner (Olympus). La detección de la fluorescencia de DAPI se realizó 

con un cubo U–MNU (Olympus), y la detección de la fluorescencia de YFP con un cubo 

filtro YFP (Olympus). Las imágenes de microscopía confocal fueron tomadas con un 

microscopio de escaneo láser LSM5 Pascal (Zeiss, http://www.zeiss.com) con un lente 

objetivo de inmersión en agua (C–Apochromat 409/3; Zeiss). Para la visualización de 

cloroplastos, se utilizó un láser de He-Ne. Para la excitación y se detectó utilizando un filtro 

LP560. Para las proteínas de fusión COP1-YFP, YFP-HY5, GFP-HFR1 y RGA-GFP las 

sondas fueron excitadas con un láser de Argón y detectadas con un filtro BP 505-530. Se 

configuró un canal para tomar imágenes de transmisión. Los núcleos fluorescentes fueron 

definidos como regiones de interés (ROIs) y la intensidad de fluorescencia fue medida 

utilizando el programa IMAGEJ de National Institutes of Health (Abràmoff et al., 2004). Se 

documentaron células representativas del parénquima del hipocotilo (primeras capas por 

debajo de la epidermis) fotografiándolas durante los primeros 15 min del análisis 

http://www.olympus-global.com/
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microscópico. Todas las imágenes de microscopía fueron adquiridas con la inestimable 

colaboración de Martina Legris. 

 

Crecimiento del hipocotilo 

El largo final de hipocotilo fue medido con una precisión de 0,1 mm con regla. Se calculó el 

largo promedio de las 10 plántulas más altas de cada caja (una réplica). Para calcular la 

tasa de crecimiento o el crecimiento acumulado, 15 plántulas por genotipo fueron 

fotografiadas utilizando una cámara digital (PowerShot; Canon, http://www.canon.com) y el 

largo de hipocotilo fue determinado con el software de procesamiento de imagines y 

vectores GlobalMapper 10 (Blue Marble Geographics, http://www.bluemarblegeo.com/). La 

diferencia de largo fue dividida por el tiempo transcurrido. 

 

RT-PCR cuantitativa 

Las plántulas fueron cosechadas en nitrógeno líquido. El RNA total fue extraído utilizando 

el kit Spectrum Plant Total RNA (Sigma-Aldrich) y sometido a tratamiento con RQ1 RNase-

Free DNase (Promega, http://www.promega.com). El ADNc obtenido del RNA fue 

sintetizado utilizando la SuperScript III (Invitrogen) y primer oligo-dT. El ADNc fue 

amplificado con FastStart Universal SYBR Green Master (Roche, http://www.roche.com) 

utilizando el termociclador 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems). Los genes 

Polyubiquitin 10 (UBQ–10) y UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME 2 (UBC2) fueron 

utilizados como control de normalización (Staneloni et al., 2009; Czechowski et al., 2005) 

  

http://www.canon.com/
http://www.bluemarblegeo.com/
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Los primers utilizados se detallan en la siguiente tabla: 

 

Locus Nombre Primer Secuencia 

AT2G46970 PIL1 Sense AAGACCACCTACGATGTTGCCAATG 

AT2G46970 PIL1 Antisense GTAGCCTGAGTCTGAGAAACACACG 

AT4G14130 XTR7 Sense CGTGGCGACTGTTCTTCTTGTG 

AT4G14130 XTR7 Antisense ATCTCGTCATGTGTTGCTCCTTGTG 

AT4G16780 ATHB2 Sense ATGAGCCCACCCACTACTTTGAC 

AT4G16780 ATHB2 Antisense CAGGAGCCCACGCATTGACC 

AT3G15540 IAA19 Sense GGCAGAGAAGATGATGAAGAAGAG 

AT3G15540 IAA19 Antisense TCAGCGTCACCACCAGATG 

AT4G32280 IAA29 Sense CGAGGGTGCTGCGTCTTGTTTG 

AT4G32280 IAA29 Antisense CACGATGATGATACGGGCAATGATGG 

AT4G28720 YUC8 Sense GATTGTATTGCTTCTCTATGG 

AT4G28720 YUC8 Antisense CACACTCGTTGAACTTAGG 

AT4G05320 UBQ-10 Sense TCAATTCTCTCTACCGTGATCAAGATGCA 

AT4G05320 UBQ-10 Antisense GGTGTCAGAACTCTCCACCTCAAGAGTA 

AT5G25760 UBC Sense AGAATGCTTGGAGTCCTGCTTG 

AT5G25760 UBC Antisense ACATTTGTGCCATTGAATTGAACCC 

 

Determinación de niveles de clorofila y antocianinas 

Se cosecharon 100 plántulas por réplica al final del día 5. Los niveles de clorofila y 

antocianinas relativos al peso fresco fueron medidos como se describe en Cagnola et al. 

(2012) y Maier et al. (2013). 

 

Determinación de niveles Ácido indol-3-acético (IAA) 

Se cosecharon cuatro muestras biológicas por genotipo y tratamiento 2 h después del inicio 

del día 3 (1 h de tratamiento de sombra). El ácido indol-3-acético (IAA) fue cuantificado en 

el laboratorio del Dr. Scott Fynlaison por el método de dilución del isótopo estable en un 

espectrómetro 7890A/5975C XL GC-MS Agilent operado en modo de monitoreo de ion 

seleccionado, equipado con una columna 0,25 mm x 30 m DB-5MS (film 0,25 m) utilizando 

inyección pulsada sin fraccionamiento como se describe en Cagnola et al. (2012). 
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Tinción de β-glucuronidasa (GUS) 

Plántulas que expresan β-glucuronidasa (GUS) fueron cosechadas al final del día 3, 

incubadas durante la noche en solución de X-Gluc y transferidas por 1 d a etanol 70 %. Las 

plántulas fueron fotografiadas en un microscopio estereoscópico de campo amplio Luxeo 

4D (Labomed, Los Angeles, CA, USA). 

 

Análisis de la expresión génica por microarreglos 

Se cosecharon tres réplicas biológicas por genotipo y tratamiento en nitrógeno líquido 5 h 

después del inicio de día 3 (4 h de tratamiento de sombra), y se extrajo el ARN total con el 

kit Spectrum Plant Total RNA (Sigma-Aldrich). La síntesis e hibridación de ADNc y ARNc al 

ATH1 Affymetrix Arabidopsis Gene Chips se realizó de acuerdo a las instrucciones de 

Affymetrix.  Los datos de expresión fueron normalizados, restringidos por criterio de 

presencia (Sellaro et al., 2011), y se realizó un ANOVA para identificar los genes que 

mostraban efectos significativos de los tratamientos (P < 0,043, q < 0,050) (Storey and 

Tibshirani, 2003). 

 

Blots de proteínas 

Se prepararon extractos proteicos de plántulas de Arabidopsis en buffer de extracción 

(50mM Tris/HCl pH 7,5, 100mM EDTA, 1mM 1,4-dithiothreitol, 0,1% TritonX100 y cocktail 

inhibidor de proteasas, Roche). Las proteínas totales fueron cuantificadas utilizando el Bio-

Rad Protein Assay (Bio-Rad) y se agregó β-mercaptoethanol antes de la siembra. Alícuotas 

con la misma cantidad total de proteínas fueron corridas por electroforesis en geles de 

poliacrilamida.  La inmunodetección de HY5-myc y GFP-HFR1 se realizó utilizando los 

anticuerpos primarios anti-myc (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) y anti-green 

fluorescent protein (Roche), respectivamente. Se utilizó como anticuerpo secundario Anti-

mouse-HRP (Invitrogen) y el kit de detección Amersham ECL Prime Western Blotting 

Detection Reagent (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Se utilizó la tinción con rojo 

Ponceau como control de uniformidad de carga. 
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Análisis estadístico 

En el capítulo 1, los datos fueron analizados por ANOVA de dos factores, o de un factor en 

la Fig. 12, y las diferencias entre las medias fueron evaluadas a posteriori por contrastes de 

Bonferroni. En el capítulo 2, se realizaron ajustes a la función exponencial (Figuras 16, 17 

y 18) y lineal (Figura 19). En el capítulo 3, todos los outputs fisiológicos, niveles de proteína 

y datos de expresión de RT-PCR fueron analizados por regresión lineal simple. Se generó 

un modelo lineal básico utilizando regresión lineal por pasos (stepwise) empleando cuatro 

términos:  

‘Sombra’ (Luz blanca = 0, Sombra = 1), ‘COP1’ (mutantes cop1 = 0, alelo WT COP1 = 1), 

‘PIFq’ (cuádruple mutante pifq = 0, mutantes simples pif3, pif4 y pif5 = 0.75, doble mutante 

pif4 pif5 = 0.5, alelos WT PIFq = 1) y la interacción ‘Sombra*COP1*PIFq’ (producto de los 

valores de cada una de las tres variables). En las Fig. 21 y 24 se indicaron los términos del 

modelo que son estadísticamente significativos. Términos adicionales fueron incluidos para 

responder preguntas específicas. En la Fig. 23 se incluyó la interacción Sombra*cop1*PIFq 

(el mutante cop1 en sombra = 1; cop1 pif3, cop1 pif4 y cop1 pif5 en sombra = 0.75; el resto 

de las condiciones = 0), para cuantificar el efecto de PIF3, PIF4 y PIF5 en el fondo genético 

cop1 y compararlo con el fondo genético WT COP1 (provisto por el término 

‘Sombra*COP1*PIFq’ del modelo básico). En la Fig. 27 solo el término “Sombra” fue incluido 

en el modelo porque ni cop1 ni los mutantes pif fueron incluidos. En las figuras 29 y 31, los 

mutantes pif no fueron incluidos y por lo tanto los términos ‘PIFq’ y ‘Sombra*COP1*PIFq’ 

no fueron utilizados en el modelo, mientras que el término de interacción 

‘Sombra*COP1*hfr1’ (mutante hfr1 en sombre = 1, resto de las condiciones = 0) y la 

interacción ‘Sombra*cop1*hfr1’ (doble mutante hfr1 cop1 en sombra = 1, resto de las 

condiciones = 0) fueron incluidos para comparar el efecto de la mutación hfr1 en sombra en 

el fondo genético COP1 vs cop1. En la Fig. 28 los términos “Tiempo” (en lugar de “Sombra”) 

y la interacción “Tiempo*COP1” fueron incluidos para representar los efectos de la sombra 

de diferente duración y su interacción con COP1. En la Fig. 30, los mutantes cop1 no fueron 

incluidos y por lo tanto los términos “COP1” y ‘Sombra*COP1*PIFq’ no se utilizaron en el 

modelo, mientras que los términos “Sombra*PIFq*hfr1” (mutante hfr1 en sombra =1, triple 

mutante pif4 pif5 hfr1 en sombra = 0.5, resto de las condiciones = 0) y “Sombra*pifq*hfr1” 

(pif4 pif5 hfr1 en sombra = 0.5, resto de las condiciones = 0) fueron agregados para 

comparar los efectos de hfr1 en los fondos genéticos PIF4 PIF5 vs pif4 pif5. En la Fig. 6, 

solo el término “Sombra” fue incluido en el modelo. En la Fig. 32 los términos “Sombra”, 

“cop1”, “hy5” (mutante (hy5 = 1, alelo HY5 WT = 0), y la interacción “Sombra*cop1*hy5” 

(doble mutante hy5 cop1 en sombra = 1, resto de las condiciones = 0) fueron agregados 

para comparar el efecto de la mutación hy5 en sombra en los fondos genéticos COP1 vs 
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cop1. La pendiente de cada término provee un valor para el efecto de las variables 

involucradas. Pendientes seleccionadas son representadas con propósitos comparativos 

en las Fig. 23, 30, 31 y 33. En el capítulo 4 los datos fueron analizados por prueba de t de 

Student (Fig. 35), comparando las condiciones luz y sombra. 
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Resultados 

Resultados 
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Capítulo 1: COP1 en la respuesta al sombreado, 

evidencias genéticas y localización subcelular 
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Los mutantes cop1 y los mutantes múltiples spa fallan en la respuesta de crecimiento 

inducida por la baja actividad de phyB, causada por pulsos de luz rojo lejana antes de la 

noche o bajas relaciones R:RL durante el día, y la baja actividad de criptocromo y phyB, 

causada por la sombra (McNellis et al., 1994; Crocco et al., 2010; Rolauffs et al., 2012; 

Casal, 2013). De hecho, los mutantes cop1 presentan uno de los fenotipos más fuertes de 

pérdida de la respuesta a las señales de sombra. Sin embargo, el rol de COP1 en este 

contexto no es frecuentemente considerado. Esto podría deberse a que la pérdida de la 

respuesta puede interpretarse como una actividad específica de COP1, o bien como una 

consecuencia colateral de la mutación. 

De acuerdo con la primera interpretación, la actividad de COP1 debería aumentar con la 

sombra, y ese aumento debería ser parte de la cadena de eventos que causan el aumento 

del crecimiento. Se ha asociado la actividad de COP1 a su acumulación en el núcleo, donde 

coincide con sus blancos nucleares. 

El objetivo de este capítulo es investigar si existen evidencias genéticas y si se producen 

cambios en la localización nuclear de COP1, que justifiquen su rol activo en la respuesta al 

sombreado. 
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COP1 y SPA son necesarios para la respuesta al sombreado 

 

Plántulas de Arabidopsis thaliana fueron crecidas durante tres días en luz blanca o sombra 

simulada en condiciones controladas (fotoperiodo 10h). En el genotipo salvaje (WT) la 

sombra indujo una significativa promoción del crecimiento del hipocotilo comparado con el 

control en luz blanca (Fig. 2). 
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Figura 2: COP1 es necesario para la respuesta al sombreado. Largo de hipocotilo de plántulas 

de los genotipos WT Col–0 y No–0, los mutantes cop1-4, cop1–6, cop1–6 phyA, cop1–6 phyB, phyA, 

phyB, phyA phyB, cry1, cry2 y cry1 cry2, y las líneas sobreexpresantes COP1OX1 y COP1OX2 

crecidas en luz blanca o sombra simulada. Se grafican medias y error estándar de 3-9 réplicas. Letras 

distintas indican diferencias significativas entre las medias (P < 0,05). En la parte superior se indica 

la relación Sombra/Luz blanca para cada genotipo. 

La reducida respuesta observada en los mutantes phyB y cry1 evidencian la participación 

de los fitocromos y del criptocromo en la precepción de las señales de sombra (Fig. 2). El 

largo de hipocotilo relativo a oscuridad en los mutantes cop1 resultó mayor que el genotipo 

salvaje, debido a que dichos mutantes muestran menor largo final de hipocotilo en 

oscuridad. Los mutantes cop1-4 y cop1-6 no mostraron un crecimiento significativo en 

respuesta a la sombra (Fig. 2). Este resultado confirma y extiende resultados previamente 

reportados que muestran que cop1 es deficiente en su respuesta al tratamiento con pulsos 

de luz rojo lejana al final del díaend-of-day o la suplementación con luz rojo lejana durante 

el día (McNellis et al., 1994; Rolauffs et al., 2012), que solo simulan las señales relacionadas 

a phyB generadas por el canopeo vegetal.  
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Figura 3: Los genes SPA son necesarios para la respuesta al sombreado. Largo de hipocotilo 

de plántulas de los genotipos WT Col–0 y RLD, y los mutantes spa1–3, spa2–1, spa3–1, spa4–1, 

spa1–3 spa2–1 spa4–1 y spa1–3 spa2–1 spa4–1. Se grafican medias y error estándar de 9 réplicas. 

Letras distintas indican diferencias significativas entre las medias (P < 0,05). En la parte superior se 

indica la relación Sombra/Luz blanca para cada genotipo. 

 

Las líneas sobreexpresantes de COP1 (COP1OX1 y COP1OX2 en fondo No–0) también 

mostraron una reducción significativa de la respuesta a la sombra. Notablemente, los dobles 

mutantes cop1–6 phyA y cop1–6 phyB recuperaron parcialmente su habilidad para 

responder a las señales de sombra. 

COP1 forma complejos con las proteínas SPA (Zhu et al., 2008). La respuesta a la sombra 

se vio reducida en los simples mutantes spa1, spa2 y spa4, y ausente en el triple mutante 

spa1 spa2 spa4 (Fig. 3). Los mutantes spa3 y spa1 spa2 spa3 no mostraron diferencias 

significativas con respecto al WT (Fig. 3). Estos resultados confirman y extienden los 

obtenidos con luz blanca suplementada con luz rojo lejana (Rolauffs et al., 2012), que 

indican que la respuesta se encuentra muy afectada en mutantes múltiples spa, en 

particular el triple mutante spa1 spa2 spa4. 
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Figura 4: La promoción de la expresión de PIL1, ATHB–2, XTR7 y IAA29 por la sombra requiere 

COP1. Expresión de PIL1, ATHB–2, XTR7 e IAA29 en plántulas WT Col–0 y No–0, mutantes cop1–

4 y cop1–6, y líneas sobreexpresantes COP1OX1 y COP1OX2 crecidas en luz blanca o sombra 

simulada. Las muestras fueron cosechadas a las 10 h del día 3. Se grafican medias y error estándar 

de 3-4 réplicas biológicas. Letras distintas denotan diferencias significativas entre las medias (P < 

0,05). 

Los genes PIL1, IAA29, XTR7 y ATHB2 son blancos directos de los PIFs, y su expresión es 

promovida por la baja relación R:RL (Hornitschek et al., 2012) 

En condiciones de sombra simulada se observó un significativo aumento de la expresión 

en el WT, pero la respuesta se encontró ausente en los mutantes cop1 (Fig. 4). La 

sobreexpresión de COP1 no afectó la expresión de PIL1, IAA29, XTR7 o ATHB2 en luz 

blanca, pero afectó su expresión en sombra (aumentando o reduciendo la respuesta), 

indicando una dependencia más compleja de los niveles de COP1 (Fig. 4). 
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COP1 se acumula en el núcleo en sombra simulada y sombra natural 

 

Como se ha reportado que la actividad de COP1 dependería de su localización nuclear, 

investigamos si las señales de sombra afectan la localización de COP1 utilizando la línea 

transgénica cop1–4/Pro35S:YFP-COP1 (Oravecz et al., 2006). Imágenes de microscopía 

de fluorescencia de campo amplio revelaron que la proteína COP1 es reclutada al núcleo 

en sombra simulada, mientras que se observó una localización principalmente 

citoplasmática en luz blanca (Fig. 5). 

 

 

 

Figura 5: COP1 se acumula en el núcleo en sombra. Imágenes de microscopía de fluorescencia 

de células representativas de plántulas cop1–4/Pro35S:YFPCOP1 crecidas en luz blanca o sombra 

simulada (arriba). Se utilizó tinción con DAPI para confirmar la localización nuclear. Imágenes de 

microscopía confocal de núcleos representativos (abajo). Se incluyen imágenes de transmisión y 

fluorescencia de la clorofila. Barras de escala: 5 µm. 

 

La localización de COP1 fue estudiada en mayor detalle utilizando microscopía confocal. 

La proteína COP1 fue observada en speckles o cuerpos nucleares en sombra simulada, 

mientras que en condiciones de luz blanca la fluorescencia del núcleo fue significativamente 
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menor (Fig. 5). La formación de cuerpos nucleares podría constituir una capa más de 

regulación de la actividad de las proteínas que se agrupan en los mismos. 
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Figura 6: COP1 se acumula en el núcleo en condiciones de sombra simulada y sombra natural. 

Número de núcleos fluorescentes (izquierda) e intensidad de fluorescencia (derecha) de plántulas 

que expresan YFP-COP1 crecidas en luz blanca y sombra simulada o luz solar plena y sombra 

natural. Se grafican medias y error estándar de 3-9 réplicas. Letras distintas indican diferencias 

significativas entre las medias (P < 0,05). u.a.: unidades arbitrarias. 

 

Tanto el número de núcleos como su intensidad fue notablemente mayor en plántulas 

crecidas en sombra simulada, respecto de aquellas crecidas en luz blanca (Fig. 6).  

Bajo radiación natural, el canopeo vegetal no solo reduce la luz azul y roja, sino también el 

UV-B, lo que conduce a una disminución de la actividad de los fitocromos, criptocromos y 

UVR8. Mientras el fitocromo y el criptocromo causan la exclusión de COP1 del núcleo 

(Osterlund and Deng, 1998), UVR8 promueve su acumulación (Oravecz et al., 2006). Para 

investigar el balance entre las actividades contrastantes de los fotorreceptores 

mencionados, evaluamos la localización de COP1 en luz solar plena y sombra natural 

(canopeo vegetal). A pesar de la presencia de UV-B, los patrones observados fueron muy 

similares a aquellos observados en condiciones controladas. 
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Patrón diario de abundancia nuclear de COP1 

Para investigar el grado de asociación entre el crecimiento y la abundancia nuclear de 

COP1, analizamos la cinética de ambas variables a lo largo del fotoperiodo del día 3 en luz 

blanca y sombra simulada.  
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Figura 7: El patrón diario de crecimiento en luz blanca y sombra simulada. Tasa de crecimiento 

de hipocotilo a lo largo del día 3 en plántulas de los genotipos WT Col–0, No–0 y RLD, mutantes 

spa1–3, spa2–1, spa3–1, spa4–1, spa1–3 spa2–1 spa4–1, spa1–3 spa2–1 spa4–1, cop1–4 y cop1–

6, y líneas sobreexpresantes COP1OX1 y COP1OX2 en luz blanca y sombra simulada. Se grafican 

medias y error estándar de ocho réplicas. Letras distintas indican diferencias significativas entre las 

medias (P < 0,05). 
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En condiciones de luz blanca la tasa de crecimiento de hipocotilo fue máxima al inicio del 

día (Fig. 7), confirmando observaciones previas (Nozue et al., 2007; Michael et al., 2008). 

En sombra simulada, la máxima tasa de crecimiento de hipocotilo fue mayor que en luz 

blanca desde el inicio del fotoperiodo (0,0–2,5 h), pero el pico máximo ocurrió a las 2,5–5,0 

h (Fig. 7). La tasa de crecimiento declinó al final del fotoperiodo hasta los niveles 

observados en plántulas crecidas en luz blanca. Los mutantes cop1 y spa mostraron 

diferencias en la tasa de crecimiento, pero no el patrón de crecimiento diario (Fig. 7). Un 

análisis más detallado indicó que el mutante cop1-4 muestra una débil respuesta a la 

sombra, no observada en los mutantes cop1-6 y spa1 spa2 spa4 (Fig. 7). 
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Figura 8: Patrón diario de abundancia nuclear de COP1. Número de núcleos fluorescentes 

(izquierda) e intensidad de fluorescencia nuclear (derecha) a lo largo del día 3 en plántulas que 

expresan YFP-COP1 crecidas en luz blanca o sombra simulada. Se grafican medias y error estándar 

de 5-12 réplicas. Letras distintas indican diferencias significativas entre las medias (P < 0,05). 

En luz blanca, YFP-COP1 mostró un marcado patrón diario de acumulación nuclear. Al final 

de la noche el número de núcleos fluorescentes y su intensidad fue máximo. El número de 

núcleos fluorescentes cayó a la mitad después de 2,5 h de luz blanca, y se mantuvo en ese 

nivel hasta el final del fotoperiodo (Fig. 8). La intensidad nuclear de YFP-COP1 mostró un 

decaimiento más gradual (Fig. 8). Este resultado indica que COP1 puede ser rápidamente 

excluida del núcleo desde el inicio del día. Al final de la noche, los niveles de COP1 en el 

núcleo fueron similares en los tratamientos de luz blanca y sombra simulada, pero 

permanecieron altos a lo largo del fotoperiodo en sombra simulada. 



36 

Rápida re-acumulación de COP1 en el núcleo en respuesta a la sombra 

Figura 9: Hay una rápida respuesta de crecimiento ante las señales de sombra. Crecimiento de 

hipocotilo acumulado durante el día 3 en plántulas de los genotipos WT Col–0, No–0 y RLD, mutantes 

spa1–3, spa2–1, spa3–1, spa4–1, spa1–3 spa2–1 spa4–1, spa1–3 spa2–1 spa4–1, cop1–4 y cop1–

6, y las líneas sobreexpresantes COP1OX1 y COP1OX2 crecidas en luz blanca, y mantenidas en 

esa condición o transferidas a sombra simulada 1 h después del inicio del fotoperiodo. Se grafican 

medias y error estándar de 6-8 réplicas. Letras distintas indican diferencias significativas entre las 

medias en el punto final (Prueba de t, P < 0,05). 

Para investigar la cinética de la respuesta al sombreado, plántulas de Arabidopsis fueron 

crecidas en luz blanca y luego transferidas a sombra simulada 1 h después del inicio del 

tercer día (los controles permanecieron en luz blanca). Se observó una rápida respuesta de 

crecimiento ante las señales de sombra en la mayoría de los genotipos (Fig. 9). La 
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respuesta fue reducida en los mutantes spa2, spa4, cop1-4 y cop1-6, y estuvo ausente en 

el triple mutante spa1 spa2 spa4 (Fig. 9). 

Figura 10: COP1 forma speckles nucleares ante las señales de sombra. Núcleos 

representativos de plántulas que expresan YFP-COP1 crecidas en luz blanca y mantenidas en esa 

condición o transferidas a sombra simulada 1 h después del inicio del día 3. Se incluyó un control 

adicional crecido en sombra simulada durante los tres días de tratamiento. Barra de escala: 1 µm. 

 También se observó una rápida re-acumulación de COP1 en el núcleo en plántulas de la 

línea cop1–4/Pro35S:YFP-COP1 transferidas de luz blanca a sombra simulada. La sombra 

simulada indujo la rápida formación de speckles nucleares bien definidos (Fig. 10). Se 

observó una fluorescencia más difusa en las horas sub-siguientes, en particular en las 

plántulas crecidas en sombra simulada durante 3 días. 
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Figura 11: Hay una rápida reacumulación de COP1 en respuesta a las señales de sombra. 

Número de núcleos fluorescentes (izquierda) e intensidad de fluorescencia nuclear (derecha) a lo 

largo del día 3 en plántulas que expresan YFP-COP1 crecidas en luz blanca y mantenidas en esa 

condición o transferidas a sombra simulada 1 h después del inicio del día 3. Se grafican medias y 

error estándar de 4-12 réplicas réplicas independientes. Letras distintas indican diferencias 

significativas entre las medias analizadas por ANOVA de dos factores y contrastes de Bonferroni (P 

< 0,05). 
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El número de núcleos fluorescentes aumentó 1 h después del inicio del tratamiento de 

sombra, y mostró un pico a las 3 h de tratamiento (Fig. 11). La intensidad de fluorescencia 

de los núcleos mostró un aumento más suave entre 1 h y 6 h de tratamiento de sombra, y 

declinó levemente hacia el final del fotoperiodo (Fig. 11). 

La reducción tanto de la luz azul como la luz roja inducen la acumulación nuclear de 

COP1 

La sombra natural involucra una mayor reducción de la luz roja y la luz azul con respeto a 

la luz rojo lejana, reduciendo así la relación R:RL. Para investigar la contribución de dichas 

señales al efecto general de la sombra, se estudió la acumulación de COP1 en el núcleo 

en plántulas de la línea cop1–4/Pro35S:YFP-COP1 crecidas en luz azul, roja y rojo lejana 

(con una relación R:RL = 1,1), que fueron transferidas a condiciones que simulan las 

características de la sombra: luz azul reducida (sin cambios en la intensidad de rojo y rojo 

lejano), luz roja reducida (sin cambios en la intensidad de azul y rojo lejano, y relación R:RL 

= 0,3), o luz azul y luz roja reducida (sin cambios en la intensidad de rojo lejano), 1 h 

después del inicio del tercer día. 
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Figura 12: La reducción tanto de la luz azul como la luz roja inducen la acumulación nuclear 

de COP1. Número de núcleos fluorescentes (izquierda) e intensidad de fluorescencia nuclear 

(derecha) en plántulas que expresan YFP-COP1 crecidas en luz blanca (azul+rojo+rojo lejano) y 

transferidas a luz azul reducida, luz roja reducida, o luz azul y luz roja reducida 1 h después del inicio 
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del fotoperiodo, o mantenidas en luz blanca como control. Las imágenes de microscopía confocal se 

tomaron a las 10 h del día 3. Se grafican medias y error estándar de 15-19 réplicas. Letras distintas 

indican diferencias significativas entre las medias (P < 0,05). 

Tanto la reducción de la luz azul como la reducción de la luz roja promovieron un aumento 

significativo del número de núcleos fluorescentes comparado con el control que permaneció 

con los niveles iniciales de azul, rojo y rojo lejano (Fig. 12). Los efectos fueron aditivos, y el 

mayor número de núcleos se observó en las plántulas transferidas al tratamiento de luz roja 

y luz azul reducida. La reducción de la luz azul, la luz roja y la luz roja y luz azul indujo un 

similar aumento de la fluorescencia nuclear (Fig. 12). 

El patrón diario de sensibilidad a la sombra requiere niveles normales de COP1 

Cuando plántulas crecidas en luz solar plena son expuestas a la sombra por cortos periodos 

(2 h), la sombra de la tarde promueve el crecimiento del hipocotilo, mientras que la de la 

mañana no es efectiva para promover el crecimiento (Sellaro et al., 2012). 
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Figura 13: Patrón diario de sensibilidad a la sombra. Largo de hipocotilo de plántulas de los 

genotipos WT Col–0 y No–0, mutantes phyA, phyB, cop1–6, cop1–6 phyA y cop1–6 phyA, y líneas 

sobreexpresantes COP1OX1 y COP1OX2 crecidas durante 3 días en luz blanca interrumpida por 

eventos de sombreado de 2 h iniciados en los momentos indicados del fotoperiodo. Las líneas 

punteadas indican el largo de hipocotilo en plántulas crecidas durante todo el fotoperiodo en luz 

blanca (abajo) y sombra simulada (arriba). Se grafican medias y error estándar de tres réplicas. 

Letras distintas indican diferencias significativas entre las medias (P < 0,05). 

En condiciones controladas y sombra simulada se observó un patrón de sensibilidad similar 

(Fig. 13, Col-0). Las mutaciones phyA y phyB mantuvieron dicho patrón (Fig. 13, phyA y 

phyB). La pérdida de respuesta del mutante cop1 (Fig. 13, cop1-6) es parcialmente 

recuperada en los dobles mutantes cop1–6 phyA y cop1–6 phyB, pero con un patrón de 

sensibilidad invertido (Fig. 13, cop1-6 phyA y cop1-6 phyB). 
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En síntesis, en los dobles mutantes cop1-6 phyA y cop1-6 phyB la sombra de la mañana 

fue más efectiva y la de la tarde no fue efectiva en la promoción del crecimiento del 

hipocotilo. Esto sugiere que COP1 es necesario para reprimir la respuesta de la sombra de 

la mañana, y promover la respuesta a la sombra de la tarde. En concordancia con esta 

interpretación, en las líneas sobreexpresantes COP1OX1 y COP1OX2 la sombra de la 

mañana incluso redujo el crecimiento del tallo, y la sombra de la tarde causó una promoción 

aún mayor del crecimiento que el observado en el control de sombra (Fig. 13). 

 

Sensibilidad diaria de la acumulación de COP1 en respuesta a la sombra 

 

Dado que los niveles alterados de COP1 afectan la sensibilidad normal a la sombra de la 

mañana en comparación con la de la tarde, investigamos la sensibilidad de la acumulación 

en el núcleo de COP1 en respuesta a la sombra de la mañana comparada con la de la 

tarde. Plántulas de la línea YFP-COP1 fueron expuestas diariamente a 2 h de sombra 

simulada al inicio y al final del fotoperiodo. Los controles crecieron en luz blanca o sombra 

simulada. En condiciones estables de luz blanca o sombra el número de núcleos fue similar 

a la mañana que a la tarde, sin embargo, la acumulación nuclear de COP1 fue 

significativamente más intensa en respuesta a la sombra de la tarde que a la de la mañana 

(Fig. 14). 

Una mayor acumulación nuclear de COP1 en respuesta a la sombra de la tarde podría 

correlacionar con una mayor actividad de la proteína y una mayor promoción del 

crecimiento. 
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Figura 14: Hay una mayor reacumulación de COP1 en el nucleo en respuesta a la sombra de 

la tarde que de la mañana. Número de núcleos fluorescentes (izquierda) e intensidad de 

fluorescencia nuclear (derecha) en plántulas que expresan YFP-COP1 crecidas durante 3 días en 
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luz blanca, interrumpida diariamente por eventos de 2 h de sombra a la mañana (iniciando a las 0 h) 

o a la tarde (iniciando a las 8 h del fotoperiodo). La fluorescencia fue analizada inmediatamente 

después del evento de sombreado correspondiente. Plántulas control fueron crecidas durante todo 

el fotoperiodo en luz blanca o sombra simulada ininterrumpida. Se grafican medias y error estándar 

de 9-19  réplicas. Letras distintas indican diferencias significativas entre las medias (P < 0,05). 

 

La sensibilidad diurna del crecimiento a la sombra requiere patrones normales de 

expresión de CSN1/FUS6 

 

CSN1/FUS6, una subunidad del signalosoma COP9, es necesario para la localización 

nuclear de COP1 (Wang et al., 2009). La expresión de CSN1/FUS6 aumenta durante el 

fotoperiodo, alcanzando un nivel mayor durante la tarde que durante la mañana (Mockler et 

al., 2007). Como el patrón de sensibilidad a la sombra requiere niveles normales de COP1, 

y esto correlaciona con una mayor acumulación de COP1 en respuesta a la sombra de la 

tarde, pensamos que alterando los patrones de expresión de CSN1/FUS6 se podría afectar 

el patrón de sensibilidad a los eventos de sombra. Para poner a prueba esta predicción 

utilizamos la línea fus6/FS1-3-4 que expresa la secuencia completa de CSN1/FUS6 bajo 

un promotor constitutivo en el fondo genético fus6 (Wang et al., 2009).  
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Figura 15: La sensibilidad diurna del crecimiento a la sombra requiere patrones normales de 

expresión de CSN1/FUS6. Largo de hipocotilo de plántulas del genotipo WT Ws y de la línea 

transgénica fus6/FS1-3-4 crecidas durante 3 días en luz blanca, interrumpida diariamente por 

eventos de 2 h de sombreado iniciadas en los momentos indicados del fotoperiodo. Las líneas 

punteadas indican el largo de hipocotilo en plántulas crecidas durante todo el fotoperiodo en luz 

blanca (abajo) y sombra simulada (arriba). Se grafican medias y error estándar de 3-6 réplicas. Letras 

distintas indican diferencias significativas entre las medias (P < 0,05). 

A diferencia del WT, fus6/FS1-3-4 mostró una respuesta significativa a los eventos de 

sombra a las 2, 4 y 6 h, mientras que la respuesta al final del fotoperiodo (a las 8 h) se vio 

parcialmente reducida (Fig. 15). 
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Capítulo 2: Cinética de localización sub-celular de 

COP1 durante la desetiolación 
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En oscuridad, COP1 forma speckles nucleares (von Arnim et al., 1998). Una deficiente 

translocación al núcleo (Stacey et al., 2000) o la formación de speckles nucleares 

(Nakagawa and Komeda, 2004) correlaciona con la falta de actividad biológica de las 

mutaciones de la proteína COP1, evidenciada por su fenotipo de crecimiento. Tanto 

fitocromos como criptocromos excluyen a COP1 del núcleo al citoplsma como indicó el 

análisis de proteínas de fusión COP1-GUS (Osterlund and Deng, 1998). Mutaciones que 

afectan motivos relacionados a la exclusión nuclear de COP1 indican que esta exclusión es 

importante para regular la actividad biológica y abundancia nuclear en luz (Subramanian et 

al., 2004). La cinética de migración de COP1-GUS al citoplasma es muy lenta, y los cambios 

no son detectables durante las 12 h posteriores a la transición oscuridad-luz, sugiriendo 

que la relocalización es importante para mantener un destino direccionado hacia la 

fotomorfogénesis más que para causar ese cambio (von Arnim et al., 1997). Esta idea ha 

persistido hasta el presente (Chen and Chory, 2011; Lau and Deng, 2012) y, por esta razón, 

la inactivación de COP1 por la luz ha sido recientemente modelada sin incorporar la 

migración de COP1 al citoplasma (Pokhilko et al., 2011). 

Una lenta cinética de removilización de COP1 ayudaría a direccionar a las plantas hacia la 

fotomorfogénesis amortiguando las fluctuaciones en las señales de luz percibidas en los 

ciclos día-noche (von Arnim et al., 1997). Sin embargo, en los ciclos día-noche e incluso en 

respuesta a la sombra, YFP-COP1 muestra una rápida removilización de o hacia el núcleo 

(Fig. 8 y 11). El objetivo de este capítulo es reexaminar la cinética de COP1 en el núcleo 

durante la desetiolación para dilucidar si la partición sub-celular de COP1 se vuelve más 

dinámica luego de la desetiolación, o bien la depleción de COP1 nuclear durante la 

desetiolación es más rápida que lo que revelaron los estudios que involucraron tinción de 

GUS.  

Este es un aspecto central para el entendimiento de los mecanismos involucrados en la 

desetiolación porque una rápida caída de COP1 nuclear enmarcaría este proceso en la 

ventana temporal en que COP1 es inactivada y sus proteínas blanco se reacumulan. 
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Rápida caída de YFP-COP1 nuclear inducida por luz 

 

Plántulas de la línea cop1-4/35S:YFP-COP1 (Oravecz et al., 2006) fueron crecidas durante 

3 d en oscuridad total y luego transferidas a luz blanca de intensidad 100 μmol m-2 s-1 y una 

relación R:RL = 1,1.  
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Figura 16: Rápido decaimiento de la abundancia nuclear de COP1 en respuesta a la luz. 

Intensidad de fluorescencia a lo largo del tiempo (normalizada al máximo de cada experimento) de 

núcleos de células del hipocotilo, en plántulas que expresan YFP-COP1 crecidas en oscuridad y 

transferidas a luz blanca a las 0 h. Se grafican medias y error estándar de 8-11 réplicas. A la derecha 

se muestran imágenes representativas de microscopía confocal de hipocotilos de plántulas cop1-4 

Pro35S:YFP-COP1 crecidas en oscuridad (0 h) o expuestas durante 6 h a la luz blanca (6 h). La 

fluorescencia de la clorofila se muestra en rojo y se incluye un canal de transmisión. 

La señal de fluorescencia nuclear de YFP-COP1 observada por microscopía confocal siguió 

una caída exponencial con un tiempo de vida media de 2,4 ± 0,5 h (media ± error 

estándar)(Fig. 16). Concluimos que la removilización de YFP-COP1 es mucho más rápida 

que lo reportado anteriormente para COP1-GUS. Una posible explicación podría ser el 

mayor aumento de tamaño causado por la fusión de GUS en lugar de YFP, y la tendencia 

de GUS a formar tetrámeros que podrían interferir con la movilidad y translocación (von 

Arnim, 2007). 
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Hay un retraso en la estabilización de HY5 inducida por luz 

 

El decaimiento de COP1 inducido por luz es mucho más rápido de lo previamente 

considerado. Sin embargo, el significado biológico que podría atribuirse a este decaimiento 

depende de la cinética de estabilización observada para los blancos de COP1. 

Investigamos la cinética de acumulación del factor de transcripción del tipo cierre de 

leucinas HY5 (Oyama et al., 1997), uno de los principales blancos de COP1 (Osterlund et 

al., 2000), utilizando la línea transgénica hy5-1/ProHY5:HY5-YFP (Oravecz et al., 2006), en 

las mismas condiciones en las cuales se estudió la localización de COP1. 
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Figura 17: Hay un retraso en la estabilización de HY5 inducida por luz. Intensidad de 

fluorescencia a lo largo del tiempo (normalizada al máximo de cada experimento) de núcleos de 

células del hipocotilo, en plántulas que expresan HY5-YFP crecidas en oscuridad y transferidas a luz 

blanca a las 0 h. Se grafican medias y error estándar de 8-14 réplicas. A la derecha se muestran 

imágenes representativas de microscopía confocal de hipocotilos de plántulas hy5-1 ProHY5:HY5-

YFP crecidas en oscuridad (0 h) o expuestas durante 6 h a la luz blanca (6 h). La fluorescencia de 

la clorofila se muestra en rojo y se incluye un canal de transmisión. 

 

Mediante microscopía confocal observamos que con la exposición a la luz el pool nuclear 

de HY5-YFP experimenta un rápido aumento, con una vida media de 2,9±0,2 h (media 

±error estándar)(Fig. 17), y conduce a niveles elevados relativamente estables entre las 6 

h y 10 h. Los resultados son consistentes con un reporte reciente que estudió la estabilidad 

de HY5 en blots de proteínas (Pokhilko et al., 2011). 
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Uno de los componentes que justificarían la acumulación de HY5 es el aumento de la 

expresión del gen HY5. La actividad del promotor del gen HY5 fue estudiada midiendo la 

actividad luciferasa de la línea transgénica ProHY5:LUC+ (Ulm et al., 2004) en las 

condiciones en que se realizaron los experimentos previamente descritos. 
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Figura 18: Cinética de expresión de HY5 en respuesta a la luz. Actividad luciferasa controlada 

por el promotor de HY5 a lo largo del tiempo (normalizada a la mediana de cada experimento). Se 

grafican medias y error estándar de 7 placas con plántulas. 

 

La actividad del promotor HY5 mostró un pico a las 2 h (o antes) de exposición a la luz, 

seguido por un decaimiento gradual (Fig. 18). Estos datos son consistentes con las cinéticas 

del mRNA de HY5 previamente estudiadas (Tepperman et al., 2001; Pokhilko et al., 2011). 

El decaimiento de la actividad del promotor se inició cuando la tasa de acumulación de HY5 

iba en aumento, evidenciando una contribución de regulación post-transcripcional.  

En oscuridad, COP1 ubiquitina HY5, que es dirigida a degradación (Osterlund et al., 2000). 

Para investigar la cinética de la estabilidad de la proteína HY5, sin la interferencia de los 

cambios a nivel transcripcional inducidos por la luz, utilizamos la línea transgénica hy5-

211/Pro35S:HY5-MYC (Shin et al., 2007).  
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Figura 19: Cinética de la estabilidad de HY5 en respuesta a la luz. Abundancia de la proteína 

HY5 a lo largo del tiempo (normalizada a la mediana de cada experimento) en plántulas hy5-211 

Pro35S:HY5-MYC. Se grafican medias y error estándar de 5 réplicas. En el interior del gráfico se 

muestra un Blot representativo y la cuantificación de las bandas. 

 

La abundancia de la proteína HY5 permaneció estable durante las primeras 4 h de 

irradiación y luego aumentó con una tasa constante (Fig. 19). De esta forma, en el momento 

en el cual la estabilización de HY5 se hizo evidente, el pool nuclear de COP1 ya se había 

reducido al menos a la mitad de lo observado en oscuridad.  

Estos resultados indican que la cinética de exclusión del núcleo de COP1 en la desetiolación 

es mucho más rápida que lo reportado anteriormente, y puede ser considerada como uno 

mecanismo de inactivación que permiten la acumulación de HY5 y otros blancos nucleares. 
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Capítulo 3: Convergencia de las vías de señalización 

de COP1 y PIFs
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La respuesta de crecimiento a las señales de sombra se encuentra severamente reducida 

tanto en el cuádruple mutante pif1 pif3 pif4 pif5 (pifq) como en el mutante cop1, indicando 

que las respuestas al sombreado requieren ambas vías de señalización. El objetivo de este 

capítulo es estudiarlas en forma comparativa, y considerar en qué puntos COP1 podría 

tener un rol regulatorio. 

La vía de señalización de PIF ha sido ampliamente estudiada. La disminución de la 

irradiancia y R:RL propia del sombreado reduce los niveles de phyB fotoactivo, aumentando 

los niveles de PIF. Los PIF activan directamente la transcripción de genes de síntesis de 

auxinas, fitohormonas promotoras del crecimiento, activando la vía que conduce a las 

respuestas de escape al sombreado. La interacción de PIF con las proteínas DELLA vincula 

las vías de señalización de brasinoesteroides y giberelinas con la respuesta al sombreado 

(Jaillais and Vert, 2012; Zheng et al., 2016). 

Los factores de transcripción HY5 y HFR1, son blancos de COP1 en oscuridad que regulan 

negativamente de la señalización de los PIFs, y podrían constituir un posible punto de 

convergencia (Saijo et al. 2003; Osterlund et al. 2000; Seo et al. 2003; Yang et al. 2005). 

 

A pesar de su fenotipo severo para la respuesta al sombreado, cop1-4 retiene un 

conjunto significativo de respuestas a nivel transcripcional 

 

Para profundizar la caracterización del fenotipo molecular del mutante cop1-4 durante la 

respuesta al sombreado, realizamos un análisis del transcriptoma de plántulas WT y del 

mutante cop1-4. El cuádruple mutante pifq fue incluido para propósitos comparativos. Las 

plántulas fueron crecidas en luz blanca, y transferidas a sombra simulada 1 h después del 

inicio del día 3 (los controles permanecieron en luz blanca) y cosechadas a las 4 h de 

tratamiento. 

Los 3465 genes que mostraron efectos significativos con los tratamientos (P < 0,043, q < 

0,050) fueron agrupados de acuerdo a los efectos principales (sombra, genotipo) y su 

interacción. Se realizó un análisis de clusters para cada grupo estadístico dChip, (Li and 

Hung Wong, 2001). A pesar de las grandes diferencias a nivel experimental, hay una 

remarcable similitud entre los patrones previamente reportados en estudios que analizaron 

respuestas rápidas a nivel transcripcional a la disminución de la relación R:RL (Leivar, 

Monte, et al., 2012) y sombra natural comparada con luz solar (Sellaro et al., 2011)(Fig. S2). 

Esto último es también cierto para el impacto de la mutación pifq (Leivar et al. 2012) (Fig. 

S2). En resumen, las respuestas a las señales de sombra son robustas para los diferentes 
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grupos de genes, con excepción del cluster 6, que muestra menor respuesta en el WT que 

en los estudios anteriores (Fig. S2). 

Cabe destacar, que a pesar de la severa disminución de la respuesta al sombreado de los 

mutantes cop1 (McNellis et al. 1994; Crocco et al. 2010; Rolauffs et al. 2012; esta tesis), la 

mayor parte de los genes que muestran respuestas a la sombra en el WT (1828 genes) 

también respondieron en el mutante cop1-4 (1648 genes, 92,1%, clusters 1, 2, 3, 4 y 7)(Fig. 

20). En los clusters 1 y 2, la expresión disminuyó o aumentó (respectivamente) con el 

tratamiento de sombra simulada, sin efectos significativos de genotipo o interacción. Estos 

genes estarían relacionados a procesos de ajuste de la forma y función de la planta a las 

condiciones de sombra, independientemente de COP1. 
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Figura 20: Un gran número de genes retiene respuestas a la sombra en el mutante cop1-4. Los 

3465 genes que mostraron efectos significativos de los tratamientos en el ANOVA (P < 0.043, q < 

0.050) fueron agrupados de acuerdo a los efectos significativos (L, condición lumínica; G, genotipo) 

y su interacción (I).  Los Box-plots muestran la mediana, en rango entre cuartiles 1–3 y el intervalo 

de confianza del 95% de los valores normalizados. 

 

En los clusters 3 y 4, la expresión disminuyó o aumentó (respectivamente) con el 

tratamiento de sombra simulada, y fue afectada por la mutación cop1-4 sin interacción 

significativa entre genotipo y condición de sombreado (por ejemplo la respuesta a la sombra 

no fue afectada por las mutaciones)(Fig. 20). 

En el cluster 7, solo la mutación pifq falló en la respuesta a la sombra, y estos genes 

mostraron una interacción significativa entre genotipo y condición de sombreado (Fig. 20). 

Los genes incluidos en los clusters 1, 3 y 7 mostraron reducciones en la expresión similares 

al WT en sombra en el mutante cop1-4. Los términos de ontología génica sobre-

representados entre estos genes (Vandepoele et al., 2009) incluyen la biosíntesis de 

aminoácidos (P < 2E-4) en el cluster 1, fotosíntesis (P < 2E-14), biosíntesis y metabolismo 

de carotenoides (P < 8E-8) y metabolismo de (P < 1E-4) en el cluster 3, y biosíntesis y 

metabolismo de flavonoides (P < 2E-8), respuestas a la radiación UV (P < 5E-6) y 

respuestas a nematodes (P < 5E-5) en el cluster 7. Biosíntesis y metabolismo de clorofila 

(P < 5E-8) se encontraron sobre-representados en los clusters 3 y 7. 

Los genes incluidos en los clusters 2 y 4, mostraron una promoción de la expresión similar 

al WT en el mutante cop1-4. Muchos genes relacionados a hormonas están presentes en 

estos clusters, incluyendo dos genes relacionados al metabolismo de auxinas en el cluster 

2 (P < 2E-3)(YDK1 y RGLG1), siete genes de metabolismo de esteroides (P < 2E-4) y 10 

de respuesta al estímulo de ácido giberélico (P < 2E-5 )(incluyendo seis genes que codifican 

proteínas con dominios MYB, GAI y EXPANSIN A3) en el cluster 4. 

 

Genes que fallaron en la respuesta a la sombra en el mutante cop1-4 

 

La respuesta a la sombra fue completamente impedida por la mutación cop1 solo para los 

genes del cluster 5 (144 genes, 4.2%), el cual mostró una interacción significativa entre la 

condición de sombreado y el genotipo, observándose promoción en el WT y no en los 

mutantes (Fig. 20). Estos genes son probablemente consecuencia de la mayor actividad 
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nuclear de COP1 en sombra. El cluster 5 incluye numerosos genes asociados a la 

modificación de la pared celular (P < 2E-5), como EXPANSIN-LIKE A2, EXPANSIN A8 y 

EXPANSIN A11. El cluster 5 también incluye genes de respuesta al estímulo de auxinas (P 

< 1E-2)(SMALL AUXIN UP RNA 23, 33 y 68, e IAA6 e IAA19), dos genes de señalización 

de luz roja/rojo lejana (P < 7E-3)(PHYA y ATHB2) y HFR1. 

 

Genes afectados por la mutación cop1-4 incluso en ausencia de sombra 

 

La mutación cop1-4 afectó los niveles basales de expresión en ausencia de sombra de una 

significativa cantidad de genes (3070 genes, 88.6%, clusters 3, 4, 6, 7, 8, 9). Los clusters 

3, 4 y 7 fueron descriptos entre aquellos en los cuales el mutante cop1 retiene respuestas 

a la sombra. En los clusters 8 y 9, la expresión génica fue aumentada o disminuida 

(respectivamente) por la mutación cop1-4, pero esos genes no respondieron 

significativamente a la sombra. 

El cluster 8 se encuentra enriquecido en genes relacionados a hormonas, incluyendo cuatro 

genes de respuesta al estímulo de brasinoesteroides (P < 7E-3), seis genes de transporte 

polar de auxinas (P < 3E-3)(incluyendo PIN4 y 7, y PIN-LIKE 2 y 5). Cuatro genes de 

señalización de luz roja/rojo lejana (P < 1E-2)(PHYB, PROTEIN PHOSPHATASE 5, HY5 y 

PIF3), modificación de la pared celular (P < 2E-3) y germinación (P < 9E-3) también se 

encuentran presentes en el cluster 8. El cluster 9 se encuentra enriquecido en la biosíntesis 

de carotenoides (P < 2E-3) y homeostasis redox de la célula (P < 9E-4). El cluster 6, en el 

cual la expresión solo disminuye solo en el mutante cop1 en ausencia de sombra, se 

encuentra enriquecido en genes de transporte mediado por vesículas (P < 1E-3), regulación 

del desarrollo floral (P < 9E-3), respuesta a la falta de agua (P < 5E-3) y proliferación celular 

(P < 2E-2). 

Los clusters 4, 8 y  6, cuya expresión se encuentra reducida en el mutante cop1 en ausencia 

de sombra, contienen genes asociados a términos GO  relacionados con el crecimiento (por 

ejemplo genes relacionados a hormonas que promueven el crecimiento). Buscamos la 

información funcional disponible en la literatura para todos los genes presentes en esas 

categorías, para investigar si su reducida expresión podía justificar el reducido crecimiento 

del hipocotilo de cop1. Algunos de dichos genes promueven el crecimiento (EER1, APM1i 

SAV1/DWF4, GPA1, MYB30, HMG1, CPD/CBB3/DWF3) pero otros lo inhiben (por ejemplo 

PILS5, MIF1, GAI, GASA1, CYP72C1, WES1/GH24). 
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Los mutantes cop1-4 y cop1-6 retienen respuestas fisiológicas a la sombra 

El análisis del transcriptoma sugiere que el mutante cop1 podría retener algunas respuestas 

fisiológicas a la sombra. Los términos GO sobre-representados entre los clusters donde el 

mutante mostró una fuerte respuesta de expresión génica a la sombra, incluyendo 

biosíntesis y metabolismo de flavonoides, y biosíntesis de clorofila. 
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Figura 21: A pesar de su fenotipo severo de respuesta al sombreado, los mutantes cop1-4 y 

cop1-6 retienen respuestas a la sombra en la acumulación de pigmentos. Tasa de crecimiento 

del hipocotilo (a), contenido de antocianinas relativo al peso fresco (c) y contenido de clorofila relativo 

al peso fresco (e). Se grafican medias y error estándar. Para cada respuesta fisiológica se indican 
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las diferencias significativas (*, P < 0.05; ***, P < 0.0001). (b, d, f), Expresión normalizada de todos 

los genes que mostraron efectos significativos de los tratamientos en cada término de ontología 

génica (GO) relacionado al proceso fisiológico (izquierda) y expresión normalizada de un gen 

representativo de cada grupo (derecha): (b) Pérdida de pared celular (5 genes), (d) biosíntesis de 

flavonoides (32 genes), (f) biosíntesis de clorofila (32 genes). 

 

La expresión normalizada de los genes de estas dos categorías que mostraron efectos 

significativos de los tratamientos fueron promediados para ver la tendencia conjunta, y 

comparados con las respuestas de antocianinas y clorofila (Fig. 21). Con propósitos 

comparativos, también incluimos la respuesta de crecimiento del hipocotilo y los genes de 

pérdida de pared celular que mostraron efectos significativos de los tratamientos. 

Como se esperaba, la respuesta de escape al sombreado relacionada con el crecimiento 

del hipocotilo se vio severamente inhibida en los mutantes cop1 (Fig. 21). Este patrón 

coincidió con la expresión media de los genes de pérdida de pared celular y por la respuesta 

individual de genes como EXPANSIN A11 (Fig. 21). Por el contrario, la reducción inducida 

por sombra de los niveles antocianinas y clorofila fue al menos tan intensa como en los 

mutantes cop1 (Fig. 21). Nuevamente, los patrones promedio de expresión de genes de 

biosíntesis de flavonoides y clorofila, así como los patrones de expresión de genes 

individuales dentro de dichos grupos como CHALCONE SYNTHASE (CHS) y 

CONDITIONAL CHLORINA (CCH), copiaron la respuesta (Fig. 21). Se ha demostrado que 

el complejo COP1/SPA controla la estabilidad de los factores PAP1 y PAP2, involucrados 

en la acumulación de antocianinas (Maier et al., 2013). 

 

La sombra aumenta la convergencia entre las respuestas transcripcionales de cop1 

y pifq 

 

Para investigar el grado de convergencia entre los fenotipos de los mutantes cop1-4 y pifq, 

sus diferencias de expresión génica con el WT fueron evaluadas por el test de t de Student. 

El análisis se restringió a aquellos genes que muestran efectos significativos en los 

tratamientos del ANOVA. 
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Figura 22: La sombra aumenta la convergencia del fenotipo trancripcional de cop1 y pifq en 

Arabidopsis. Diagrama de Venn de los genes cuya expresión aumentó o disminuyó 

significativamente en los mutantes cop1-4 y/o pifq comparado con el WT (t-test), en condiciones de 

luz blanca (a) o sombra (b), y la convergencia cop1-pifq en cada condición (c). Los porcentajes se 

calculan como la relación entre el número de genes coincidentes (superposición de los círculos) 

relativo al total de genes afectados individualmente o por ambas mutaciones en el mismo sentido 

(Luz blanca >1: 17/1046; Luz blanca <1: 163/1350; Sombra >1: 78/714; Sombra <1: 238/851). Se 

realizaron pruebas de contingencia mediante el test exacto de Fisher y se indica la significancia (P 

< 0,0001).  

 

Encontramos 2514 genes con cambios significativos de expresión en el mutante cop1-4 y 

1076 en el mutante pifq. La proporción de genes con expresión reducida o aumentada tanto 

por la mutación cop1-4 como pifq (es decir, la convergencia), aumentaron significativamente 

en sombra la comparación con la condición de luz blanca (Fig. 22). El enriquecimiento en 

la convergencia cop1-4-pifq fue también significativamente mayor para los genes que 

aumentaron su expresión que para aquellos que la redujeron como resultado de las 

mutaciones (Fig. 22, P < 0,0001). 

El grupo de genes que disminuyó su expresión comparado con el WT en ambos mutantes 

en luz blanca se encuentra enriquecido en genes de biosíntesis de flavonoides (13,1-veces 

de enriquecimiento, P < 3E-4). El grupo de genes que disminuyó su expresión en ambos 

mutantes en sombra se encuentra enriquecido en genes de modificación de la pared celular 

(14,9-veces de enriquecimiento, P < 2E-5) y la vía de señalización de la luz roja/rojo lejana 

(13,8-veces de enriquecimiento, P < 2E-3). 

 

  



59 
 

Los fenotipos de escape al sombreado de cop1 y pifq no son aditivos 

 

Dado que los datos de expresión génica muestran que la convergencia cop1-4-pifq aumenta 

con la sombra, especialmente para genes relacionados a la respuesta al sombreado, se 

estudió la respuesta de crecimiento del hipocotilo en los dobles mutantes cop1-4 pif3, cop1-

6 pif3, cop1-4 pif4 y cop1-6 pif4. 
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Figura 23: COP1 aumenta el efecto de PIF3, PIF4 y PIF5 en la respuesta al sombreado. Tasa 

de crecimiento del hipocotilo. Se grafican medias y error estándar de 4-12 réplicas. El efecto de PIF3, 

PIF4 y PIF5 en sombra, en el fondo genético COP1 comparado al mutante cop1, su error estándar 

y la significancia estadística en prueba de t se muestran a la derecha (***, P < 0,0001). 

 

Como se esperaba, las respuestas de escape al sombreado se encontraron reducidas en 

ambos alelos cop1 (McNellis et al. 1994; Crocco et al. 2010; Rolauffs et al. 2012), pif3 

(Leivar, Monte, et al., 2012; Leivar, Tepperman, et al., 2012; Sellaro et al., 2012) pif4 y pif5 

(Lorrain et al., 2008; Leivar et al., 2008; Sellaro et al., 2012) (Fig. 23). Sin embargo, los 

efectos de las mutaciones cop1 y pif3, pif4 o pif5 no fueron aditivos; es decir que la acción 

de los PIFs en sombra es mayormente dependiente de COP1 (Fig. 23). Este resultado 

difiere del caso descripto en plántulas etioladas, donde los dobles mutantes pif1 cop1 son 

más bajos que los mutantes simples (Xu et al., 2014), y sugiere que los PIFs y COP1 

podrían compartir una vía de señalización común en la respuesta al sombreado. 
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Los niveles de auxinas no aumentan en cop1 ni pifq en respuesta a la sombra 

 

Las respuestas de escape al sombreado han sido asociadas a niveles aumentados de 

auxinas activas (IAA) (Tao et al., 2008), una respuesta que involucra la promoción mediada 

por PIF de la expresión de genes YUCCA de síntesis de auxinas (Hornitschek et al., 2012). 

Dada la convergencia de los fenotipos de los mutantes cop1 y pifq en términos de patrones 

de expresión de genes relacionados a la respuesta al sombreado y el crecimiento del tallo, 

examinamos los niveles de IAA en el WT y en los mutantes cop1-4, cop1-6 y pifq.  
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Figura 24: COP1 y PIFq son necesarios para la acumulación de auxinas en respuesta a la sombra. 

Contenido de ácido indol-acético (IAA) relativo al peso fresco. Se grafican medias y error estándar 

de cuatro réplicas. Se indican los términos estadísticamente significativos (***, P < 0,001). 

 

Los resultados confirmaron el incremento de los niveles de IAA en la respuesta a la sombra 

en el WT y que la respuesta requiere a los PIFs. Adicionalmente, mostramos que el mutante 

cop1 carece también de la capacidad de aumentar los niveles de IAA en respuesta a la 

sombra (Fig. 24). 

Notablemente, el mutante pifq muestra un alto nivel basal de IAA en ambas condiciones 

(comparable al WT en sombra). Esto podría reflejar múltiples acciones regulatorias de los 
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PIFs como sugiere la observación de que tanto la mutación como la sobreexpresión de los 

genes PIF pueden reducir los niveles de IAA (Hornitschek et al., 2012). Los niveles de IAA 

correlacionaron con la expresión normalizada de los genes YUCCA de mayor expresión, 

que son promovidos por la sombra (Fig. 25, Stepanova et al. 2011; Won et al. 2011).  
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Figura 25: La expresión de genes YUCCA correlaciona con los niveles de auxinas. Expresión 

normalizada de los genes YUCCA 2, 3, 5, 7, 8 y 9 (datos obtenidos en microarreglos).  

 

La línea ProMSG2::GUS fue utilizada como reportero para analizar la señalización de 

auxinas (Kami et al., 2014), en los fondos genéticos WT y cop1-6. MSG2 es una versión 

sintética del promotor de IAA19. Se observó un alto grado de tinción en el hipocotilo del WT 

en sombra, pero no en el control de luz blanca ni en el fondo mutante cop1 en ambas 

condiciones (Fig. 26). Estas observaciones indican que COP1 es necesario para la 

acumulación de IAA en respuesta a la sombra. 
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Figura 26: Las señales de sombra no inducen la acumulación de auxinas en el mutante cop1. 

Imágenes representativas de plántulas ProMSG2::GUS y cop1–6/ProMSG2::GUS. Luego de tinción 

con β-glucuronidasa (GUS). 

 

 

COP1 promueve la degradación de HFR1 en sombra, pero no de HY5 

 

La expresión génica y los datos genéticos son consistentes con una convergencia en la 

señalización de COP1 y los PIFs. Esta convergencia podría ocurrir en múltiples niveles. 

Nos enfocamos en el análisis de dos proteínas que son capaces de interaccionar con COP1 

y como resultado de dicha interacción ser blancos de degradación en el proteasoma en 

plántulas crecidas en oscuridad: HY5 and HFR1 (Hardtke Deng, X.W., 2000; Saijo et al., 

2003; Duek et al., 2004; Jang et al., 2005; Yang et al., 2005).  Al menos bajo ciertas 

condiciones, estas proteínas pueden interferir con la señalización de los PIFs (Hornitschek 

et al., 2009; Toledo-Ortiz et al., 2014), y podrían de esta manera dar lugar a la convergencia 

propuesta. La hipótesis es que la mayor abundancia nuclear de COP1 en sombra favorece 

la degradación de HY5 y/o HFR1 y de esta forma facilita la actividad de los PIFs.  

Esta hipótesis tiene tres predicciones: HY5 y/o HFR1 deberían reducir su abundancia en 

sombra comparado con la condición de luz blanca, esta reducción debería ser dependiente 

de COP1, y las mutaciones hy5 y/o hfr1 deberían, al menos parcialmente, rescatar el 

fenotipo de respuesta al sombreado de cop1. 
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Figura 27: La sombra aumenta la estabilidad de HY5 y reduce la estabilidad de HFR1. Plántulas 

crecidas en luz blanca o sombra y cosechadas al mediodía del día 3. Se grafican medias y error 

estándar de tres réplicas independientes. Se indican los términos estadísticamente significativos del 

modelo de regresión lineal (*, P < 0.05). En la parte inferior se muestran blots de proteínas 

representativos. 

 

Para comprobar la primera predicción, evaluamos los niveles de HY5-myc y GFP-HFR1 

expresados bajo promotor constitutivo. Las plántulas fueron crecidas durante 3 días en luz 

blanca o sombra simulada. La figura 27 muestra que la sombra no reduce la estabilidad de 

HY5, sino que incluso la aumenta. Por lo tanto, HY5 no cumple con la primera predicción 

de la hipótesis. Por el contrario, la sombra reduce los niveles de HFR1. 
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Figura 28: La sombra reduce la abundancia nuclear de HFR1 de manera dependiente de COP1. 

Intensidad de fluorescencia nuclear en plántulas que expresan Pro35S:GFP-HFR1  en el fondo 

genético WT y mutante cop1-6,en función de las horas de tratamiento de sombra (cosechadas a las 

10 h del día 3). Se grafican medias y error estándar de 10-12 réplicas. Se indican los términos 

estadísticamente significativos (***, P < 0.0001). En la parte inferior se muestran núcleos 

representativos a las 0 h y 4 h de tratamiento de sombra. 

 

En experimentos más detallados de microscopía confocal, observamos que la transferencia 

de luz blanca a condiciones de sombra causó un decaimiento exponencial de los niveles 

nucleares de GFP-HFR1, mientras que en el fondo mutante cop1 los niveles de GFP-HFR1 

solo se redujeron ligeramente en sombra (Fig. 28). La interacción significativa entre el 

tiempo de sombreado y la presencia o ausencia de COP1 indica que el decaimiento 

inducido por la sombra de los niveles HFR1 nuclear depende de COP1. La ligera reducción 

de HFR1 en sombra en el fondo cop1 podría deberse a una actividad residual de COP1 o 

a la acción de otros mecanismos de degradación. 
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Figura 29: El aumento de la abundancia de HY5 es observado incluso en el fondo mutante 

cop1. Niveles de HY5-myc en fondo genético WT y mutante cop1 en condiciones de luz blanca y 

sombra. Se grafican medias y error estándar de cinco réplicas biológicas. Se indican los términos 

estadísticamente significativos del modelo de regresión lineal (*, P < 0.05; ***, P < 0.0001). LB, luz 

blanca; S, sombra. 

 

El aumento de la abundancia de HY5 en sombra fue observada incluso en el fondo mutante 

cop1 (Fig. 29). El mutante cop1 retuvo mayores niveles de HY5 que el WT 

independientemente de la sombra, sugiriendo que los niveles de actividad de COP1 en luz 

blanca podrían ser suficientes para controlar la abundancia de HY5 (Fig. 29). 
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La mutación hfr1 rescata las respuestas al sombreado de cop1 

Luz blanca Sombra
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Figura 30: El efecto de la mutación hfr1 es reducido por la mutación pif4 pif5. Tasa de 

crecimiento de hipocotilo en el genotipo WT, mutantes pif4 pif5, hfr1 y triple mutante hfr1pif4 pif5 en 

condiciones de luz blanca y sombra simulada. Se grafican medias y error estándar de 4 réplicas. A 

la derecha se grafica el efecto de la mutación hfr1 en el fondo genético PIF4 PIF5 y mutante pif4 pif5. 

Se indican las diferencias significativas en prueba de t (**, P < 0,01). 

 

Como se ha mencionado, HFR1 inhibe a los PIF mediante la formación de heterodímeros 

que evitan su pegado al ADN (Hornitschek et al., 2009). En las condiciones experimentales 

utilizadas en este trabajo, se comprobó que la promoción del crecimiento del hipocotilo 

inducida por la sombra simulada en el WT fue más reducida en el doble mutante pif4 pif5 

(Lorrain et al., 2008) y mayor en el simple mutante hfr1 (Hornitschek et al., 2009)(Fig. 30). 

El efecto de la mutación hfr1 en sombra fue significativamente mayor en el fondo genético 

PIF4 PIF5 que en pif4 pif5 (Fig. 30). Este efecto fue calculado mediante un modelo lineal 

de regresión lineal por pasos que incluye los términos “Sombra”, “PIFq”, “hfr1”, y las 

interacciones “Sombra*PIFq*hfr1” y “Sombra*pifq*hfr1”. 

Para poner a prueba la tercera predicción de la hipótesis en el caso de HFR1, evaluamos 

el fenotipo de respuesta al sombreado en cop1, hfr1 y dobles mutantes cop1 hfr1.  
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Figura 31: El efecto de la mutación hfr1 es aumentado por la mutación cop1.  Tasa de 

crecimiento de hipocotilo en el genotipo WT, mutantes cop1, hfr1 y dobles mutantes cop1 hfr1 en 

condiciones de luz blanca y sombra simulada. Se grafican medias y error estándar de 12 réplicas. A 

la derecha se grafica el efecto de la mutación hfr1 en el fondo genético COP1 y mutante cop1.Se 

indican las diferencias significativas en prueba de t (*, P < 0,05). 

 

La falta de respuesta de crecimiento observada en los mutantes cop1 fue recuperada en 

los dobles mutantes cop1 hfr1 (Fig. 31). El análisis estadístico indica que el efecto de la 

mutación hfr1 en sombra fue significativamente mayor en el fondo genético en el mutante 

cop1 que en el fondo genético COP1 (Fig. 31). Este efecto fue calculado mediante un 

modelo lineal de regresión lineal por pasos que incluye los términos “Sombra”, “COP1”, 

“hfr1”, y las interacciones “Sombra*COP1*hfr1” y “Sombra*cop1*hfr1”. 

Esta observación es consistente con reportes previos que muestran que la mutación hfr1 

recupera la respuesta a la baja relación R:RL en el triple mutante spa1 spa3 spa4 (Rolauffs 

et al., 2012) y el crecimiento del hipocotilo en plántulas cop1 etioladas (Kim et al., 2002).  

Para poner a prueba la tercera predicción para HY5, evaluamos el fenotipo de respuesta al 

sombreado de cop1, hy5 y el doble mutante cop1 hy5. La falta de respuesta observada en 
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los mutantes cop1 no fue rescatada en el doble mutante cop1 hy5 (Fig. 32 Rolauffs et al. 

2012).  
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Figura 32: La mutación hy5 no rescata la respuesta de crecimiento a la sombra del mutante 

cop1. Tasa de crecimiento de hipocotilo en el genotipo WT, mutantes cop1, hy5 y dobles mutantes 

cop1 hy5 en condiciones de luz blanca y sombra simulada. Se grafican medias y error estándar de 

8 réplicas. Se indican los términos estadísticamente significativos (***, P < 0,001). 

 

Cabe destacar que hfr1 rescató la respuesta al sombreado de cop1 sin aumentar el 

crecimiento del hipocotilo en luz blanca, mientras que hy5 aumentó el crecimiento del 

hipocotilo en luz blanca pero falló en rescatar la respuesta al sombreado. No se ha 

observado mayor crecimiento en hy5 en reportes previos (Rolauffs et al., 2012), 

probablemente porque fueron realizados en condiciones de luz continua, dónde otros 

componentes de la señalización de la luz podrían compensar la ausencia de HY5. 

Para investigar si la convergencia COP1-PIF es mediada por HFR1, analizamos la 

expresión de cuatro blancos tempranos de PIFs en la respuesta al sombreado (Hornitschek 

et al., 2009) en los mutantes cop1, hfr1 y cop1 hfr1. 
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Figura 33: La mutación hfr1 rescata significativamente la expresión génica en respuesta a la 

sombra del mutante cop1. Expresión normalizada de PIL1, XTR7, ATHB2, IAA29, YUC8 e IAA19. 

Se grafican medias y error estándar de tres réplicas. A la derecha de cada gen se grafica el efecto 

de la mutación hfr1 en sombra en el fondo genético COP1 y mutante cop1. Se indican las diferencias 

significativas en prueba de t: **, P < 0.01; ***, P < 0.0001. 

 

La expresión de XTR7, PIL1, ATHB2 e IAA29 resultó severamente reducida en los mutantes 

cop1 en sombra (Fig. 33). Comparado con el WT, la mutación hfr1 causó a lo sumo un débil 

incremento de la expresión. Sin embargo, en los cuatro genes, la mutación hfr1 rescató 
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significativamente (y en algunos casos completamente) la respuesta de expresión de dichos 

blancos transcripcionales de PIF en el fondo genético mutante cop1 (Fig. 33). La respuesta 

de expresión de los genes YUC8 e IAA19 en sombra simulada también se encontró 

impedida en los mutantes cop1 y fue recuperada en el doble mutante cop1 hfr1 (Fig. 33; 

Rolauffs et al. 2012). Para todos los genes investigados, el impacto de la mutación hfr1 fue 

significativamente mayor en el fondo genético cop1 que en COP1. 
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Capítulo 4: COP1 regula la estabilidad de las 

proteínas DELLA
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Las proteínas DELLA son reguladores negativos de la señalización de giberelinas, que 

mediante un mecanismo similar al descripto para HFR1, secuestran a los PIF e inhiben su 

actividad (de Lucas et al., 2008; Feng et al., 2008). Incluso se ha reportado que las DELLAs 

podrían regular negativamente la estabilidad de los PIF (Zheng et al., 2016). 

Resultados no publicados obtenidos en experimentos de doble híbrido, realizados en el 

laboratorio de Señalización de Hormonas y Plasticidad de Plantas de la Universidad 

Politécnica de Valencia, sugieren la posible interacción entre COP1 y las proteínas DELLA. 

Estos resultados nos permitieron incluir a las DELLAs en la búsqueda de potenciales 

blancos de COP1 en sombra. En este capítulo se puso a prueba la hipótesis según la cuál  

las DELLAs serían blancos de degradación de COP1 en sombra,. 

 

COP1 regula negativamente los niveles de RGA en la desetiolación y la respuesta al 

sombreado 

 

Estudiamos la posible correlación entre los niveles de YFP-COP1 y RGA-GFP, durante las 

primeras horas al exponer a sombra simulada plántulas crecidas en luz blanca. Con el 

propósito de evidenciar la posible regulación de los niveles de RGA por parte de COP1 

también se evaluó la intensidad de fluorescencia en la línea cop1-4/Pro35S:RGA-GFP. 
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Figura 34: Los niveles de RGA en el núcleo muestran una correlación negativa con los niveles 

de COP1. Intensidad de fluorescencia normalizada de YFP-COP1 (parte superior) y RGA-GFP (parte 

inferior) en fondo genético WT (círculos llenos) o mutante cop1-4 (círculos vacíos) en plántulas 

crecidas en luz blanca y transferidas a sombra. Se grafican medias y error estándar de 4-11 réplicas. 

 

Los resultados mostraron una correlación negativa entre los niveles de RGA y COP1. En el 

fondo mutante cop1-4 los niveles de RGA-GFP fueron significativamente más elevados que 

en WT, indicando que COP1 es necesario para la regulación de los niveles de RGA en 

respuesta a las señales de sombra (Fig. 34). Estos resultados indican que COP1 tendría un 

rol importante en la regulación de los niveles de DELLAs, y sugieren que el fenotipo de 

respuesta al sombrado del mutante cop1 podría deberse en parte a la excesiva acumulación 

de proteínas DELLA. 
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La reducción de los niveles de DELLAs revierte parcialmente el fenotipo de cop1 en 

la respuesta al sombreado 

 

Para poner a prueba la hipótesis propuesta, se estudió el efecto de la reducción de los 

niveles de DELLA. Para ello se evaluó la tasa de crecimiento de hipocotilo en el genotipo 

WT y en mutantes cop1 reduciendo los niveles de DELLA mediante tratamiento con GA4 o 

mediante cruzamiento con el doble mutante gai rga.  
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Figura 35: La reducción de los niveles de DELLAs rescata parcialmente la respuesta al 

sombreado del mutante cop1. Tasa de crecimiento de hipocotilo de plántulas del fondo genético 

WT, cop1-6 y cop1-4 crecidas en luz blanca y en sombra. Se aplicó GA4 exógena (izquierda) o se 

utilizaron mutantes múltiples gai rga (derecha) para reducir los niveles de DELLAs. Se grafican 

medias y error estándar de 8 réplicas. Se indican las diferencias estadísticamente significativas (ns, 

no significativo; *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.0001). 

 

En el genotipo WT se observó un aumento de la tasa de crecimiento tanto en luz blanca 

como en sombra al disminuir los niveles de DELLA (Fig. 35). Llamativamente, tanto la 

adición de GA4 como las mutaciones gai rga rescataron parcialmente la respuesta a la 

sombra ausente en los mutantes cop1 (Fig. 35).  

Estos resultados aportan evidencias sobre la posible regulación por parte de COP1, directa 

o indirecta, de los niveles de DELLAs en el contexto de la respuesta al sombreado. Este 

sería otro importante punto de convergencia de la vía de señalización de COP1 con los 

PIFs y las giberelinas.  



75 

Discusión 

Discusión 



76 

COP1 en la respuesta al sombreado 

Los mutantes cop1 se encuentran entre los que presentan el fenotipo más severo de 

respuesta al sombreado (McNellis et al., 1994; Crocco et al., 2010; Rolauffs et al., 2012; 

Casal, 2013). De hecho, cop1 es probablemente el mutante simple más severo en términos 

de pérdida de respuestas al sombreado tanto en sombra simulada como sombra natural. 

Además, el triple mutante spa1 spa2 spa4, deficiente en proteínas que forman un complejo 

con COP1, carece de respuesta a la sombra (Rolauffs et al. 2012 y este reporte). Sin 

embargo, COP1 no es usualmente considerado dentro de los mecanismos de la respuesta 

al sombreado. En el capítulo 1 de esta tesis se estudiaron distintas evidencias genéticas 

que abonan a la hipótesis de que COP1 es un regulador central de la respuesta al 

sombreado. Además, se caracterizaron los cambios en su localización subcelular inducidos 

por las señales de sombra, que correlacionarían con su actividad. Como algunos de sus 

blancos moleculares son nucleares (Lau and Deng, 2012; Rolauffs et al., 2012), la 

abundancia nuclear de COP1 sería importante para su actividad. 

Las plántulas que fueron crecidas bajo sombra simulada (disminución de la luz azul, la luz 

roja y la relación R:RL) mostraron un mayor número de núcleos con YFP-COP1 y un 

aumento de su fluorescencia nuclear (Fig. 6). Durante la desetiolación (por ejemplo, cuando 

las plántulas son expuestas a la luz por primera vez), la luz azul, roja y rojo lejana actúan a 

través de cry1, phyB y phyA e inducen la migración de COP1 del núcleo al citosol (Osterlund 

and Deng, 1998). El traspaso de luz blanca a sombra simulada causó una rápida 

acumulación de COP1 en el núcleo (Fig.11), indicando que la migración de COP1 al citosol 

es un proceso reversible. La reducción selectiva de la luz azul o la luz roja (y por lo tanto de 

la relación R:R) fue efectiva para aumentar la señal de COP1 nuclear (Fig. 12). Estas 

observaciones sugieren que la actividad continua de cry1 y phyB sería necesaria para 

mantener a COP1 fuera del núcleo, pero la activación de phyA por la luz rojo lejana no sería 

suficiente. En condiciones de radiación natural, el nivel de COP1 nuclear aumentó bajo 

canopeo vegetal comparado con luz solar plena (Fig.6). Esto es importante porque la 

sombra natural reduce no solo los niveles de luz azul y roja (que reduce la abundancia 

nuclear de COP1), pero también el UV-B (que es percibida por UVR8, y en consecuencia 

aumenta la abundancia nuclear de COP1). Los resultados similares obtenidos en sombra 

natural y simulada sugieren que la caída de UV-B en sombra natural no crea una señal 

conflictiva fuerte. En plántulas crecidas en luz blanca COP1 se reacumuló rápidamente en 

respuesta a la sombra (Fig. 11). Esta rápida respuesta resultó sorprendente porque los 

reportes previos señalaban que la exclusión del núcleo de COP1 en la desetiolación era 
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lenta (von Arnim et al., 1997; Yi Deng, X.W., 2005; Lau and Deng, 2012). Estas cinéticas 

son consistentes con la rápida respuesta de crecimiento del hipocotilo en sombra (Fig. 7). 

En los ciclos día-noche también se observó una rápida reducción de los niveles de COP1 

durante las primeras horas del fotoperiodo (Fig. 8). 

Estudios previos han concluido que la sensibilidad a la sombra se encuentra bajo control 

circadiano en condiciones de luz continua (Salter et al., 2003), y bajo el control del reloj 

circadiano y señales derivadas de la luz en ciclos día-noche (Sellaro et al., 2012). Los 

eventos diarios de sombra natural son más efectivos para promover el crecimiento del 

hipocotilo cuando estos ocurren por la tarde comparado con la mañana (Sellaro et al., 2012). 

Se obtuvieron evidencias a favor de un rol significativo de COP1 en el establecimiento del 

patrón de sensibilidad diario a la sombra. En primer lugar, un patrón normal de sensibilidad 

a la sombra requiere niveles normales de COP1. Los alelos mutantes débiles de cop1 

retuvieron parte de la respuesta a la sombra, particularmente en los fondos mutantes phyA 

y phyB. Sin embargo, en estos mutantes el patrón fue invertido, mostrando una mayor 

sensibilidad al inicio del fotoperiodo que al final (Fig. 13). Contrariamente, las líneas 

sobreexpresantes de COP1 mostraron una sensibilidad exacerbada a la sombra de la tarde, 

y una inhibición (en lugar de promoción) del crecimiento al inicio del fotoperiodo (Fig. 13). 

En síntesis, COP1 promueve la sensibilidad a los eventos a la tarde y la reduce a la mañana. 

En segundo lugar, la acumulación nuclear de COP1 es también más sensible a los eventos 

de sombra de la tarde que a los de la mañana (Fig. 14). En tercer lugar, CSN1/FUS6 es un 

componente del signalosoma COP9 que interacciona físicamente con COP1 y regula su 

localización (Wang et al., 2009). En el fotoperiodo los ciclos de expresión de CSN1/FUS6 

muestra un ritmo diario alcanzando un nivel máximo hacia la tarde (Mockler et al., 2007). El 

mutante csn1/fus6 complementado con el gen CSN1/FUS6, bajo control de un promotor 

constitutivo, mostró un patrón de sensibilidad a la sombra distorsionado (Fig. 15), a pesar 

de tener una morfología normal. 

 

Mecanismos de inactivación de COP1 inducida por luz  

 

En el capítulo 2 se reevaluó la cinética de exclusión de COP1 del núcleo durante la 

desetiolación. A partir de los presentes resultados, proponemos que, contra la idea 

establecida, la translocación de COP1 fuera del núcleo es suficientemente rápida para 

regular la actividad de COP1 sobre sus blancos moleculares en el núcleo y contribuir a la 

estabilización temprana de HY5. De hecho, en la transición oscuridad-luz, la fluorescencia 
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nuclear siguió un decaimiento exponencial con una vida media de solo 2,4 h (Fig. 16), 

mientras que la estabilización de su blanco HY5 mostró un retraso de 4 h (Fig. 17). 

Es interesante mencionar que la proteína COP1 de mamíferos también migra entre núcleo 

y citoplasma y este proceso es importante para la regulación de sus proteínas blanco (Su 

et al., 2010). Cabe destacar, que la combinación de la inducción por luz de la expresión 

génica de HY5 y su estabilización generaron un switch entre los bajos niveles de HY5 

nuclear observados en oscuridad y los niveles relativamente estables y elevados 

observados a las 6 h (Fig. 17-19). La ocurrencia de un rápido decaimiento de los niveles 

nucleares no puede excluirse como uno de los mecanismos de inactivación de COP1. En 

efecto, comparado con los controles de oscuridad, la interacción entre COP1 y SPA1 se 

reduce un 15 % y 33 % luego de 2 y 4 h de luz azul (50 μmol m-2 sec-1) respectivamente 

(Lian et al., 2011), indicando que esta vía de inactivación de COP1 no sería sustancialmente 

más rápida o intensa que la que involucra la removilización de COP1 del núcleo. Los 

tiempos comparables sugieren que la disociación de SPA1 podría contribuir a la 

removilización de COP1. Alternativamente, si la disociación de SPA1 afectara solo la 

actividad bioquímica de COP1, la removilización de COP1 contribuiría simultáneamente con 

la reducción de la actividad intrínseca para generar una activación más abrupta de COP1 

sobre sus blancos nucleares más que ambos mecanismos por separado. Los resultados 

obtenidos en los capítulos 1 y 2 son coherentes con la idea de que la partición 

núcleocitoplasmática de COP1 muy dinámica. 

 

COP1 en la vía de señalización de los PIFs  

 

En el capítulo 3 se realizó un estudio comparativo de la vía de señalización de los PIF, que 

ha sido extensamente estudiada en el contexto de la respuesta al sombreado y otras 

respuestas fisiológicas, y la vía de COP1. 

A pesar de su fenotipo severo, la mayoría de los genes que mostraron respuestas 

significativas a la sombra en el WT, también lo hicieron en el mutante cop1-4 (Fig. 20). Los 

genes mencionados incluyen muchos genes involucrados en la biosíntesis y metabolismo 

de clorofila, carotenoides y flavonoides (Fig. 20). Los patrones de expresión de dichos 

genes correlacionaron con el contenido de clorofila y antocianinas observados en los 

distintos genotipos y las condiciones luz/sombra (Fig. 21). Para minimizar efectos no 

relacionados, se utilizaron alelos débiles de la mutación cop1. Por lo tanto, no puede 

excluirse la posibilidad de que la acumulación de pigmentos y la respuesta de expresión 
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asociada estén mediadas por la actividad residual de COP1 en los alelos débiles. Sin 

embargo, queda claro que esas respuestas asociadas a los pigmentos requieren un umbral 

de actividad de COP1 menor a la respuesta de crecimiento inducido por sombra. 

En las condiciones ensayadas, la mutación de hy5 promovió el crecimiento del hipocotilo 

en el fondo genético cop1, sin rescatar la respuesta al sombreado (Fig. 32), indicando que 

la ausencia de respuesta al sombreado de cop1 no es simplemente el resultado de una 

restricción general del crecimiento. Más aún, la mutación de cop1 afectó la expresión de 

varios genes en ausencia de sombra. 

Los niveles de auxinas no fueron afectados por cop1 en ausencia de sombra (Fig. 24). Estas 

observaciones proveen argumentos en contra de la idea de que COP1 afecta a las 

respuestas a la sombra en forma indirecta, tan solo proveyendo las condiciones 

moleculares necesarias para que se produzcan estas respuestas. Por el contrario, se 

favorece una interpretación alternativa; esta es, que COP1 está intrínsecamente 

involucrada en los mecanismos de respuesta al sombreado. 

Tanto la mutación cop1 como pifq afectaron la expresión de muchos genes en ausencia de 

sombra, pero el grado de coincidencia fue relativamente pobre (13%, Fig. 22). La sombra 

incrementó la convergencia de sus efectos tres veces (38%, Fig. 22), en forma consistente 

con un aumento de la actividad de los PIFs (Lorrain et al., 2008; Leivar, Monte, et al., 2012; 

Leivar, Tepperman, et al., 2012; Y., Li et al., 2011) y COP1 (mayor acumulación en el 

núcleo) en respuesta a la sombra. Solo un cluster de genes (Cluster 5) mostró la pérdida 

de la respuesta a la sombra en cop1; y este cluster resultó enriquecido en marcadores de 

respuesta al sombreado. La mutación pifq afectó de forma similar el patron de expresión de 

dichos genes (Fig 20). Tanto cop1 como pifq impidieron el aumento de los niveles de 

auxinas causado por las señales de sombra (Fig. 24), en coincidencia con lo reportado para 

los mutantes pif4 pif5 (Hornitschek et al., 2012) y pif7 (Li et al., 2012). Las mutaciones pif3, 

pif4 y pif5 no tuvieron efectos significativos sobre el crecimiento del hipocotilo en el fondo 

genético mutante cop1 (Fig. 23), lo cual contrasta con lo observado en plántulas crecidas 

en oscuridad (Xu et al., 2014). Estas observaciones son consistentes con la ocurrencia de 

una convergencia en la señalización de COP1 y PIFs en la respuesta al sombreado. 

En el capítulo 3 además se demostró que la sombra promueve la degradación de HFR1 de 

manera dependiente de COP1 (Fig. 28). HFR1 es un blanco directo de COP1 en oscuridad 

(Duek et al., 2004; Jang et al., 2005; Yang et al., 2005). Dado que HFR1 regula 

negativamente las respuestas al sombreado mediante la formación de dímeros con los PIFs 

que evitan su pegado a sus promotores blanco (Hornitschek et al., 2009), la convergencia 

entre la señalización de COP1 y PIFs en las respuestas al sombreado podría ocurrir a través 
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de un aumento de la actividad de PIFs causada por la degradación dependiente de COP1 

de HFR1. De acuerdo con esta interpretación, hfr1 rescató la respuesta de crecimiento y la 

expresión de los genes blanco de PIF del mutante cop1 en condiciones de sombra, sin 

mayor efecto en el fondo genético COP1 (Fig. 31). En este sentido, el efecto de los PIFs en 

la respuesta de crecimiento depende de la presencia de COP1 (Fig. 31) y el impacto de la 

mutación hfr1 fue mayor en presencia de PIF4 y PIF5 (Fig. 30). En plántulas crecidas en 

oscuridad, PIF1 promueve la actividad E3 ligasa de COP1 (Xu et al., 2014) y COP1 favorece 

la acumulación de PIF3 (Bauer et al., 2004). Estos puntos de interacción sinérgica entre la 

señalización de COP1 y PIF podrían también ser importantes en la respuesta al sombreado. 

En plántulas crecidas en oscuridad, COP1 marca para degradación a HY5 y HFR1 (entre 

otras proteínas) mediante interacción física directa (Hardtke et al., 2000; Saijo et al., 2003; 

Duek et al., 2004; Jang et al., 2005). Cuando las plántulas crecidas en oscuridad son 

expuestas a la luz, la actividad de COP1 decrece, conduciendo a un aumento de la 

abundancia de HY5 y HFR1. Sin embargo, los destinos de HY5 y HFR1 divergen cuando 

las plántulas crecidas en luz blanca son transferidas a la sombra. De hecho, la sombra 

redujo la abundancia de HFR1 pero aumentó la de HY5 (Fig. 27). Esto indica que no todos 

los targets nucleares de COP1 en oscuridad son desestabilizados por un aumento de la 

abundancia nuclear de COP1 en sombra. En conclusión, puede proponerse que COP1 se 

encuentra intrínsecamente involucrada en los mecanismos de respuesta al sombreado. La 

abundancia nuclear de COP1 aumenta en sombra como resultado de la reducción de la luz 

roja percibida por phyB y la luz azul percibida por los criptocromos, y así promueve la 

degradación de HFR1 (Fig. 28), el cual es un blanco de COP1 de localización nuclear (Duek 

et al., 2004; Jang et al., 2005; Yang et al., 2005). Sucesivamente, los niveles reducidos de 

HFR1 aumentarían la actividad de PIFs, y por lo tanto la intensidad de la respuesta al 

sombreado (Figs. 31 y 33). Por lo tanto, la respuesta al sombreado opera por dos vías de 

señalización convergentes que involucran la acción de fitocromos y criptocromos sobre los 

PIFs (Lorrain et al., 2008; Pedmale et al., 2016) y COP1. 

 

  



81 
 

COP1 en la regulación de los niveles de DELLAs 

 

Las proteínas DELLA, cuya degradación es promovida por las giberelinas (Peng et al., 

1997; Silverstone et al., 1998; Dill and Sun, 2001), regulan negativamente el crecimiento 

del hipocotilo en parte impidiendo el pegado de PIF4 y PIF3 al ADN (de Lucas et al., 2008; 

Feng et al., 2008)) o regulando negativamente la estabilidad de los PIF (Zheng et al., 2016). 

En el capítulo 4 se demostró que COP1 es necesario para la degradación de RGA en 

condiciones de sombra (Fig. 34), sugiriendo que RGA y otras proteínas DELLA podrían ser 

sus blancos de degradación. Más aún, la reducción de los niveles de DELLAs rescató la 

respuesta al sombreado de los mutantes cop1, mientras que tuvo escaso efecto en el fondo 

genético WT (Fig. 36). COP1 podría ser un importante regulador de los niveles de DELLAs 

en el contexto de la respuesta al sombreado, reforzando la señalización de PIFs de manera 

similar a la propuesta para HFR1 en el capítulo 3. Los resultados presentados sugieren que 

COP1 estaría involucrado en la regulación de las principales hormonas asociadas a la 

respuesta al sombreado, ya que es necesario para que se produzca una acumulación de 

auxinas y una reducción de los niveles de RGA en respuesta a las señales de sombra. 

Además, se han reportado resultados que vinculan a COP1 con la vía de los 

brasinoesteroides (Luo et al., 2010). Este conjunto de evidencias permite suponer que 

COP1 podría ser un regulador central de las vías hormonales en la respuesta al sombreado. 

 

Conclusión 

 

Los resultados presentados en esta tesis proveen evidencias favorables a un rol activo de 

COP1 en la promoción y regulación de la respuesta al sombreado. En base a dichas 

evidencias, se propone que las señales de sombra promoverían la re-acumulación nuclear 

tanto de COP1 como de los PIFs, mediante la reducción de la actividad de phyB y cry1 (Fig. 

36). Una mayor acumulación de COP1 en el núcleo significaría un aumento de su actividad, 

conduciendo a la degradación de algunos de sus blancos moleculares, como HFR1 y las 

proteínas DELLA (Fig. 36). La disminución de los niveles de HFR1 y DELLAs reforzaría la 

activación de los PIFs, y en consecuencia la promoción de la síntesis de auxinas (a través 

de los genes YUCCA) y el crecimiento (Fig. 36). 
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Figura 36: COP1 en la respuesta al sombreado. Esquema modificado de Casal 2013, incluyendo 

los puntos en los que COP1 intervendría en la regulación de la respuesta al sombreado. GA: 

giberelinas; BR: brasinoesteroides; AUXIN: auxinas; YUC: genes YUCCA. 
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Figura S1: Irradiancia (escala logarítmica) en función de la longitud de onda en condiciones de a) 

luz solar plena y sombra de canopeo vegetal, b) luz blanca y sombra simulada.  
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Figura S2: Expresión normalizada de los genes de los clusters 1 a 9 comparada con estudios 

previos realizados por Sellaro et al., 2011 y Leivar et al., 2012. 


	Portada
	Resumen
	Abstract
	Índice general
	Agradecimientos
	Introducción
	Resultados
	1. COP1 en la respuesta al sombreado, evidencias genéticas y localización subcelular
	2. Cinética de localización sub-celular de COP1 durante la desetiolación
	3. Convergencia de las vías de señalización de COP1 y PIFs
	4. COP1 regula la estabilidad de las proteínas DELLA
	Discusión
	Bibliografía
	Anexo



