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Integracion de sefiales de luz y temperatura en Arabidopsis thaliana

Resumen

La luz y la temperatura son dos de las sefiales mas importantes en el control del
crecimiento y desarrollo de las plantas. Dentro de las respuestas de las plantas a la luz,
una de las mas estudiadas es la iniciada por sefiales de competencia con plantas
vecinas, que actua disparando diversos cambios morfolégicos entre los que se destaca
un aumento en el crecimiento del tallo. Este cambio en la morfologia también es
observado en la respuesta a altas temperaturas, y se ha sugerido que la funcion de
esta respuesta seria reducir las probabilidades de ocurrencia de un golpe de calor,
alejando los meristemas y érganos fotosintéticos de la planta hacia la parte superior
donde las temperaturas son mas bajas.

En este trabajo, se identificaron puntos de convergencia y divergencia en las redes de
sefializacion iniciadas por claves de sombreado y temperaturas elevadas, y se encontro
que existe una alta correlacién entre las respuestas. Ademas, se observo que el efecto
de la temperatura sobre el crecimiento aumenta a medida que disminuye la irradiancia
(como en las condiciones de sombra). Por otra parte, la aplicacion de un modelo
matematico desarrollado en este trabajo indico que los climas cdlidos del presente o el
calentamiento global, llevarian a respuestas mas intensas al sombreado.

Dado que una planta que se encuentre expuesta a sombreado y a altas temperaturas
tendria muy poca luz disponible para la fotosintesis y una alta tasa de respiracion (lo
que representaria una situacion muy desfavorable para el intercambio neto de
carbono y el balance energético de la planta), se propone a partir de los resultados de
esta tesis que la finalidad de la respuesta de crecimiento a los aumentos de
temperatura no es principalmente evitar el golpe de calor, sino evitar la combinacién

de sombreado y alta temperatura.

Palabras clave: integracion de luz y temperatura, escape al sombreado,

termomorfogénesis, Arabidopsis thaliana, respuesta al calor, impacto del clima en el

crecimiento



Integration of light and temperature cues in Arabidopsis thaliana

Abstract

Light and temperature are two of the major environmental cues in the control of plant
growth and development. Among the responses of plants to light, one of the most
studied is the one initiated by competition signals with neighboring plants, which acts
triggering various morphological changes among which stands out an increase in the
stem growth. This morphological change is also observed in plants exposed to high
temperatures. It has been suggested that the aim of this response is to reduce the
probability of heat shock by elevating the photosynthetic and meristematic tissues
away from the soil and allowing the plant to take advantage of the cooling effect of
moving air.

In this work, points of convergence and divergence were identified in the signaling
networks initiated by shade signals and elevated temperatures, and it was found that
there is a high correlation between the responses. In addition, it was observed that the
effect of temperature on hypocotyl growth increases as irradiance decreases (as in
shade conditions). On the other hand, the application of a mathematical model
developed in this work indicated that warm weathers of the present or global warming
would lead to more intense responses to shade.

Given that a plant exposed simultaneously to shade and high temperatures would
have very little light available for photosynthesis and a high respiration rate (which
would represent a very unfavorable situation for the net carbon exchange and the
energy balance of the plant), it is proposed that the main purpose of growth in
response to temperature is not to avoid heat shock, but to avoid the combination of

shade and high temperature.

Keywords: integration of light and temperature cues, shade avoidance,
thermomorphogenesis, Arabidopsis thaliana, response to heat, climate impact on

growth
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Introduccion

Introduccion

La luz y la temperatura son dos de las sefiales mas importantes en el control del
crecimiento y desarrollo de las plantas. Dentro de las respuestas de las plantas a la luz,
una de las mads estudiadas es la iniciada por sefiales de competencia con plantas
vecinas, que actua disparando diversos cambios morfoldgicos entre los que se destaca
un aumento en el crecimiento del tallo (Casal, 2012). Este cambio en la forma de las
plantas es observado también en la respuesta a altas temperaturas (Quint, Delker,

Franklin, Philip A Wigge, et al., 2016).

Si bien se conoce que varios procesos fisiologicos responden a la temperaturay a la luz
de forma integrada, normalmente el efecto de estas variables ha sido estudiado de
forma separada y en condiciones constantes. Sin embargo, la luz y la temperatura son
las variables que mas fluctuan durante el dia y ademas se encuentran estrechamente
relacionadas, dado que los cambios radiacién repercuten sobre los patrones de
temperatura. En los casos donde se ha estudiado mas profundamente la integracion,
se lo ha hecho para rangos de tiempos largos, como por ejemplo, para el caso del
control por vernalizacidn de la floracion (Andrés and Coupland, 2012). Sin embargo, no
se tiene tanta informacion sobre la integracidén en un marco de tiempo mas estrecho,

como el diario.

Las plantas pueden recibir sefiales similares de competencia bajo condiciones
climaticas bien distintas. Determinar el grado del impacto de variables climaticas
(como los patrones de irradiancia, temperatura media y amplitud térmica) sobre las
respuestas de las plantas a las sefiales de competencia con plantas vecinas seria

importante ante el actual escenario de calentamiento global y cambio climatico.

Esta tesis se centrara en conocer de qué forma los mecanismos moleculares de
percepcidn y transduccién de las sefiales de luz son afectados por la temperatura, y
gué impacto genera la combinacién de ambas claves del ambiente en el crecimiento

de las plantas.
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Las plantas y las sefiales luminicas del ambiente

Para las plantas la luz del sol no actua sélo como una fuente de energia para la
fotosintesis, si no que ademas les provee de informacidn acerca del ambiente en el
que se encuentran. A través de sensores de luz, las plantas perciben cambios en la
intensidad, calidad y duracion de la luz, y de esta forma modulan diversos procesos

relacionados con el crecimiento y desarrollo (Franklin, 2008).

Las plantas tienen multiples fotorreceptores que les permiten percibir cambios en el
entorno luminoso. En términos generales, los fotorreceptores son cromoproteinas
compuestas por una apo-proteina que puede estar unida a una variedad de
croméforos (a excepcién del receptor de luz UV-B que utiliza como croméforo un
residuo aminoacidico presente en la propia proteina). Cuando el croméforo absorbe
luz de una determinada longitud de onda cambia su configuracién electrénica y esto
altera la actividad de la proteina (Mdglich et al., 2010). La transduccion de seial
inducida por luz comienza con la percepcion de la luz a través de los fotorreceptores y
culmina con la regulacion de la expresidn de mas de 2500 genes que eventualmente le
permiten a la planta responder a nivel fisiolégico a estas variaciones en las

propiedades de la luz ambiente (Gyula, Schafer and Nagy, 2003).

En Arabidopsis thaliana se han identificado cinco grupos de fotorreceptores: los
fitocromos, que perciben la luz roja y roja lejana, los criptocromos, fototropinas y
zeitlupe que perciben la luz azul y UV-A, y el receptor UVR8 que percibe la luz UV-B
(Galvdo and Fankhauser, 2015).

- Los fitocromos
Los fitocromos son proteinas que unen un cromdforo tetrapirrélico de simple cadena.
Pueden existir en dos conformaciones: la forma biolégicamente inactiva Pr, que tiene
un maximo de absorcién en la luz roja (660 nm), y la forma biolégicamente activa Pfr,
gue muestra una conformacion diferente y que tiene un maximo de absorcién en luz
roja-lejana (730 nm). Estas dos formas pueden interconvertirse en una reaccidon que
depende de la luz (fotointerconversion), y adicionalmente Pfr puede revertir a Pr en
una reaccién independiente de la luz (reversidon oscura o reversion térmica) (Casal,

2013). En Arabidopsis, la familia de los fitocromos consta de cinco miembros (phyA-
phyE).



Introduccion

De acuerdo a su estabilidad frente a la luz, los fitocromos han sido clasificados en dos
tipos: los del tipo | (fotolabiles), que se acumulan en plantulas etioladas y se degradan
rdpidamente cuando son expuestas a la luz, y los del tipo Il (fotoestables) que son
relativamente estables en luz. En Arabidopsis, phyA es el Unico fitocromo tipo | y los
phyB-E son del tipo Il (Chen, Chory and Fankhauser, 2004). Distintos analisis han
determinado que los miembros individuales de la familia de los fitocromos tienen
funciones fisiolégicas diferentes en el control de las respuestas, aunque
frecuentemente estas pueden solaparse (Quail, 2002). En algunos casos, diferentes
miembros de la familia monitorean la misma sefal de luz, pero tienen roles
predominantes en funciones fisioldgicas distintas. Por ejemplo, mientras que phyB
tiene un rol predominante en el establecimiento de la plantula, la funcién de phyE
parece estar confinada a regular la elongacién del tallo (Quail, 2002). Por el contrario,
en otros casos, diferentes miembros de la familia monitorean diferentes parametros
de la luz, pero controlan la misma respuesta fisioldgica. Por ejemplo, tanto phyA como
phyB regulan la desetiolacidn, pero mientras phyB es activado por sefales de luz roja,

phyA es activado por sefiales de luz roja lejana intensa (Quail, 2002).

- Criptocromos
Los criptocromos (cryl y cry2 en Arabidopsis (Lin, 2000)) son flavoproteinas que
perciben la luz azul y controlan varios aspectos del desarrollo y crecimiento de las
plantas, como la des-etiolacidn, la elongacion, la iniciacion de la floracidn, y el reloj
circadiano. Los criptocromos estan relacionados con las enzimas de reparacién de DNA
conocidas como fotoliasas, con las que tienen caracteristicas estructurales en comun 'y

el mismo cofactor FAD (Ahmad, 2016).

- Fototropinas
Las fototropinas, photl y phot2 en Arabidopsis, son receptores del tipo quinasas que
regulan respuestas inducidas por luz azul como el fototropismo (crecimiento de la
planta hacia o en contra de la luz), la migracién de cloroplastos y la apertura de los
estomas (Briggs and Christie, 2002). La percepcidn de la luz azul por las fototropinas es
mediada por dos motivos en la regién N-terminal de la proteina conocidos como
dominios LOV (LOV1 y LOV2) que se encuentran unidos a FMN (flavin
mononucledétido). La fotoexcitacion de estos dominios resulta en la autofosforilacion

del receptor y el comienzo de la sefializacidn por las fototropinas (Christie, 2007).
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- Zeitlupe
Ademas de las fototropinas, existen otras proteinas en Arabidopsis que tienen
dominios LOV. Los miembros de la familia Zeitlupe (ZTL, LKP2 y FKF1) (Kami et al.,
2010) contienen un solo dominio LOV unido a FMN y son necesarios para mantener un
normal funcionamiento del reloj circadiano y de la floraciéon en Arabidopsis (Imaizumi

et al., 2003).

- UVR8
La luz UV-B en pequeias dosis dispara respuestas fotomorfogénicas en plantas como la
sintesis de flavonoides, la inhibicién del crecimiento del hipocotilo, el fototropismo, el
movimiento estomdtico y la entrada al reloj circadiano (Casal, 2013; Jenkins, 2014;
Vandenbussche et al., 2014). UVR8 (UV RESISTANCE LOCUS8) media estas respuestas
regulando la transcripcion de un conjunto de genes blanco. A diferencia de los otros
fotorreceptores, UVR8 usa los residuos Trp de la propia proteina como croméforos

para la absorciéon de luz UV-B (Jenkins, 2014).

Respuestas de escape al sombreado

Cuando una planta se encuentra creciendo en proximidad a otra, es probable que se
establezca competencia por la luz. A medida que un canopeo vegetal crece y se hace
mas denso ocurre una reduccién en la relacion de luz roja/rojo-lejana (R:RL) porque las
hojas verdes absorben fuertemente en el rango de la radiacién fotosintéticamente
activa (PAR)(400-700 nm) particularmente en las regiones del azul y rojo del espectro,
y en el rango de radiacion UV (280-400 nm), mientras que transmite y refleja mas
fuertemente en las longitudes de onda del rojo-lejano (700-800 nm) y del infrarrojo
(Morelli and Ruberti, 2002; Casal, 2013) (Figura 1.1).
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Figura 1.1- Espectro de luz para luz solar plena (linea sélida) y para luz solar filtrada a
través de un canopeo (linea punteada). Adaptado de (Vandenbussche et al., 2005)

En especies no tolerantes al sombreado, la percepcién de bajos R:RL deriva en una

serie de respuestas de desarrollo conocidas como “sindrome de escape al sombrado”.

Dentro de estas respuestas, las mas notorias son la rapida elongacion del tallo, y la

reorientacion de las hojas hacia arriba (hiponastia). Estas adaptaciones le sirven a la

planta para elevar las hojas dentro de un canopeo y aumentar su capacidad de

alcanzar la luz sobrepasando a las competidoras (Franklin, 2008).

Los fitocromos son los fotorreceptores mds importantes en la sefalizacién por

sombreado porque son los que detectan los cambios en la relacién R:RL. Sin embargo,

estas respuestas involucran también a los criptocromos, fototropinas y UVR8, sobre

todo en la deteccion de cambios en la intensidad de la luz (Franklin, 2008).

Mecanismos moleculares en las respuestas de escape al sombreado

Los mecanismos moleculares implicados en las respuestas fisiolégicas de escape al

sombreado son variados e involucran

interacciones complejas entre vias de

sefializacidn por luz, hormonas y reloj circadiano (Fig. I.2) (Casal, 2013).
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Figura 1.2. Vias de sefializacién en las respuestas de escape al sombreado. Adaptado
de (Casal, 2013)

Los PHYTOCHROME-INTERACTING FACTORS (PIFs) pertenecen a la familia de factores
de transcripcién basic helix-loop-helix (bHLH) (Lorrain et al., 2008). Los PIFs controlan
la expresion de genes asociados con la expansion de la pared celular uniéndose a sus
promotores. Estos genes son necesarios para el crecimiento en respuesta al

sombreado (Casal, 2013).

Por otro lado, ciertos factores PIFs promueven la expresion de genes relacionados con
la sintesis de la fitohormona auxina, como YUC8 y TAA1/SAV3 (Cohen et al., 2011;
Hornitschek et al., 2012). Ademas, PIF7 promueve la expresién de PIN3 y PIN4,
transportadores de auxinas (Li et al., 2012). Las auxinas se unen a TIR1 (un receptor
unido a una ubiquitin-protein ligasa) promoviendo asi la degradacion de las proteinas
AUX/IAA, represores de la expresion de genes relacionados con el crecimiento (Reed,
2001).

Luego de la fotoconversiéon de Pr a Pfr, los fitocromos se trasladan al nucleo donde se
unen a los factores PIFs e inhiben su actividad por fosforilacion (Fankhauser and
Batschauer, 2016), ya sea promoviendo su degradacién via proteosoma (Lorrain et al.,
2008) o impidiendo la unién a sus blancos (Park et al., 2012). En condiciones de bajos
R:RL, donde la fotoconversién esta desplazada a la forma Pr de los fitocromos, se
produce una acumulacién de factores PIFs que promueven el crecimiento en respuesta

a la sombra.
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Los PIFs, ademas, interaccionan con otros elementos de la via de sefalizaciéon por
sombreado. Uno de ellos es HFR1 (LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED 1), un factor HLH que
no posee el dominio necesario para la unién a DNA. HFR1 interacciona con PIF4 y PIF5
y forma heterodimeros que no se unen a DNA, limitando asi su capacidad de inducir la

expresion de sus genes targets y promover la elongacién (Hornitschek et al., 2009).

HFR1, a su vez, es blanco de CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1), una E3
ligasa que media su degradacion via proteosoma (Duek et al., 2004). La abundancia de
COP1 aumenta en situaciones de sombreado como resultado de una disminucion en la
intensidad de la luz roja percibida por los fitocromos y de la luz azul percibida por los
criptocromos (Pacin, Legris and Casal, 2013a). Esto induce la degradacién de HFR1,
incrementando la actividad de los PIFs y promoviendo las respuestas de escape al

sombreado (Pacin et al., 2016).

Otro blanco de COP1 es LONG HYPOCOTYL 5 (HY5) (Holm et al., 2002). HY5 es un factor
de transcripcion del tipo bZIP que tiene un rol muy importante en la promocion de la
fotomorfogénesis (Pacin, Legris and Casal, 2013b) y que actua de forma antagonista a
los PIFs. HY5, junto con su homdlogo HY5 HOMOLOG (HYH), reprimen la sefializacién
por auxinas a través de la activacion directa de sus reguladores negativos (Cluis,

Mouchel and Hardtke, 2004).

Las giberelinas (GA) son otras de las hormonas involucradas en la red de sefializacién
por escape al sombreado. El sombreado incrementa las concentraciones de GA (Bou-
Torrent et al., 2014) y esto produce la degradacion proteosomal de las proteinas DELLA
(Sun, 2008). Estas proteinas se unen directamente a los PIFs impidiendo la unién a sus
promotores blanco y, por ende, regulando negativamente la expresién de genes

involucrados en la elongacién celular (Feng et al., 2008).

Los brasinoesteroides (BR) y las auxinas actlan sinérgicamente en la elongacién del
hipocotilo y se ha encontrado que comparten al menos un 40% de genes que regulan
positivamente (Nemhauser, Mockler and Chory, 2004). BRASSINAZOLE-RESISTANT 1
(BZR1), un factor relacionado con la sefializacién por BR, y PIF4 heterodimerizan y se
unen a los promotores targets co-regulados, que se encuentran enriquecidos en genes

relacionados con la respuesta a auxinas y con el crecimiento de la pared celular (de
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Lucas and Prat, 2014). Ademas, BRI1-EMS-SUPRESSOR1 (BES1), otro factor de
transcripcién de la via de BR, y BZR1 interaccionan a nivel de proteina con las DELLAs,
que los regulan negativamente impidiendo la unién a sus targets (Casal, 2013). Por
otro lado, BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 2 (BIN2), que es inactivado por los
brasinoesteroides, fosforila y marca a PIF4 para su degradacién (Bernardo-Garcia et al.,

2014).

El reloj circadiano es necesario para las respuestas a los cambios diarios y estacionales
en el ambiente. La luz y el reloj interaccionan para establecer la fase de elongacion del
hipocotilo para que tenga un pico al amanecer. El complejo de proteinas conocido
como EVENING COMPLEX (EC) estd compuesto por EARLY FLOWERING 3 (ELF3), ELF4 y
LUX, y regula el crecimiento (Nusinow et al., 2011). EC oscila en condiciones de luz /
oscuridad con un periodo de 24 h y tiene un pico al anochecer. El complejo se une a los
promotores blanco de PIF4Y PIF5 inhibiendo su expresién (Huang and Nusinow, 2016).
Ademads, ELF3 interactia con PIF4 de una forma independiente el EC previniendo que
active sus genes blanco mediante el secuestro de PIF de una forma similar a como lo

hacen las DELLAS (Nieto et al., 2015).

Las plantas y las seiflales de temperatura del ambiente

Las plantas estan expuestas a fluctuaciones constantes de temperatura durante el dia
y a través de las distintas estaciones del afio. Dentro del rango de temperaturas no
estresantes (alrededor de los 10-30°C para Arabidopsis) las diferencias de temperatura
tienen grandes efectos en el crecimiento y desarrollo de las plantas, la resistencia a

enfermedades, y el reloj circadiano (Wigge, 2013).

La termomorfogénesis es un conjunto de cambios morfolégicos y estructurales
inducidos por las altas temperaturas (dentro del rango de temperaturas no
estresantes). La elongacién del hipocotilo en respuesta a las altas temperaturas fue
uno de los primeros efectos observados en plantulas de distintas accesiones de
Arabidopsis thaliana (Quint, Delker, Franklin, Philip A. Wigge, Halliday and van Zanten,
2016). Se ha sugerido que la elongacidn del hipocotilo seria ventajosa para mover los

tejidos fotosintéticamente activos y meristematicos lejos del suelo caliente,
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promoviendo la disminucidn de su temperatura gracias al movimiento del aire (Gray et

al., 1998).

Otras respuestas termomorfogénicas observadas en plantas son el aumento de la
hiponastia y la elongacidon de los peciolos en las hojas de la roseta y cotiledones. Se ha
argumentado que la hiponastia reduce el flujo directo de fotones del sol y que permite
a las hojas alcanzar la brisa refrescante (Crawford et al., 2012; Bridge, Franklin and
Homer, 2013). Ademas, las plantas crecidas a altas temperaturas muestran un
aumento en la tasa de traspiracion. Asi, las respuestas termomorfogénicas podrian
contribuir a mitigar las altas temperatura aumentando la evaporacién de agua en las

hojas (Crawford et al., 2012; Bridge, Franklin and Homer, 2013).

Los cambios en la temperatura también modifican la bioquimica de las células y se ha
observado que afectan diversos aspectos, como la fluidez de la membrana, el
plegamiento de las proteinas y sus actividades, el desmontaje del citoesqueleto, y la
velocidad de las reacciones metabdlicas (Ruelland and Zachowski, 2010). Ademas,
también se han comprobado cambios a nivel de cromatina mediados por temperatura,
como el caso de H2A.Z, una histona que regula la expresion génica modificando la
accesibilidad de los factores de transcripcion al DNA en respuesta a la temperatura

(Kumar and Wigge, 2010).

A diferencia de lo que ocurre con la percepcién de la luz, los mecanismos moleculares
involucrados en la percepcion de temperatura no estan tan bien estudiados. Sin
embargo, varias de las respuestas fisioldgicas observadas a altas temperaturas son
coincidentes con las observadas en situaciones de sombreado, y se conoce que varios
procesos en plantas (como germinacion, des-etiolacion y crecimiento) dependen de
ambas sefiales (Legris et al., 2017), con lo cual es evidente la existencia de una fuerte

interaccion.

Mecanismos moleculares de termomorfogénesis

El primer punto de interaccidn entre las sefales de luz y temperatura se da a nivel del
receptor. El phyB existe como dimero y la reversién oscura se da en dos pasos: del

homodimero Pfr:Pfr (D2) al heterodimero Pfr:Pr (D1), y del heterodimero Pfr:Pr al
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homodimero Pr:Pr (DO) (Fig. I.3). La velocidad de reaccién del primer paso (kr) es dos
ordenes de magnitud mas lenta que la del segundo paso (kr1) (Klose et al., 2015), pero
aumenta fuertemente con el incremento de la temperatura (Jung et al., 2016; Legris et
al., 2016). Es decir, phyB puede ser activado por luz roja y desactivado por luz roja
lejana y por altas temperaturas (Legris et al., 2017). De esta forma, phyB actua como

un sensor tanto de luz como de temperatura (Jung et al., 2016; Legris et al., 2016)

Rojo Rojo
Luz ks ky
/kz\A /ikz\A
DO Rojo lejano D1 Rojo lejano D2
Pr-Pr Pfr-Pr Pfr-pPfr
Temperatura ke k2

Figura 1.3. phyB integra las sefales de luz y temperatura.

Se muestra el modelo de dos pasos de regulacién de la actividad de phyB. DO es el
homodimero inactivo Pr-Pr, D1 es el heterodimero Pfr-Pr y D2 es el homodimero
activo Pfr-Pfr. Las velocidades k1 y k2 corresponden a las reacciones mediadas por luz,
y krly kr2 a las mediadas por temperatura. Adaptado de Legris et al., (2016).

La integracion de las sefiales ocurre también aguas abajo. La estabilidad de PIF4
(proteina necesaria para la repuesta a la presencia de plantas vecinas) aumenta con el
sombreado (Lorrain et al., 2008) y con la temperatura (Foreman et al., 2011), que
ademas aumenta muy fuertemente la expresién del gen PIF4. De esta forma PIF4 es

compartido por las vias de respuesta a temperatura y al sombreado.

Las auxinas son esenciales para el crecimiento del hipocotilo en respuesta al
sombreado (Tao et al., 2008) y a las altas temperaturas (Gray et al., 1998), donde
también se observa un incremento en su sintesis. Las giberelinas también estan
involucradas en la respuesta a temperatura. Las proteinas DELLA (que secuestran a los
PIFs impidiendo el pegado a sus blancos), son degradadas a altas temperaturas
(Stavang et al., 2009). La sintesis de brasinoesteroides es necesaria para la promocion
del crecimiento del hipocotilo tanto en sombra (Luccioni et al., 2002) como en altas
temperaturas (Stavang et al., 2009). En estas condiciones, los brasinoesteroides
promueven la actividad de PIF4 a través de la inactivacién de BIN2 (Bernardo-Garcia et
al., 2014).

Otro punto de interaccion es a través del reloj circadiano. La asociacién de ELF3 en el

EVENING COMPLEX con sus promotores blanco es atenuada a altas temperaturas, lo
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que genera una funcion parcialmente inhibida del EC y la promocidn de la expresion de

sus blancos, especialmente durante la noche (Mizuno et al., 2014).

Posiblemente existan otros puntos de accion conjunta de luz y temperatura, y también
puntos donde la accidn solo sea afectada por una de las dos variables. Dado que la
temperatura puede ser percibida ademas por redes de sefalizacidén en las que afecte
diferencialmente a distintas ramas de las mismas, la superposicién entre los puntos de
entrada y de luz y temperatura no necesariamente es completa (Casal and Qiesta,

2018).

Integracion de respuestas de luz y temperatura

La respuesta de crecimiento del hipocotilo a sefiales de luz y temperatura es mediada
por cambios en la expansién celular mds que en la divisidon celular. La tasa de
crecimiento del tallo varia significativamente bajo diferentes combinaciones de luz
(irradiancia) y temperatura. La conexion entre los efectos a estas sefiales es evidente,

de hecho, la temperatura aumenta la respuesta a la luz (Legris et al., 2017).

Los mecanismos de integracion de la informacién de luz y temperatura son diversos y
aparentemente estan relacionados con la diferencia de tiempo entre que ocurre una
sefal y la otra. Las claves ambientales simultdneas de luz y temperatura pueden ser
percibidas por el mismo receptor e integrarse inmediatamente. Por otro lado, las
sefiales asincronicas pueden disparar vias separadas, donde la informacién provista
por la primera sefial se almacena hasta la llegada de la siguiente y las sefiales
finalmente convergen para controlar la actividad de un integrador transcripcional

(Casal and Questa, 2018).

Se podria pensar que una de las posibles razones evolutivas de la convergencia entre la
sefializacion de luz y temperatura podria ser la redundancia de sefial. Por ejemplo, la
luz del dia y los ciclos de temperatura en la naturaleza a menudo correlacionan (las
temperaturas cdlidas y la luz ocurren durante el dia, y las temperaturas frias y la
oscuridad durante la noche). Sin embargo, la asociacién entre luz y temperatura ya no
es tan simple si se tienen en cuenta las respuestas estacionales, los efectos por latitud,

o las fluctuaciones diarias térmicas y luminicas (Franklin et al., 2014). Una segunda
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ventaja de integrar las sefiales de luz y temperatura, es que permite un ajuste fino de
la respuesta. Dado que pequefios cambios en luz y temperatura pueden alterar la
fisiologia de las plantas en gran medida, es importante que la respuesta a cada sefal

esté también regulada por la otra (Franklin et al., 2014).

El control simultaneo por luz y temperatura entonces tiene ciertas consecuencias

funcionales que se pueden observar en los siguientes casos:

- Plantula que recién ha emergido del suelo. A mayor irradiancia, mayor es la
temperatura del suelo y de los tejidos. Si bien los altos flujos de luz inhiben el
crecimiento del hipocotilo, este efecto es balanceado por las altas temperaturas que
promueven el crecimiento y llevan los tejidos hacia arriba, lejos del riesgo del estrés

por calor cerca del suelo (Legris et al., 2017).

- Plantula justo antes de emerger del suelo. Las plantulas que crecen en oscuridad por
debajo del suelo pueden estar expuestas a temperaturas cdlidas temporales a medida
gue se acercan a la superficie. Esta sefial de temperatura prepara a las plantulas para
una des-etiolacion mas eficiente en respuesta a las subsecuentes senales de luz que

recibiran los érganos aéreos una vez que emerjan (Karayekov et al., 2013).

- Plantula sombreada por vecinas en invierno. En este caso las plantulas tendran un
crecimiento mds lento por las temperaturas frias y por lo tanto, escapardn al
sombreado menos eficientemente (Patel et al., 2013). Sin embargo, en estaciones
frias, la fotosintesis esta a menudo limitada por las cinéticas enzimaticas del ciclo de
Calvin. De exponerse a un flujo de luz relativamente alto podria no ser capaz de
canalizarlo a través de la fotosintesis y habria riesgo de generacidon de especies
reactivas de oxigeno. De esta forma, una respuesta de escape al sombreado atenuada
reduciria la chance de la exposicién a la luz solar plena y de estrés oxidativo (Legris et

al., 2017).

- Plantula expuesta al sombreado y a calor. La temperatura éptima para la respiracion
mitocondrial es normalmente mas alta que para la fotosintesis. Un crecimiento rapido
desencadenado por la combinacién de sombreado y altas temperaturas aumentaria las

posibilidades de sobrepasar el canopeo, y asi evitar una condicion donde la alta
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respiracion coincida con una baja fotosintesis debida a una limitacién en la luz (Legris

et al., 2017).

Es evidente que las sefales de luz y temperatura comparten el control de procesos
importantes en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Franklin, 2009; Legris et al.,
2017). Entender los mecanismos moleculares de la integracion de sefiales de luz y
temperatura en el control de la morfogénesis favoreceria la seleccion de plantas

capaces de ajustarse mas adecuadamente a su ambiente.
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Objetivos

El objetivo de esta tesis fue estudiar el grado de convergencia y divergencia de los
mecanismos moleculares de las respuestas a sefiales de sombreado y de

temperaturas elevadas no estresantes, y sus interacciones funcionales.

En la primera parte se identifican puntos de convergencia y divergencia en las
redes de sefializacidn iniciadas por claves de sombreado y temperaturas elevadas.
La hipdtesis asociada a este analisis es que dado que las respuestas a sefales de
sombra y altas temperaturas implican funciones ecoldgicas supuestamente
diferentes (evitar el sombreado intenso y evitar el estrés por calor), las mismas
divergen genética y molecularmente. En este contexto, las coincidencias
observadas hasta el presente podrian deberse a que mayormente dichas

coincidencias corresponden a PIF4 y sus principales reguladores.

En la segunda parte se caracteriza la interaccion funcional entre las claves de
sombra y temperatura ante condiciones de luz y temperatura naturales, en las que
fluctuaciones de estas variables ambientales no son totalmente independientes.
Esta parte de la tesis implica como primer paso mejorar el modelo matematico
corriente que integra estas variables mediante experimentos en condiciones
controladas. Este modelo mejorado se constituird en hipdtesis a ser puesta a
prueba en condiciones de campo. Superada dicha evaluacion, el modelo sera
utilizado para realizar predicciones sobre la interdependencia funcional de las
respuestas en diversos escenarios climaticos, incluyendo los predichos por modelos

de cambio climatico global.
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Material vegetal

Para los experimentos realizados se utilizaron plantulas de Arabidopsis thaliana de los

siguientes genotipos:

WT (genotipo salvaje), accesién Columbia (Col-0)

Lineas mutantes:

phyA-211 (Reed et al., 1994)

phyB-9 (Reed et al., 1993)

phyA-211 phyB-9 (Reed et al., 1994)
cry1-304, cry2-1y cry1-304 cry2-1 (Guo et al., 1999)
pif3-7 (Leivar et al., 2008)

pif4-101 (Lorrain et al., 2008)

pif5 (Fujimori et al., 2004)

pif3-7 pif4-101 (Monte et al., 2004)
pif4-101 pif5 (Lorrain et al., 2008)
pif3-7 pif4-1 pif5 (Leivar et al., 2008)
pif7-1 (Leivar et al., 2008)

elf3-1 (Zagotta et al., 1996)

hfr1 (Alonso et al., 2003)

hy5-KS50 (Holm et al., 2002)

cop1-4 (McNellis, 1994)

sav3.1 (Tao et al., 2008)
iaal9/msg2 (Tatematsu et al., 2004)
bin2 (Li et al., 2001)

Lineas transgénicas:

pPIF4:PIF4-GFP (Pucciariello et al., 2018)
p35S:LUC-HFR1 hfr 1-4 (Sheerin et al., 2015)
pPIF4:PIF4-LUC (Cedidas por Salomé Prat)
DII-VENUS (Brunoud et al., 2012)
plAA19:GUS (Tatematsu et al., 2004)
pPIN3:GUS (Friml et al., 2002)

pDR5:GUS (Ulmasov, 1997)
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pHY5:HY5-YFP hy5 (Oravecz, 2006)

Accesiones:

Materiales y Métodos

Estos ecotipos son parte del 1001 Genomes Project (https://1001genomes.org/). Se

muestran los nombres y los cédigos de stock del ABRC (Arabidopsis Biological Resource

Center).

Cho-0 (CS76768)
Bos-0 (CS76719)
Cvi-0 (CS76789)
Sac-0 (CS77229)
Bu-0 (CS6632)
Are-0 (CS76671)
Per-0 (CS77169)
Mac-0 (CS77061)
Ndc-0 (CS77125)
Tri-0 (CS77386)
Mat-0 (CS77074)
Ovi-1 (CS77155)
Bar-1 (CS76688)

Cdm-0 (CS76410)
Rib-1 (CS77217)
Gra-0 (CS76886)
Vis-0 (CS78848)
Lso-0 (CS77055)
Vaz-0 (CS78836)
Ara-4 (CS76670)
Cas-0 (CS76743)
Pal-0 (CS77159)
Vis-0 (CS78848)
Leg-0 (CS77019)
Rds-0 (CS77206)
Moe-0 (CS77104)

Pro-0 (CS78914)
0Oja-0 (CS77143)
Mot-0 (CS77109)
Men-2 (CS77081)
Ag-0 (CS76430)
Ba-1 (CS76441)
Kondara (CS76532)
Ms-0 (CS76555)
Wei-0 (CS76628)
Ct-1 (CS76786)
Ei-2 (CS76478)
Mer-6 (CS76414)

Para todos los experimentos de este trabajo, se sembraron 10-15 semillas por genotipo
en agar 0.8% en cajas plasticas transparentes. Se estratificaron en oscuridad por 3-5 dias
(d) a 4°C. Luego se mantuvieron por 3 d en una cdmara de crecimiento a 22°C con un
fotoperiodo de 10 horas (h) y condiciones de luz blanca (100 pmol.m=2.s1, 400-700 nm)
provista por una mezcla de lamparas haldogenas y fluorescentes (R:RL= 1.1). Al inicio del
fotoperiodo del cuarto dia, las plantulas fueron transferidas a las condiciones

experimentales de luz correspondientes (Fig. M1).

Luz Blanca I Luz Blancal Luz Blanca I X
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

Figura M1 — Esquema general del protocolo para los tratamientos experimentales. Los
dias 1, 2 y 3 fueron idénticos para todos los experimentos. Al 4to dia se aplicaron las
condiciones de luz y temperatura correspondientes a cada experimento.
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Medicion de tasas de crecimiento del hipocotilo y cotiledones

Para los experimentos de crecimiento de hipocotilo, las cajas sembradas se colocaron en
posicion vertical y se tomaron fotografias al inicio y al final del cuarto dia de
fotoperiodo, excepto para los experimentos de luz y temperaturas fluctuantes en los
que se tomaron fotografias cada 2.5 y 5 h, respectivamente. Para el experimento de
crecimiento de area de cotiledones, las cajas se colocaron en posicién horizontal y se
tomaron fotografias al inicio y al final del cuarto dia de fotoperiodo. Con el uso de un
software de procesamiento de imdagenes (Adobe Photoshop CC) se midié la elongacion
de los hipocotilos o las areas de los cotiledones en las fotografias. Los incrementos en el
crecimiento luego fueron divididos por la cantidad de horas entre las fotos para obtener

tasas de crecimiento.

Respuesta fototrdpica del hipocotilo

Para el experimento de fototropismo, las cajas se colocaron en posicidn vertical con sus
caras tapadas mediante envoltorios plasticos opacos que dejaban la cara superior
descubierta para que la luz ingresara solo por este lado y las plantulas crecieran de
forma perfectamente vertical. Al cuarto dia del fotoperiodo, se removieron los
envoltorios y la fuente de luz se colocd irradiando a las cajas de forma lateral. Se
tomaron fotografias al inicio y al final de este dia. Con el uso de un software de
procesamiento de imagenes (Adobe Photoshop CC) se midié el angulo del hipocotilo con

respecto a la posicion inicial.

Tratamientos luminicos

Para modelar la contribucidon de phyA se usaron cinco mezclas distintas de rojo y rojo
lejano provistas por ldmparas incandescentes de 150 W (R95, Philips) en combinacién
con un set de filtros de acetato amarillo, naranja y rojo (filtros LEE 101, 105 y 106,
respectivamente) o bien solos o junto con un filtro de acetato verde (filtros LEE 138, 121
o 089) o junto con seis filtros acrilicos azules (Paolini 2031, Buenos Aires, Argentina)
(Tabla 1). Las R:RL fueron: 1.09, 0.44, 0.2, 0.07, 0.001.
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Irradiancia total
R:RL (umol. m-2. s-1,
600-800 nm)

1.090 63
1.090 138
1.090 240
1.090 381
1.090 492
1.090 834
0.440 5.8
0.440 58
0.440 145
0.440 290
0.200 5.7
0.200 57
0.200 141
0.200 283
0.070 5.6
0.070 56
0.070 140
0.070 277
0.001 11
0.001 26
0.001 47
0.001 76
0.001 123
0.001 166

Tabla 1. R:RL e intensidades de luz utilizadas para el modelado de la contribucién de
phyA al crecimiento.

Para modelar la contribucién de cryl y cry2 la luz azul fue provista por un panel de
diodos azules. Las irradiancias usadas (entre 400 y 500 nm) fueron 11, 45, 80, 100 y 135

umol.m=2.s1,

Para los experimentos en los que se usaron combinaciones de luz y temperatura, la luz
solar simulada fue provista por una combinacidon de lamparas haldégenas y fluorescentes
(100 umol.m=2.s%, 400-700 nm) y las distintas intensidades de sombra fueron simuladas
con luz en combinacion con filtros de acetato diferentes (filtros LEE 138, 121 o 089 para
sombra suave, media o densa, respectivamente). Para el experimento donde se analizo
el efecto de la temperatura a distintas irradiancias, se utilizé una ldmpara de sodio (400
umol.m?2.s1, 400-700 nm) para obtener este valor de intensidad de luz. Para las

diferentes temperaturas se utilizaron cdmaras de crecimiento a 14°C, 22°Cy 28°C.

Para los experimentos con fluctuaciones de temperatura se utilizd una camara de

crecimiento (Percival E-308) con tubos fluorescentes (30 pmol.m2.s, 400-700 nm) y se
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simularon patrones de temperatura reales de tres localidades diferentes en Argentina (25
de Mayo, Ingeniero Jacobacciy Puerto Pirdmides). Los eventos elegidos para simular en los
experimentos se seleccionaron sobre la base que todos tienen 10 h de fotoperiodo,

temperatura media similar pero diferentes amplitudes térmicas.

Para los experimentos con fluctuaciones de luz, se utilizé6 un panel de luces LED de 3
canales: rojo, rojo lejano y azul. Para el control, cada uno de los tres canales se mantuvo
constante a 9 umol.m2.s%, Para el tratamiento de luz azul, los canales rojo y rojo lejano se
mantuvieron constantes a 9 umol.m2.s? y la intensidad del canal azul fue incrementada un
20% cada hora (empezando con 3.6 umol.m2.s?) hasta la mitad del fotoperiodo (cuando
llegd al madximo de intensidad, 18 umol.m?2.s) y luego la intensidad fue disminuyéndose
20% cada hora hasta el final del fotoperiodo (alcanzando los valores iniciales). EI mismo
patrén y valores de intensidad se utilizé para el tratamiento de rojo + rojo lejano, donde el
canal azul fue mantenido constante y los otros dos canales iban variando a lo largo del
fotoperiodo. Para el tratamiento de azul + rojo + rojo lejano todos lo canales fueron

variados a lo largo del fotoperiodo.

Experimentos en condiciones naturales

Al cuarto dia del fotoperiodo las plantulas crecidas en condiciones controladas fueron
transferidas a luz solar sin filtrar o bajo una de dos posibles condiciones de sombra
generada por canopeos naturales (sombra suave o densa) en el campo experimental de la
Facultad de Agronomia. Se realizaron diez experimentos a lo largo de un afio, para obtener
un rango de diferentes combinaciones de luz y temperatura. La temperatura dentro de las
cajas fue registrada cada hora usando un data-logger (DS1922L-F5# Thermochron iButton).
La radiacién fotosintéticamente activa, la luz azul, roja y roja lejana fueron registradas a

cada hora mediante un sensor de 4 canales (SKR 1850, Skye Instruments) (Fig. S1).

Modelo de crecimiento

Para desarrollar el modelo de crecimiento se partié de un modelo base (Legris et al.,
2016). De acuerdo con este modelo, el crecimiento depende de la actividad de phyB, la

actividad de otros fotorreceptores y la temperatura del ambiente.
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G
G = 0

1+K.Dy+a. [(7)~(zgog)/ + b1 +c. Dy [(7)~(50¢) 7

Donde G indica la tasa de crecimiento en 9h, Go, el crecimiento maximo, I, la irradiancia,
y T, la temperatura. La tasa mdaxima de crecimiento fue obtenida por el mutante de

phyBa30°Cy 10 0 1 pmol.m2.s?,

Dado a que este modelo fue usado como base y a que expresa los crecimientos en tasas
en 9 h, el modelo desarrollado a partir de este también los expresa de la misma manera.
Para poner a prueba el modelo, las tasas (en mm/h) observadas fueron transformadas

en incrementos en 9 h multiplicando las tasas por 9.

En primer lugar, se parametrizaron las acciones de phyA y criptocromos individualmente
y se reemplazé el término relacionado con la actividad de otros fotorreceptores (6. /)
con estos nuevos términos. Luego, se evalud la necesidad de agregar términos

relacionados con las fluctuaciones de luz y temperatura.

- Accién de phyA (d . (k1 + k2)):

Se usaron los datos de crecimiento de Col y phyA de los experimentos de R+RL (Fig. 2.1)
y se realizd un analisis de regresion lineal simple para cada genotipo. Como variable
dependiente se usoé la inhibicidn del crecimiento del hipocotilo (Go/G) y como variable
independiente, ki+ko. Dado que la actividad de phyA cambia con las diferentes
relaciones de R:RL, este analisis fue realizado para cada uno de los sets de crecimiento

obtenidos bajo 5 relaciones diferentes de R:RL (1.09, 0.44, 0.20, 0.7 y 0.001).

- Accion de los criptocromos

Se usaron los datos de crecimiento de Col y crylcry2 de los experimentos de luz azul
(Fig. 2.2) y se realizd un analisis de regresién lineal simple para cada genotipo. Como
variable dependiente se usd la inhibicién del crecimiento del hipocotilo (Go/G) y como
variable independiente, la intensidad de luz azul (irradiancia entre 400-500 nm).

La contribucién de cada uno de los criptocromos fue calculada usando los datos de los
experimentos realizados en condiciones controladas (crecimientos obtenidos a partir de
distintas combinaciones de luz y temperatura). Se comparé la diferencia entre la media

de crecimiento del WT y del doble mutante (WT - crylcry2) con la diferencia entre la
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media de crecimiento del WT y de los mutantes simples por separado (WT - cryly WT -
cry2). La diferencia entre el WT y crylcry2 constituye el 100% de la accién de los
criptocromos. La relacién entre este valor y la diferencia entre WT vy cryl o cry2

constituye la contribuciéon de cada uno de los criptocromos por separado.

- Impacto de las fluctuaciones diarias de temperatura

Se realizaron ajustes ad-hoc usando regresion lineal con los datos de crecimiento
obtenidos bajo condiciones de temperatura fluctuante. La variable independiente usada
en este analisis fue la “Amplitud térmica” (la diferencia entre las temperaturas maximas
y minimas del dia, con un signo negativo si la temperatura decrecia en lugar de crecer
durante la primera mitad del dia) multiplicado por el genotipo (WT/phyA/cry2, cryl,
phyB, crylcry2 o phyAphyB).

- Impacto de las fluctuaciones diarias de luz
El modelo consiguid predecir el crecimiento con una precision razonable dentro del
rango probado en estos experimentos y no hubo necesidad de agregar un efecto

relacionado con las fluctuaciones diarias de luz.

Patrones de temperatura para analisis del impacto de las fluctuaciones de

temperatura

Se buscé seleccionar tres localidades en Argentina que tengan 10 h de fotoperiodo en
algun momento del afo, pero caracteristicas geograficas distintas. Una de las
localidades (25 de Mayo) tiene un patrén de amplitud térmica considerable, otro
(Ingeniero Jacobacci) tiene una pequefia amplitud térmica, y el udltimo (Puerto
Pirdmides) tiene una influencia oceanica importante entonces presenta inversion

térmica.

Los patrones de temperatura de los dias elegidos fueron obtenidos del portal del SIGA

(Sistema de Informacion y Gestion Meteoroldgica, INTA, http://siga2.inta.gov.ar/). Los

patrones simulados fueron elegidos en base a su similitud entre las temperaturas
medias de forma que las diferencias en las respuestas se debieran a las fluctuaciones y
no a las diferencias térmicas. Cada uno de los tres patrones elegidos tiene una

temperatura media cercana a los 10°C.

27



Materiales y Métodos

Datos climaticos de las distintas localizaciones globales

Se seleccionaron 100 localizaciones diferentes en la Tierra que tuvieran 10 h de luz
diaria en algun mes del afio. Los datos de horas de luz diarias fueron obtenidos del
portal POWER  (Prediction of Worldwide Energy Resource Project,

https://power.larc.nasa.gov).

Los datos de las variables climaticas actuales y de las proyecciones futuras (temperatura
maxima, minima y radiacién solar) para las 100 localizaciones en esos meses especificos
fueron obtenidos del portal CCAFS-Climate (http://www.ccafs-climate.org). Los sets de

datos fueron procesados utilizando GIS software (QGIS 3, http://www.qgis.org/).

Para las proyecciones futuras (década 2080), se utilizé el modelo climatico (http://ccafs-
climate.org/data_spatial_downscaling/) y el escenario de emisiones A1B. Este escenario
predice una economia global integrada caracterizada por un rdpido crecimiento
econdmico, una poblacion que llega a los 9 billones para el afio 2050 y luego decrece
gradualmente, y un rapido desarrollo de energias alternativas que facilitan el
crecimiento econémico mientras que limitan y eventualmente reducen las emisiones de

carbono.

Los datos de luz y temperatura fueron usados para estimar G bajo condiciones de luz
solar. En base al impacto del canopeo en la temperatura y luz observados en los
experimentos a campo, se corrigieron estos datos para estimar G en condiciones de

sombra suave y densa.

Extraccion de RNA y analisis de RNAseq

Se cultivaron plantulas de genotipo Columbia bajo condiciones controladas de luz y
temperatura, combinando dos condiciones de luz (luz blanca y sombra densa) con dos
temperaturas (20 y 28°C). Se obtuvieron 3 réplicas biolégicas de cada tratamiento. Las
plantulas se cosecharon en nitrogeno liquido al final de fotoperiodo del cuarto dia. Se
realizé la extraccion total de RNA utilizando el Spectrum Plant Total RNA kit (Sigma-

Aldrich) siguiendo las indicaciones del fabricante.
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Para estimar la concentracién y la calidad de las muestras se us6 un NanoDrop 2000c
(Thermo Scientific) y un Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) con un Agilent
RNA 6000 NanoKit, respectivamente. Se secuenciaron tres réplicas por cada
tratamiento. Las lecturas obtenidas fueron mapeadas en el genoma de Arabidopsis
thaliana TAIR10 usando TopHat v2.1.1155 (Trapnell, Pachter and Salzberg, 2009) con los
parametros preestablecidos, a excepcién de largo maximo de intron que fue establecido
en 5000pb. Finalmente, a partir de los archivos de alineacién (archivos bam) generados
y empleando scripts de R creados en el laboratorio se obtuvieron las tablas de cuentas
(counts) que permiten analizar la expresién diferencial en base al transcriptoma del
TAIR10. Para el anadlisis de enriquecimiento de genes y ontologia se utilizé la base de
datos del consorcio GO (http://geneontology.org). Tanto la extraccién de RNA, como los
analisis relacionados con el RNAseq fueron realizados con la ayuda del Dr. Esteban

Hernando.

Microscopia confocal

Se analizaron las lineas transgénicas pPIF4:PIF4-GFP, pHY5:HY5-YFP y DII-VENUS. Las
imagenes se tomaron con un microscopio confocal LSM5 Pascal (Zeiss) con un lente
objetivo Plan-Apochromat 40x/1.2 con la ayuda de la Licenciada Cecilia Costigliolo. Para
la visualizacién de cloroplastos, las sondas se excitaron con un laser de He-Ne (A = 543
nm) vy la fluorescencia fue detectada usando un filtro LP560. Para visualizar las proteinas
fusionadas a GFP o YFP y DII-VENUS, las sondas fueron excitadas con un laser de Argén
(A = 488 nm) y la fluorescencia fue detectada usando filtros BP 505-530 y BP 505-570,

respectivamente.

Ensayo de actividad para lineas fusionadas a marcador GUS

Para medir la actividad GUS se realizdé una extraccion de proteinas a partir de 50 mg de
plantulas utilizando nitrégeno liquido y buffer de extraccién (50 mM buffer fosfato, pH
7.4, 0.1% SDS, 0.1% Triton X-100, 10 mM [-mercaptoetanol y 10 mM EDTA). La
concentracién de proteinas totales fue determinada mediante la técnica de Bradford. Se
incubaron 50 pl de extracto con 150 pl de buffer MUG (1mM (Duchefa) en buffer de

extraccién) por 90 minutos. Se tomaron alicuotas de 50 pl a los 0, 30, 60 y 90 minutos y
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la reaccion fue detenida en 150 pl de 0.3 NazCOs. La fluorescencia fue medida mediante

un fluorimetro Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector y expresada como

nanomoles de producto 4-MU por minuto y por mg de proteina.

Ensayos de bioluminiscencia

Para medir la abundancia y estabilidad de PIF4 y HFR1 se utilizaron plantulas de
pPIF4:PIF4-LUCy p355:HFR1-LUC a las que se les agrego 20 pl de 0.5mM D-Luciferina en
la mitad del fotoperiodo del tercer dia. La actividad luciferasa fue detectada con un
luminédmetro Centro LB 960 (Berthold) a las 5 h de comenzado el cuarto dia de

fotoperiodo.
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Resultados I: Convergencia y divergencia de respuestas a sefales de luz y temperatura

Especificidad del efecto de la temperatura sobre el crecimiento

De trabajos previos (Gray et al., 1998), se conoce que la elongacion del hipocotilo es
una respuesta termomorfogénica. Sin embargo, esto ha sido probado en rangos de
tiempo largos. A tiempo mas cortos, como los que se han utilizado para este trabajo (10
h), podria ocurrir que la respuesta de elongacion del hipocotilo fuera producto de la
aceleracion general de los procesos metabdlicos y no una respuesta especifica a la
temperatura que implique un cambio en la forma de la planta a tiempo final (respuesta
termomorfogénica). Para comprobar que la respuesta de elongacion del hipocotilo a 10
h es termomorfogénica, se realizdé un experimento en el que se midio la elongacion del
hipocotilo, y el crecimiento del area de los cotiledones para plantulas WT de Arabidopsis
thaliana (Fig. 1.1). Si no hubiera un efecto especifico de la temperatura sobre las

respuestas, ambas cambiarian relativamente en la misma proporcion.
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Figura 1.1 — El aumento de la temperatura provoca cambios especificos en la forma de
plantulas de Arabidopsis thaliana.
A —Tasa de crecimiento del hipocotilo a 20 y 28°C.
B — Tasas de crecimiento del drea de cotiledén a 20 y 28°C.
Los datos corresponden a las medias + EE de 4 réplicas. **, P <0.01

Sin embargo, se observd que la tasa de crecimiento de los hipocotilos aumentd con la
temperatura (Fig. 1.1A), mientras que para el crecimiento del area de los cotiledones, no
hubo cambios (Fig. 1.1B). De esta forma, se comprobd que el aumento en la tasa de
elongacién del hipocotilo en 10 h como respuesta a la temperatura, es una respuesta

termomorfogénica.
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Correlacion entre las respuestas de sombra y temperatura

Las sefales de sombra y temperatura son indicativos de riesgos diferentes para las
plantas. Por lo tanto, en principio, un grupo de plantas que tuviera una capacidad
diferencial de responder a la sombra, no necesariamente tendria que tener la misma

capacidad diferencial de responder a la temperatura.

Para evaluar el grado de correlacion que existe entre las respuestas de sombra y
temperatura, se utilizaron 38 ecotipos distintos de Arabidopsis thaliana y se los expuso a
un fotoperiodo de sombra simulada o de altas temperaturas. Luego, se comparo la
respuesta producida por la sombra con la respuesta producida por las altas
temperaturas (ambas definidas como la diferencia de crecimiento entre cada

tratamiento y un control en luz a temperatura ambiente) (Fig. 1.2 A).
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Figura 1.2 — Correlaciéon entre respuesta a sombra y a temperatura.

A — Diferencia entre la tasa de crecimiento del tratamiento a altas temperaturas y el
control, en funcion de la diferencia entre la tasa de crecimiento del tratamiento de
sombray el control.

B — Diferencia entre la tasa de crecimiento de cada tratamiento y el control, en funcién
de la tasa de crecimiento del control.

Los datos corresponden a las medias + EE de 4 réplicas.
El andlisis de los datos demostrd que existe una gran correlacién entre las respuestas de

sombra y temperatura, ya que los ecotipos que responden mads a una de las sefiales

también responden mas a la otra (Fig. 1.2 A).

33



Resultados I: Convergencia y divergencia de respuestas a sefales de luz y temperatura

Sin embargo, parte de esta correlacidon podria haber sido explicada por una mayor
capacidad general de crecimiento, por lo que ecotipos que tuvieran mayor capacidad de
crecer lo harian indistintamente para ambos tratamientos. Para comprobar que la
correlaciéon no es forzada, se compard la respuesta a cada tratamiento con el
crecimiento del control (Fig. 1.2 B). Este analisis demostré que no existe (al menos
significativamente) una correlacion entre las respuestas de crecimiento para los

distintos tratamientos con la capacidad de crecimiento en el control.

Anadlisis genético de la integracidn de seiales de luz y temperatura

La literatura y los experimentos presentados hasta aqui han descripto una gran
coincidencia entre las respuestas de sombra y temperatura. Para encontrar puntos de
divergencia se utilizé6 un enfoque genético. Se seleccionaron mutantes de elementos
conocidos por su participacion en la respuesta al sombreado y se las expuso a un
fotoperiodo con distintas combinaciones de luz y temperatura, tanto en condiciones
controladas como en condiciones naturales. Luego se compararon los crecimientos de
los mutantes en cada condicién con el crecimiento del WT en la misma condicién (Fig.
1.3). De esta forma se identificarian genes o grupos de genes cuyas respuestas al
sombreado estuvieran afectadas diferencialmente por las condiciones de temperatura.

Sin embargo, la inspeccion visual de los resultados sugiriere que el crecimiento, al
menos para la mayoria de los mutantes, es afectado siempre en la misma proporcion,

independientemente de la condicion de luz o temperatura.
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Figura 1.3 — Tasas de crecimiento de mutantes en funcidon de la tasa del WT, en
plantulas expuestas a un fotoperiodo de distintas combinaciones de luz y temperatura,
en condiciones controladas y naturales. Los datos corresponden a las medias + EE de 4
réplicas.

Para analizar estos resultados en detalle, se ajustd el crecimiento para cada mutante
mediante una regresion lineal multiple con tres variables independientes: la primera,

relacionada con el efecto compartido de la sombra y la temperatura; la segunda, con el
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efecto especifico de la sombra; y la Ultima, con el efecto especifico del aumento de la
temperatura. La respuesta compartida es la regresion entre el genotipo WT y el mutante
para cada condicidn. Luego, se analizo la significancia de los coeficientes asociados a

cada variable en cada uno de los mutantes (Fig. 1.4).
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Figura 1.4 — Coeficientes obtenidos por regresion multiple para cada factor a partir del
ajuste del crecimiento de cada mutante en funcién del impacto combinado de
sombreado y las altas temperaturas, del impacto especifico por sombreado, y del
impacto especifico por altas temperaturas. Para los casos donde el coeficiente es
estadisticamente significativo (P<0.05), se muestra el porcentaje de varianza explicado
por el mismo. Los datos corresponden a los coeficientes + EE.

Para todos los mutantes se observd que el efecto compartido por la sombra y la
temperatura es muy significativo, y que explica aproximadamente entre el 65% y el 90%
de la varianza. En algunos pocos casos se observd un efecto especifico de la sombra
(hy5, iaal9, pifd pif5, pif5 y pif7) pero éste no consiguié explicar mas del 1% de la
varianza. Para todos ellos los coeficientes son negativos y esto indica que el impacto de
hy5 es algo menor para la sombra que para la temperatura y el de iaal9, pif4 pif5, pif5y
pif7 es mayor para sombra que para temperatura. Para el Unico caso donde el efecto
especifico de la temperatura resulto significativo (cop1), el factor sélo consiguid explicar
el 0.5% de la varianza. De esta forma, los resultados indican que los efectos de sombray
temperatura no pueden separarse genéticamente, ya que el factor donde el efecto es
combinado resulté significativo para todos los mutantes, y los factores especificos, en
los casos en los que fueron significativos, no consiguieron explicar mas del 1% de la

varianza.
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Analisis de la contribucion de PIF4 a nivel molecular: divergencia de senales

A partir del analisis del crecimiento de los mutantes se pudo observar que las
mutaciones en diferentes elementos de la red de sefializacion tienen un impacto similar
sobre las respuestas de sombra y temperatura. Esto sugiere que cada uno de los
elementos es afectado por ambas sefiales en el mismo sentido (es decir, una

convergencia de las sefales).

Para profundizar el estudio, se eligié analizar a nivel molecular el impacto de PIF4 sobre
el crecimiento. En primer lugar, se evalué cémo la abundancia de PIF4 es regulada por la
sombra y la temperatura. A través del analisis por microscopia confocal de lineas
transgénicas que portan a la proteina PIF4 fusionada a GFP bajo el control del promotor
de PIF4, se observd que la abundancia de PIF4 aumenta con las mayores intensidades de
sombra y con el aumento de la temperatura (Fig. 1.5 A). Esto era sabido de trabajos
anteriores (Legris et al., 2017). Pero en este caso, ademads, se midid la tasa de
crecimiento del hipocotilo de lineas WT en las mismas condiciones. Con estos datos se
analizé la respuesta de crecimiento en funcion de la abundancia de PIF4 (Fig. 1.5 B). Los
datos muestran que el crecimiento aumenta con los niveles de PIF4 incrementados por
niveles crecientes de sombreado, pero que este aumento no es cuantitativamente igual
a todas las temperaturas. A medida que aumenta la temperatura disminuye el efecto de
PIF4 sobre el crecimiento, lo que se evidencia en la disminucion de las pendientes de

respuesta.
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Figura 1.5 - Impacto de PIF4 sobre el crecimiento en respuesta a sombra y temperatura.
A — Cuantificaciéon de la intensidad de fluorescencia en lineas pPIF4:PIF4-GFP expuestas
a distintas combinaciones de luz y temperatura. Los datos corresponden a las medias *
el EE de 4 réplicas de dos experimentos normalizados.

B — Tasa de crecimiento del hipocotilo de linea WT a distintas combinaciones de sombra
y temperatura, en funcién de la abundancia de PIF4. Los datos corresponden a las
medias * EE de 4 réplicas.

37



Resultados I: Convergencia y divergencia de respuestas a sefales de luz y temperatura

De alguna manera, el impacto de PIF4 se encuentra atenuado a altas temperaturas. Esto
sugiere que en estas condiciones existe algin componente que esta frenando la accién
de PIF4. De ser asi, este elemento deberia ser un regulador negativo de PIF4 y su
actividad deberia disminuir con la intensidad de sombreado y aumentar con la
temperatura. De esta forma, la sefializacion por sombra y temperatura tendria aqui un

punto de divergencia.

Un elemento que, en principio, podria cumplir con las caracteristicas mencionadas es
HFR1. HFR1 es un factor que interactua con PIF4 formando un heterodimero y
provocando que PIF4 pierda la capacidad de unirse a sus promotores blanco de DNA
(Hornitschek et al., 2009). Mediante ensayos de bioluminiscencia en lineas p35S:HFR1-
LUC se evalud la estabilidad de HFR1 para las mismas combinaciones de luz y
temperatura utilizadas en el andlisis de PIF4 (Fig. 1.6 A). Lo mismo se realizé también
para una linea pPIF4:PIF4-LUC a modo de control. Los resultados indicaron que la
estabilidad de la proteina HFR1 aumenta con la temperatura y disminuye con la
intensidad de sombra, con lo que cumpliria con las caracteristicas necesarias para ser un

atenuador del impacto de PIF4 sobre el crecimiento a altas temperaturas.
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Figura 1.6 — Evaluacién de HFR1 como atenuador del impacto de PIF4 sobre el
crecimiento a altas temperaturas

A — Intensidad de luminiscencia de lineas p35S:HFR1-LUC y pPIF4:PIF4-LUC en distintas
combinaciones de luz y temperatura. Los datos corresponden a las medias + EE de 72
réplicas.

B — Tasa de crecimiento del hipocotilo de linea WT y mutante hfrl a distintas
combinaciones de sombra y temperatura, en funciéon de la abundancia de PIF4. Los
datos corresponden a las medias * EE de 4 réplicas.

38



Resultados I: Convergencia y divergencia de respuestas a sefales de luz y temperatura

Para las mismas combinaciones de sombra y temperatura se midié la tasa de
crecimiento del mutante hfrl (Fig. 1.6 B). Si HFR1 actla como atenuador del impacto de
PIF4 en el crecimiento a altas temperaturas, entonces el efecto de la atenuacion se
perderia (al menos parcialmente) en el mutante. Los datos de crecimiento del mutante
muestran que efectivamente hay una menor atenuacién, algo que queda evidenciado
en la menor disminucién de las pendientes de respuesta con el aumento la temperatura

en comparacioén con el WT. Sin embargo, la pérdida de atenuacién no es completa.

Convergencia y divergencia a nivel transcripcional

Los datos presentados hasta aqui sugieren que las seiiales de luz y temperatura tienen
una importante convergencia, pero que esta convergencia no es total. Para identificar
puntos a nivel transcripcional donde las sefales converjan o diverjan, se extrajo RNA de
plantulas WT expuestas a luz o sombra, en combinaciéon con dos temperaturas (20° y
28°C), y a partir de estas muestras se realizé un andlisis de RNAseq. A partir de un
analisis de varianza factorial, los genes diferencialmente expresados se separaron en
funcidon de si su expresién variaba con la condicidn de luz, con la de temperatura, o con
combinaciones de ambas. Luego, fueron agrupados en clusters de acuerdo a la similitud
de los patrones de respuesta dentro de cada grupo estadistico (Fig. 1.7 A). Para cada
cluster se realizé un analisis de ontologia para estudiar con qué procesos estan
relacionados los genes enriquecidos en cada uno de ellos (Fig. 1.7 B). Por ultimo, algunas
de las predicciones obtenidas a partir del analisis de ontologia fueron probadas de
forma independiente. Los resultados mostraron que existen varios procesos que son

regulados por una de las variables, pero no por la otra. Es decir, puntos de divergencia.
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Figura 1.7 — Anadlisis de RNAseq para muestras de plantulas del WT expuestas a luz o
sombra, en combinacidn con dos temperaturas distintas (20° y 28°C).

A, B y C — Clusters obtenidos a partir de los genes que mostraron expresién diferencial:
A) solo en las distintas condiciones de luz, B) solo en las distintas condiciones de
temperatura, y C) en combinaciones de luz y temperatura.

D —Analisis de enriquecimiento de ontologia de genes. Se muestran los procesos
funcionales a los que corresponden los genes diferencialmente expresados en cada
cluster. El tamafio de las burbujas corresponde al Factor de Representacion (FR), y el
color, a la significancia estadistica (p-valor obtenido en el andlisis).
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En este sentido, por ejemplo, los genes relacionados con los procesos de metabolitos
secundarios, como los fenilpropanoides y los flavonoides que incluyen pigmentos foto-
protectores, solo estan afectados por la condicion de luz (suben en luz y bajan en
sombra), pero no por la de temperatura. Esto también ocurre para el grupo de genes
relacionados con el escape al sombreado y el transporte de auxinas, que suben en
sombra y bajan en luz. Para el caso de los transportadores, la prediccidon observada se
verific6 mediante un ensayo de actividad GUS para una linea que expresa el gen
reportero bajo el control del promotor de PIN3, un importante transportador de auxinas
(Friml et al., 2002) (Fig. 1.8). Los resultados de este ensayo confirmaron que la expresién

del transportador aumenta con la sombra, pero no es modificada por la temperatura.
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Figura 1.8 — La expresion de PIN3 es modificada por la condicién de luz, pero no por la
de temperatura.

Actividad GUS medida para luz y sombra a dos temperaturas distintas. Los datos
corresponden a las medias £ EE de 3 réplicas bioldgicas. *, P <0.05.

También se observaron grupos de genes que solo son afectados por la temperatura y no
por la condicién de luz, como, por ejemplo, los relacionados con la respuesta al calor, el
plegado de proteinas y el splicing de mRNA. Estos genes estarian asociados a la

aclimatacion a altas temperaturas (Wahid et al., 2007).

Sin embargo, se encontraron también muchos grupos que son afectados tanto por la
condicidn de luz, como con la temperatura, o por combinaciones de ambas. Esto implica
convergencia de las sefiales. Por ejemplo, existen grupos de genes que, a pesar de estar
relacionados especificamente con la respuesta a luz, aparecen regulados por
temperatura o por la combinacién de sombra y temperatura. La expresion de los genes
relacionados con el crecimiento celular aparece promovida por la sombra y también por

la combinacion de sombra y temperatura. Lo mismo ocurre para el caso de los genes
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relacionados con la respuesta al estimulo producido por las auxinas, donde el efecto del
sombreado pareceria ser mas fuerte que la combinacién con temperatura. Esto ultimo

se confirmé mediante el uso de distintos reporteros (Fig. 1.9).
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Figura 1.9 — La expresion de los genes relacionados con el estimulo por auxinas son
afectados fuertemente por el sombreado y, en menor medida, por la temperatura.

Ay B — Actividad GUS medida para luz y sombra a dos temperaturas distintas, para las
lineas plAA19:GUS y pDR5:GUS, respectivamente. Los datos corresponden a las medias
+ EE de 3 réplicas bioldgicas. *, P <0.05; **, P <0.001.

C — Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia en lineas DII-Venus expuestas a 4
combinaciones de luz y temperatura. Los datos corresponden a las medias + el EE de 4
réplicas de dos experimentos normalizados. ***, P <0.0001

Se realiz6 un ensayo de actividad GUS para la linea plAA19:GUS en plantulas expuestas a
las mismas condiciones usadas para el RNAseq (Fig. 1.9 A). Se sabe que la expresién de
IAA19 aumenta en condiciones de sombreado y esto se observé también en los ensayos
de actividad: el sombreado tiene un gran efecto en la promocién de la expresion del
gen. Sin embargo, el efecto de la temperatura pareceria ser bastante menor. Lo mismo
se realizé para la linea pDR5-GUS (Fig. 1.9 B). pDR5 es un promotor sintético que
responde a auxinas y al estar fusionado al gen reportero GUS se utiliza como un
estimador de la transcripcidn regulada por auxinas. Al igual que para el caso de IAA19,
se observd un gran efecto del sombreado y un menor efecto de la temperatura
(evidente en la combinacion de temperatura alta y sombra).

Por ultimo, se cuantificod la intensidad fluorescencia de lineas DII-VENUS en plantulas
expuestas a las mismas combinaciones de luz y temperatura (Fig. 1.9 C). DIl es un
dominio presente en la mayoria de las proteinas AUX/IAA, a través del cual se media su
degradacion dependiente de auxinas. De esta forma, DI/I-VENUS es un reportero del

estimulo producido por las auxinas. En este caso, se vuelve a observar un efecto
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producido por el sombreado pero también se evidencia un efecto fuerte de la

temperatura, lo que coincide con lo reportado en la literatura (Gray et al., 1998).

Un elemento que se analizd en particular por su importancia en la regulacién del
crecimiento fue HY5. El analisis de expresién demostré que los niveles de HY5 estan

afectados por la temperatura, pero no por el sombreado (Fig. 1.10 A).
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Figura 1.10 — La expresion de HY5 y la abundancia de la proteina son afectadas
fuertemente por la temperatura y, en menor medida, por el sombreado.

A — Niveles de expresion de HY5 en las distintas condiciones de luz y temperatura. Los
valores corresponden al nimero de lecturas del gen obtenidos en el analisis de RNAseq.
*, P <0.05; **, P <0.001.

B — Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en lineas pHY5:HY5-YFP expuestas a

distintas combinaciones de luz y temperatura. Los datos corresponden a las medias *
el EE de 4 réplicas de tres experimentos normalizados. *, P <0.05; ****, P <0.00001.

Este resultado se comprobd mediante el analisis por microscopia confocal de la linea
pHY5:HY5-YFP para plantulas expuestas a 9 combinaciones distintas de luz, sombra y
temperatura (Fig. 1.10 B). Al igual que en el andlisis de expresion del gen, se observd
que la abundancia de HY5 disminuye con el aumento de la temperatura, pero no con el

sombreado (excepto a la temperatura mas baja).

Por ultimo, los resultados mostraron convergencia también a nivel funcional. El
fototropismo, que se conoce que es una respuesta promovida por la sombra (Goyal et
al., 2016), aparece también regulado por la combinacién de sombra y temperatura. Esto
sugiere que la respuesta fototrdpica podria no depender Unicamente de la condicién de
sombreado. Para poner a prueba si la temperatura tiene algun efecto sobre el

fototropismo, se midid el angulo de curvatura del hipocotilo de plantulas expuestas a un
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fotoperiodo de distintas temperaturas, con la fuente de luz irradiando de forma lateral

(Fig. 1.11).
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Figura 1.11 — La temperatura afecta a la respuesta fototrépica.
Angulo de curvatura del hipocotilo con respecto a la vertical, en plantulas WT expuestas

a distintas temperaturas. Los datos corresponden a las medias + EE de 4 réplicas. *, P
<0.05; **, P <0.001; **** P <0.00001

Confirmando lo predicho por el analisis de RNAseq, los resultados mostraron que el

fototropismo esta fuertemente afectado por la temperatura: a medida que la

temperatura aumenta, mayor es la respuesta fototrépica.

Efecto de la temperatura sobre el crecimiento para distintas condiciones de luz

Trabajos previos han sugerido que la temperatura promueve el crecimiento del
hipocotilo para proteger a la planta de las temperaturas mas altas promoviendo que los
meristemas y tejidos fotosintéticos queden lejos del suelo caliente y puedan refrigerarse
(Crawford et al., 2012). Cuanto mayor es la intensidad de luz, mayor es la temperatura y
mas probable es que la planta sufra shock térmico. Por lo tanto, la expectativa es que la
respuesta de crecimiento en funcién de la temperatura sea mayor con el aumento de la
intensidad de la luz.

Para evaluar como las condiciones de luz o sombreado afectan la respuesta de
crecimiento a la temperatura, se midié el crecimiento a distintas temperaturas para

plantulas WT expuestas a diferentes intensidades de luz y sombra (Fig. 1.12 A).
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Figura 1.12 — Efecto de la temperatura sobre el crecimiento para distintas condiciones
de luz.

A — Tasa de crecimiento del hipocotilo de plantulas WT crecidas bajo distintas
combinaciones de luz y temperatura en funcién de la temperatura. Los datos
corresponden a las medias + EE de 72 réplicas.

B — Pendientes de respuesta a la temperatura en funcién de la intensidad de luz,
representada como la actividad de los fotorreceptores y definida como (b . | + k . D2).
Las pendientes corresponden a las de las curvas de la Fig. A y fueron obtenidas
mediante regresion lineal.

Al contrario de lo esperado, los resultados mostraron que para todas las condiciones de
luz, el crecimiento aumenta con la temperatura pero que este aumento es mayor
cuanto menor es la intensidad de luz (Fig. 1.12 B). En otras palabras, el efecto de la
temperatura sobre el crecimiento tiene un mayor impacto en las condiciones de

irradiancias bajas.
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Resultados II: Modelo de crecimiento

Modelo basico de crecimiento bajo condiciones estables de luz y temperatura

Para la generacion del modelo matematico de crecimiento en condiciones naturales, se
tomdé como base el modelo desarrollado por (Legris et al., 2016). Este predice la tasa
promedio de crecimiento del hipocotilo de plantulas de 3 d como funcién de la actividad
de phyB, la temperatura y la irradiancia de luz blanca. El ultimo término es utilizado para
incorporar la actividad de los fotorreceptores adicionales (phyA, cryl y cry2), que no
estan incluidos en el término correspondiente a phyB. Para que el modelo fuera mas
preciso en condiciones de radiacién natural, donde los cambios en la composicién
espectral pueden alterar la activacién relativa de los diferentes fotorreceptores, se
modelaron las contribuciones especificas de phyA, cryl y cry2 bajo condiciones
controladas. Al igual que en el modelo previo, el crecimiento (G) esta representado
como una funcién de su crecimiento maximo (Go) dividido por la suma de todos los
términos que reducen su crecimiento por debajo del maximo (phyB, bajas temperatura,

phyA, cryly cry2) mas 1 (G=Go si no hay términos de inhibicion).

Para parametrizar el término correspondiente a phyA (Fig. 2.1) se midié G tanto en el
WT como en el mutante phyA en plantulas de 3 d expuestas a un fotoperiodo de
distintas mezclas de rojo + rojo lejano, cada una en un rango de altas irradiancias. La
figura 2.1 A muestra la relacidén Go/G para una de esas mezclas en funcion de la suma de
las tasas de fotoconversion de Pr a Pfr (k1) y de Pfr a Pr (k2). Go/G aumenta por encima
de 1 cuando hay inhibicidn (es decir, G<Go). Para una composicién espectral dada, k1+k2

aumenta con la irradiancia.
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Figura 2.1 — Modelado de la contribucién de phyA en el control del crecimiento del

hipocotilo.

A — Inhibicién del crecimiento del WT y del mutante phyA en respuesta a la irradiancia
(para un R:RL=1.09), representada por la suma de las tasas de fotoconversion (k1+k2).
Los datos corresponden a las medias £ EE de al menos 4 réplicas. Para los R:RL
restantes, ver Anexo, Fig. S2.

B — Relacién entre la diferencia entre las pendientes de respuesta a k1+k2 del WT y de
phyA, y la relacién k1/(k1+k2), que aumenta con la proporcion de luz roja en las
distintas mezclas.

El mutante phyA retuvo un grado de inhibicion significativo (mediado por phyB) y la
diferencia entre las pendientes del WT y phyA provee una estimacidén del efecto
inhibitorio de phyA. La figura 2.1 B muestra la diferencia entre las pendientes del WT y
phyA obtenidas de la misma forma que para la figura 2.1 A, pero observadas para
distintas R:RL. Las pendientes de Col — coeficiente de accidn de phyA (d) — obtenidas de
estos andlisis fueron graficadas en funcion de ki/(ki+kz) y se ajustd una ecuacidn no
lineal (las pendientes de phyA no fueron significativamente distintas a cero en ningun
caso):
d =721 x e32xk1/(k1+k2) _ 4 059

El efecto de la composicidon espectral sobre la accion de phyA queda demostrado
cuando se analizan las pendientes calculadas en funcion de la relacién k1/(k1+k2) (se
prefirid el uso de esta relacién en vez de la relacién R:RL porque las tasas de
fotoconversién son calculadas con la informacion provista por el espectro completo de
luz). El efecto inhibitorio de phyA es mdaximo para el rojo lejano casi puro (la relacién
k1/(k1+k2) mas baja) y cae abruptamente con el aumento de la proporcién de rojo hasta

llegar a un plateau. Este comportamiento es consistente con el efecto ya conocido de
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phyA bajo luz rojo lejana: la contribucién de phyA incluso bajo rojo lejano puro cuando
la irradiancia es lo suficientemente alta.
La contribucién de phyA fue modelada incorporando al denominador de la ecuacion un
término donde k1+k2 es multiplicado por la pendiente que depende de k1/(k1+k2) (Fig.
2.1B), donde tanto k1 como k2 fueron calculados a partir de los espectros luminicos.
De esta manera, la accion de phyA en el crecimiento del hipocotilo queda representada
por:

d.(kitkz). PHYA
donde PHYA=1 si phyA esta presente o 0 si no lo esta.

Para parametrizar los términos correspondientes a cryly cry2 (Fig. 2.2) se midié G tanto
en el WT como en el mutante cryl cry2 en plantulas de 3 d expuestas a un fotoperiodo
de distintas irradiancias de luz azul. La figura 2.2 A muestra la relacion Go/G graficada en
funcion de la irradiancia de luz azul (400-500 nm). La pendiente de Col determind la
accion de crylcry2 (e = 0.048) y la pendiente del doble mutante no fue

significativamente distinta a cero.
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Figura 2.2 — Modelado de la contribucién de los criptocromos en el control del
crecimiento del hipocotilo.

A — Inhibicién del crecimiento del genotipo WT y del doble mutante cryl cry2 en
respuesta a la irradiancia de luz azul. Los datos corresponden a las medias * EE de 4
réplicas.

B — Crecimiento de los mutantes cryl y cry2 relativos al crecimiento del mutante cry1
cry2.

Para discriminar el rol de cada uno de los criptocromos se comparé la diferencia de

crecimiento entre el WT y el doble mutante cryl cry2 con la diferencia de crecimiento
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entre el WT y los simples mutantes cryl y cry2. Estos crecimientos fueron obtenidos a
partir de un grupo de plantas cultivadas bajo un rango de condiciones de luz y sombra

simuladas.

La figura 2.2 B indica una redundancia genética fuerte entre cryl y cry2 porque la
mutacién cry2 en si misma genera una reduccién de G (matemadticamente, una
“inhibicion negativa”) pero libera significativamente el crecimiento potencial cuando se
encuentra combinada con la mutacion cryl.
La contribucidon de cryl y cry2 fue modelada incorporando al denominador de la
ecuacién un término donde la irradiancia de luz azul es multiplicada por la pendiente de
las mutaciones combinadas y por la contribucion especifica (Fig. 2.2 B, 1 si se trata del
mutante cry1 cry2).
De esta forma, la accion de los criptocromos en el crecimiento del hipocotilo queda
representada por:

e . B40o-5s00nm . CRY
donde CRY es 1 si ambos criptocromos estdn presentes, 0.76 si solo cry2 esta presente o

1.3 si solo cryl esta presente.

Al modelo se le realizaron otros ajustes, ya que se encontré que los datos de
crecimiento obtenidos bajo condiciones controladas de luz y temperatura ajustaban
mejor al modelo al agregar un ajuste ad-hoc. A altas temperaturas (T > 28°C) si cryl o

cry2 estan presentes no hay efecto de la luz azul.

Para modelar el crecimiento de phyA phyB también se necesit6 de un ajuste ad-hoc. Los
datos utilizados fueron obtenidos bajo condiciones controladas de luz y temperatura. Si
bien la forma de la ecuacién no varia, los coeficientes cambian:

Go=3.07 a=21.3. e=0.22 (cuando T<22°C) o0 =0.04 (cuando T>22°C)

Para poner a prueba el modelo se expusieron plantulas de phyA, phyB, phyA phyB, cryl,
cry2 y cryl cry2 a distintas condiciones de luz y sombra simuladas, en combinacidn con
distintas temperaturas. La figura 2.3 muestra la relacidon entre el G observado vy
predicho, que no se aparta significativamente de relacién 1:1 y que muestra una

precisidon adecuada.
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Figura 2.3 — Valores observados de crecimiento de hipocotilo (G) en plantulas de siete
genotipos crecidas bajo diferentes combinaciones de luz/sombra y temperatura versus
los valores predichos por el modelo. Las diferentes condiciones de luz, genotipos y
temperaturas se muestran con distintos cddigos de colores para evidenciar que la
relacidon entre valores observados y predichos no presentan sesgos para ninguno de
estos factores (dentro del rango probado aqui). Los datos corresponden a las medias +
EE de 4 réplicas.

El impacto de las fluctuaciones de temperatura

Si bien el modelo base consigue capturar el impacto de la temperatura, estos
experimentos fueron realizados bajo condiciones en las que este pardmetro se mantuvo
constante durante el fotoperiodo, algo que no es tipico en los ambientes naturales. Para
evaluar el impacto de las fluctuaciones de temperatura primero se buscaron patrones
naturales caracterizados por tener tendencias diarias divergentes, pero no grandes

diferencias en el valor medio, en lugares con fotoperiodo de 10 h.
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Figura 2.4 — Localidades seleccionadas para analizar el impacto de las fluctuaciones

térmicas
A — Localizacion geografica de las localidades.
B — Patrén de temperatura en funcién del tiempo para cada localidad.
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Se seleccionaron tres localidades en Argentina (Fig. 2.4) y se expusieron plantulas del
genotipo WT y de mutantes de fotorreceptores a un fotoperiodo estable en una cdmara
de crecimiento configurada manualmente para reproducir los patrones de temperatura
elegidos y un control a temperatura constante. Se midié G a diferentes tiempos del
fotoperiodo (Fig. 2.5). Tanto el andlisis y seleccién de las localidades como la realizacidon
de estos experimentos y las mediciones de crecimiento estuvieron a cargo de la

Licenciada Sofia Poodts.
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Figura 2.5 — Tasas de crecimiento de hipocotilo observadas para plantulas de siete

genotipos distintos a distintos tiempos. Los datos corresponden a las medias + EE de 4
réplicas.

El andlisis por regresién indicé que el modelo predice mejor el crecimiento para Col y los
mutantes simples cuando se agrega un factor que reduce el crecimiento con el aumento
de la amplitud térmica (diferencia entre el maximo y el minimo de temperatura, con un
signo negativo si la temperatura decrece en lugar de aumentar hasta la primera mitad
del fotoperiodo, como en el caso de Puerto Pirdmides). Para el caso de los dobles
mutantes phyA phyBy cryl cry2 no se observé un efecto estadisticamente significativo
(Tabla 2).

Coeficientes Probabilidad
Ordenada 0,00 #N/A
AT . cryl 0,21 0,02
AT . (WT/cry2/phyA) 0,70 0,00
AT . phyB 0,21 0,01
AT .crylcry2 -0,08 0,29
AT . phyA phyB -0,04 0,14

Tabla 2 — Cuantificacion del efecto de la amplitud térmica (AT) sobre el crecimiento
para cada genotipo.

Se muestran los coeficientes para cada genotipo, con su probabilidad asociada,
obtenidos a partir del andlisis de regresion lineal.
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Los valores predichos por el modelo una vez agregados los factores de correccion,

mostraron una precisién adecuada (Fig. 2.6).
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Figura 2.6 - Valores observados de crecimiento de hipocotilo (G) en plantulas de siete
genotipos crecidas bajo diferentes patrones de temperatura versus los valores
predichos por el modelo. Los diferentes patrones y genotipos se presentan con distintos
cddigos de colores para mostrar que la relacién entre valores observados y predichos
no presentan sesgos para ninguno de estos factores (dentro del rango probado aqui).
Los datos corresponden a las medias + EE de 4 réplicas.

El impacto de las fluctuaciones luminicas diarias

Siguiendo el mismo razonamiento usado para el analisis de temperaturas fluctuantes, se
expusieron plantulas del WT y de los mutantes de fotorreceptores a un fotoperiodo en
el que se ajustd la irradiancia manualmente para obtener un maximo de intensidad al
mediodia (como ocurre normalmente en los ambientes naturales). Se modificd la
intensidad de rojo y rojo lejano o de azul, dejando las otras constantes, o se modificaron
todas las intensidades simultaneamente. Ademas, se agregd un control donde todas las

intensidades permanecieron constantes (Fig. 2.7).
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Figura 2.7 — Patrones luminicos en funcién del tiempo para irradiancia fluctuante e

irradiancia constante.
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Se midid6 G durante la primera y la segunda mitad del fotoperiodo (Fig. 2.8). La
realizacion de estos experimentos y las mediciones de crecimiento estuvieron a cargo de
Patrick Fischbach (Universidad de Dusseldorf, Alemania), durante una visita de

entrenamiento en nuestro laboratorio.
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Figura 2.8 — Tasas de crecimiento para siete genotipos distintos de plantulas crecidas
bajo diferentes patrones de luz. Los datos corresponden a las medias * EE de 4 réplicas.

El modelo (que esta basado en la media de las irradiancias) pudo predecir G en estas
condiciones con una precision adecuada y no hubo necesidad de una correccién

asociada a las fluctuaciones de luz (Fig. 2.9).
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Figura 2.9 - Valores observados de crecimiento de hipocotilo (G) en plantulas de siete
genotipos crecidas bajo diferentes patrones de luz versus los valores predichos por el
modelo. Los diferentes patrones y genotipos se muestran con distintos cddigos de
colores para mostrar que la relacion entre valores observados y predichos no presentan
sesgos para ninguno de estos factores (dentro del rango probado aqui). Los datos
corresponden a las medias £ EE de 4 réplicas.
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Desempeno del modelo con datos a campo

Para poner a prueba el modelo bajo condiciones naturales, se expusieron plantulas de 3
d del genotipo WT y de los mutantes de fotorreceptores a 10 h de fotoperiodo de
radiacion natural bajo luz solar plena o uno de dos niveles posibles de sombra
generados por canopeos de pasto de distinta densidad. El experimento fue repetido 10
veces a lo largo de un afo para obtener un rango amplio de combinaciones de luz y
temperatura. Ambas variables fueron monitoreadas cada hora y sus valores medios
fueron utilizados en el modelo para predecir G. La figura 2.10 muestra la relacion entre
los datos predichos y observados. La relacién no se aparta significativamente del 1:1y
no mostrd ningln sesgo debido a genotipo, condicién de luz o de temperatura. Esto

demuestra que el modelo puede predecir G en condiciones de campo con una precision

adecuada.
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Figura 2.10 - Valores observados de crecimiento de hipocotilo (G) en plantulas de siete
genotipos distintos, crecidas en diferentes momentos del afio bajo distintas
combinaciones de luz/sombra y temperatura, versus los valores predichos por el
modelo. Las diferentes condiciones de luz, genotipos y temperaturas se presentan con
distintos cddigos de colores para mostrar que la relaciéon entre valores observados y
predichos no evidencian sesgos para ninguno de estos factores (dentro del rango
probado aqui). Los datos corresponden a las medias + EE de 4 réplicas.

Impacto de las condiciones climaticas en la respuesta de escape al sombreado a

nivel global

Para evaluar el impacto de las condiciones climaticas en la respuesta de escape al
sombreado, primero se descargaron datos de luz y temperatura de 100 localidades
distintas alrededor de la Tierra (Fig. 2.11) en el momento en el que el fotoperiodo es de

10 h. Este fotoperiodo solo ocurre entre ciertas latitudes y no se incluyeron aquellas en
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las que las temperaturas son extremadamente bajas (temperaturas no adecuadas para

el crecimiento de Arabidopsis).

&3:.. y 'oo": a
¢ fi’f s “ogy

Figura 2.11 — Localizacion geografica de los puntos elegidos.

Los datos de luz y temperatura fueron usados para estimar G bajo condiciones de luz
solar y fueron corregidos por el impacto del canopeo para estimar G bajo condiciones de
sombra suave y densa. La figura 2.12 A muestra los valores de G estimados para
condiciones de luz y sombra, en funcidon de la irradiancia media, la temperatura media o
la amplitud térmica correspondiente de cada localidad (los valores de G son los mismos
en los tres graficos). Las variables ambientales corresponden a la condicién de luz
(aunque se hayan usado las de sombra para calcular G) porque el objetivo es estudiar el
impacto del clima. De las tres variables ambientales, sélo la temperatura media afecté la
magnitud de la respuesta de escape al sombreado (la interaccion entre la temperatura y
luz/sombra es significativa, con un P < 10%%). La magnitud de la diferencia entre G bajo
luz solar comparada con las condiciones de sombra aumenta con las temperaturas

calidas.
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Figura 2.12 — Respuesta de escape al sombreado en funcién de las variables climaticas.
A — Crecimiento predicho por el modelo para las 100 localidades en funcién de las
variables climdticas actuales.

B — Crecimiento observado en los experimentos a campo para plantulas WT en funcion
de las variables climaticas de la condicién de luz.

C — Crecimiento predicho por el modelo para las 100 localidades en funcién de las
variables climaticas actuales, variando las variables de las abscisas y manteniendo las
restantes fijas (usando sus promedios).

La figura 2.12 B muestra un grafico similar, pero en este caso G corresponde a los
valores medidos en los experimentos a campo y sus variables ambientales

experimentales correspondientes. Los resultados mostraron el mismo patrdn,
sustentando de forma independiente la conclusidon basada en el modelo: de las tres
variables ambientales, solo la temperatura media afectd la magnitud de la respuesta de
escape al sombreado (la interaccién entre la temperatura y luz/sombra es significativa,

conun P < 107%),
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Finalmente, G fue nuevamente estimado usando el modelo y las variables
correspondiente a las 100 localidades (Fig. 2.12 C). Sin embargo, en este caso sélo el
parametro indicado en las abscisas fue variado mientras que los otros dos se
mantuvieron fijos (los valores utilizados para estas dos variables en el modelo
corresponden al promedio calculado para las 100 localidades). Los resultados de este
analisis muestran que la irradiancia tedricamente tiene un impacto sobre la respuesta
de escape al sombreado, ya que esta se hace mds intensa con el aumento de la
irradiancia. La comparacién entre la figura 2.12 Ay la 2.12 B indica que el efecto de la
irradiancia no es obvio en condiciones naturales porque se diluye o se contrarresta por

las variaciones en las otras variables ambientales.

Impacto de las condiciones climaticas proyectadas a futuro

El clima es un factor determinante sobre la fisiologia de las plantas. A lo largo del
tiempo, el clima ha demostrado un aumento sustancial en la temperatura media, lo que
afecta perceptiblemente a los procesos fisiolégicos (Walther, 2004). Para evaluar el
impacto del cambio en las condiciones climaticas sobre la respuesta al sombreado, se
descargaron datos de proyecciones de temperatura media, amplitud térmica y radiacion
solar realizadas para la década del 2080 para las 100 localizaciones elegidas. Estos datos
se utilizaron en el modelo para predecir el crecimiento a futuro para las distintas

condiciones de luz (Fig. 2.13).

De acuerdo al analisis, las tasas de crecimiento proyectadas seran mayores a las
actuales, independientemente de la localizacion geografica y de la condicion de luz (Fig.
2.13). Esto se correlaciona con la prediccién del incremento de la temperatura media a
nivel global (Hansen et al., 2006). Sin embargo, este aumento en la respuesta producto
del incremento de la temperatura no impactara relativamente igual para todas las
condiciones (Fig. 2.13 inset). El impacto del cambio en el crecimiento debido a la
evolucién predicha de las variables climaticas, sera significativamente mayor para las
plantas expuestas a condiciones de sombreado intenso que para las expuestas a sombra
leve o luz solar de lugares abiertos. Puesto en otras palabras, nuestro modelo predice un

aumento de las respuestas al sombreado debido al cambio climatico.
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Figura 2.13 — Crecimiento proyectado para década 2080.
Crecimiento proyectado para luz, sombra media y sombra densa en funcién del
crecimiento presente para las mismas condiciones en las 100 localizaciones. Inset:
Diferencia entre el crecimiento proyectado y el crecimiento presente para cada
condicién de luz. Los datos corresponden a la media de las diferencias para cada

condicion * EE.
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Discusion

La elongacidn del hipocotilo es una respuesta termomorfogénica

Como punto de partida de esta tesis resultd necesario establecer si la respuesta
fisiolodgica utilizada en la misma es realmente una respuesta termomorfogénica. La
temperatura afecta a todos los procesos metabdlicos de las plantas en forma general, y
lo hace principalmente a través de cambios en las actividades de las enzimas
involucradas en estos procesos (Ruelland and Zachowski, 2010). Sin embargo, las
respuestas termomorfogénicas implican la generacion de un cambio especifico en la
forma de la planta, que es inducido por la temperatura (Erwin, Heins and Karlsson, 1989;
Moe, 1990). Por lo tanto, no toda respuesta fisiologica afectada por la temperatura es
una respuesta termomorfogénica, ya que no necesariamente estaria implicado un
cambio en la forma de la planta. Por ejemplo, puede ocurrir que un aumento en la
temperatura esté acelerando en forma general todos los procesos metabdlicos. De esta
manera, simplemente se estaria llegando a la misma forma en menor tiempo, pero
podria ser que en un punto final, no haya diferencias morfoldgicas con respecto a una

planta crecida a una temperatura control.

En este sentido, a partir de trabajos previos, es conocido que la elongacién del
hipocotilo en respuesta a la temperatura es, en el mediano plazo, una respuesta
termomorfogénica. En efecto, cuando se estudid la cinética de la respuesta de
elongacién del hipocotilo a distintas temperaturas, se comprobd que a temperaturas
bajas el crecimiento se detiene completamente a los 7 d y no alcanza en tiempos mas
largos los valores observados para las temperaturas altas (Gray et al., 1998). Esto indica
que la temperatura esta provocando un cambio de forma y, por lo tanto, la respuesta es
termomorfogénica. Sin embargo, en los experimentos de esta tesis donde se evalud la
respuesta de elongacién del hipocotilo, el analisis se realizd en un rango temporal

mucho mads corto (10 h).

La aproximacidon que utilizamos para abordar este punto consistio en estudiar dos
variables fisiolégicas en el mismo marco de tiempo. Los resultados muestran que la
elevacion de la temperatura provocd un aumento en la tasa de elongacion del hipocotilo
mientras que la expansién del area de los cotiledones no es incrementada (Fig. 1.1). Esta
observacion permite concluir que la respuesta de elongacion del hipocotilo en 10 h a la

temperatura, es especifica, es decir, es una respuesta termomorfogénica.
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Discusion

Las respuestas del hipocotilo a la sombra y temperaturas calidas muestran una alta

correlacidn genética

Uno de los abordajes utilizados en esta tesis para estudiar el grado de convergencia y
divergencia de las respuestas a la sombra y a temperaturas cdlidas no estresantes, es el
genético. La presencia de plantas vecinas y la probabilidad de exposicidon a una
condicidon de shock térmico representan riesgos diferentes para las plantas. Segun la
literatura, el hecho que el sombreado y las altas temperaturas generen respuestas
morfoldgicas similares (Gray et al., 1998; Crawford et al., 2012; Quint, Delker, Franklin,
Philip A. Wigge, Halliday and van Zanten, 2016) estaria vinculado a que dichas
morfologias reducen tanto las probabilidades de sombreado intenso (Casal, 2012) como
de exposicion a temperaturas elevadas (Quint, Delker, Franklin, Philip A Wigge, et al.,
2016). Las diferentes accesiones de Arabidopsis thaliana, al haber sido cosechadas en
situaciones ecoldgicas diferentes, estarian eventualmente adaptadas en mayor o menor
medida a las situaciones ecoldgicas de su lugar. A priori, no hay razones para suponer
que los riesgos de sombreado y de estrés por alta temperatura se correlacionen para los
distintos ambientes. En efecto, un ambiente arido y cdlido puede combinar un alto
riesgo de exposicidn a golpe de calor y una baja probabilidad de sombreado y uno mas
hamedo v frio, la situacion inversa; ademas de las otras combinaciones posibles. De este
modo, no seria de esperar que, al analizar la variabilidad genética, las respuestas de
crecimiento del hipocotilo a temperaturas calidas y sombra se correlacionen en las
diferentes accesiones.

Sin embargo, los resultados de experimentos en que se analizé la elongacion del
hipocotilo de plantulas expuestas a un fotoperiodo de sombra simulada o de altas
temperaturas en 38 ecotipos distintos, mostraron que existe una fuerte correlacion
entre ambas respuestas (Fig. 1.2 A). Las accesiones que responden mds a una seial

también responden mas a la otra.

Esta correlacién podria deberse, en parte, a una capacidad diferencial en la capacidad
de crecimiento. Esto implicaria que las accesiones que responden mas a una de las
sefiales también responderian mas a cualquier sefal que promoviera el crecimiento. Sin
embargo, los resultados de la Figura 1.2 B prueban que la relacion entre crecimiento y
respuesta es bastante pobre. Por lo tanto, la correlaciéon observada en la Figura 1.1

indicaria procesos de adaptacién compartidos.
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A partir de los resultados de investigaciones previas, se conoce que algunos elementos
que son importantes en la respuesta a la temperatura ya habian sido previamente
descriptos por su rol en las respuestas dependientes de luz (Penfield, 2008; Quint,
Delker, Franklin, Philip A. Wigge, Halliday and Van Zanten, 2016). Dentro de estos
elementos, uno de los mas importantes es el fotorreceptor phyB como integrador de las
sefiales de luz y temperatura (Jung et al., 2016; Legris et al., 2016). Aguas abajo se
puede mencionar a PIF4, que es necesario para la morfogénesis tanto en sombra
(Lorrain et al., 2008), como en altas temperaturas (Foreman et al., 2011). Como se
describe en la introduccidn, la lista también incluye a HY5 (Cluis, Mouchel and Hardtke,
2004), COP1 (Pacin, Legris and Casal, 2013b) y ELF3 (Mizuno et al., 2014; Nieto et al.,
2015). En esta tesis, profundizamos el andlisis realizando una comparacién simultanea
de los impactos a ambas claves ambientales y extendiendo la lista de mutantes. Si las
respuestas a sombra y temperaturas calidas representan ajustes a riesgos ambientales
diferentes, seria de esperar que los impactos de las mutaciones no coincidan
cuantitativamente. Sin embargo, para la mayoria de los mutantes analizados en este
trabajo, se encontré que las respuestas de sombra y temperatura no pueden ser
separadas, ya que el efecto de la respuesta comun a ambas explicé para todos los casos
mas del 65% de la variacion observada en el crecimiento (Fig. 1.4). Algunos mutantes
mostraron efectos especificos para el sombreado o para la temperatura, pero en estos

casos los porcentajes de variacion explicados no superaron el 1%.

Los resultados obtenidos en los experimentos con las accesiones y con los mutantes
evidencian una elevada convergencia genética entre la sefializacidon por luz y por
temperatura. Esto sugiere que el control del crecimiento por ambas claves del ambiente
podria llegar a tener una funcidn comun para ambas respuestas y no la reduccién de
riesgos separados. En efecto, resulta dificil de explicar no ya la utilizacion compartida de
elementos genéticos para enfrentar riesgos ecoldgicos diferentes, sino ademas que

dicha convergencia sea cuantitativa.

La integracion de las respuestas de sombra y temperatura involucra procesos

compensatorios a nivel molecular

En el andlisis de los crecimientos de los mutantes, se observd que las mutaciones

impactan de manera similar sobre las respuestas a sombra y a temperatura elevada.
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Para el caso de PIF4 evaluamos en qué medida esto refleja una misma contribucién al
crecimiento del hipocotilo en las distintas condiciones de sombreado y temperatura.

De trabajos previos, se sabe que la abundancia de PIF4 aumenta con el sombreado y la
temperatura (Legris et al., 2017). En esta tesis se amplid esta informacién cuantificando
la proteina para una condicién mas baja de temperatura y una sombra simulada de
intensidad intermedia, y ademds se midié la tasa de crecimiento del hipocotilo en las
mismas condiciones. A partir de esta informacién analizamos si el impacto de PIF4 sobre
el crecimiento era cuantitativamente similar para cualquier temperatura, graficando el
crecimiento en funcién de la abundancia de la proteina. Si realmente fuera ese el caso,
se observaria que estos se relacionan con una sola linea. Sin embargo, los resultados
demostraron que a medida que la temperatura sube, el impacto sobre la respuesta es
cada vez menor, es decir, la pendiente de la regresion entre PIF4 y crecimiento cae (Fig.
1.5 B). Esta observacion implica que para que el impacto genético sea igual a cualquier
temperatura (como fue observado en la Fig. 1.3), tiene que existir algun elemento que
esté compensando la subida de PIF4 a altas temperaturas y atenuando su efecto. De
otra manera, al comparar los crecimientos del mutante pif4 con el WT, se hubiera visto
gue a temperaturas altas las diferencias entre ambos serian menores que a

temperaturas mas bajas.

De acuerdo a los resultados de la Figura 1.5 B, la estabilidad del elemento que esté
ejerciendo la atenuacién sobre PIF4 deberia disminuir con el sombreado (para que el
crecimiento en funcidn de la abundancia de PIF4 sea mayor en sombra que en luz) y
aumentar con la temperatura (para que el impacto de PIF4 sobre el crecimiento sea
menor con el aumento de la temperatura). Se analizé HFR1 como posible atenuador ya
gue se sabe que es un inhibidor de la accion de PIF4 (Hornitschek et al., 2009) y que su
acumulacién es dependiente de la temperatura (Foreman et al., 2011). Incluso en este
ultimo trabajo se discute sobre la convergencia de las respuestas de luz y temperatura, y
el posible rol de HFR1 en la restriccidn de la respuesta a altas temperaturas dependiente
de PIF4 y PIF5, para evitar la pérdida de biomasa de la planta que ocurre cuando este
control en la respuesta no esta presente (Foreman et al., 2011). Sin embargo, en este
trabajo se analiza a HFR1 en funcién de la luz azul y no en respuesta al sombreado, de
modo que, si bien los antecedentes eran sugestivos, no podian aplicarse sin mas al caso
en cuestion. Por lo tanto, primero fue necesario estudiar la dinamica de HFR1 en las
mismas condiciones en que se midid PIF4. En estos experimentos, se comprobd que la

estabilidad de la proteina disminuye con la sombra y aumenta con la temperatura,

64



Discusion

cumpliendo de esta forma con los requisitos necesarios para atenuar el efecto de PIF4
en condiciones de sombra y alta temperatura. Efectivamente, al analizar el crecimiento
del mutante hfr1 en funcidn de la abundancia de PIF4 se observa que la atenuacién en la
respuesta a altas temperaturas disminuye (las pendientes para las distintas
temperaturas se hacen mds parecidas). La atenuacion no se pierde por completo y esto
podria deberse a la accién de otros factores que actuan de forma similar a HFR1 y que
podrian seguir manteniendo parte de la inhibicién sobre la actividad de PIF4 (como por

ejemplo, PAR1) (Hao et al., 2012).

Estos resultados demuestran que cuando nos internamos en los mecanismos
moleculares es posible observar diferencias entre ambas claves ambientales. De esta
forma, las sefiales muestran un punto de divergencia molecular, demostrado por
primera vez mediante comparacién directa, lado a lado. Dicho esto, esta divergencia
molecular no hace mas que reafirmar la convergencia funcional, ya que gracias a
cambios especificos en HFR1 (y eventualmente en otros reguladores negativos de PIF4)

se mantiene la similitud de impacto de PIF4 en ambos casos.

Las respuestas de luz y temperatura comparten grupos de genes con funciones

especificas

Los resultados presentados en esta tesis muestran que hay una evidente convergencia
de las respuestas a luz y a temperatura, pero que esta convergencia no es total. Para
profundizar en este concepto se realizé un andlisis global de la expresion de genes, que
permitio identificar a escala gendmica puntos de convergencia o divergencia molecular
(Fig. 1.7). Hay varios estudios de expresién en respuesta a seiales de sombreado o de
temperaturas elevadas no estresantes, pero ninguno realizado con ambas variables

simultdaneamente.

Procesos relacionados con el crecimiento y la organizacion de la pared celular, aparecen
como funciones promovidas por sombra y por altas temperaturas, algo en principio
esperable teniendo en cuenta que ambas condiciones generan un incremento en la
elongacién del hipocotilo. Muchos de los genes clasificados como de respuesta de
estimulos a luz y a intensidad de luz son regulados también por la temperatura. En

particular, llaman la atencidn los genes involucrados en la respuesta fototrépica, que
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aparecen fuertemente regulados en la condicion de combinacion de sombra vy
temperatura. El efecto del sombreado en esta respuesta ya ha sido estudiado en
trabajos previos (Goyal et al., 2016), pero la regulacion por temperatura no habia sido
reportada. Este resultado es sorprendente ya que el fototropismo es una respuesta
tipica de luz y, en principio, nada haria suponer que podria tener alguna relacién con la
temperatura. Sin embargo, los experimentos de esta tesis donde se analiza el
fototropismo en funcidon de la temperatura (Fig. 1.11) mostraron que la repuesta
fototrépica aumenta con la temperatura, respaldando con datos funcionales los
resultados observados en el analisis transcripcional. Los procesos relacionados con los
estimulos a auxinas también son compartidos por ambas sefales, y tanto la literatura
(Gray et al., 1998; Stavang et al., 2009; Ruberti et al., 2012), como los experimentos

independientes realizados en este trabajo, comprueban este resultado.

Sin embargo, no todos los procesos fueron compartidos, sino que algunos aparecieron
controlados solo por una de las senales. Por ejemplo, los procesos relacionados con el
metabolismo de flavonoides, con el transporte de auxinas, y los genes relacionados con
el escape al sombreado, aparecen solamente controlados por las sefiales de sombra. Los
procesos relacionados tipicamente con el estrés causado por altas temperaturas que
ocasionan un golpe de calor, como el plegamiento de proteinas, la respuesta al calor, y

el splicing, aparecen solo reguladas por las temperaturas elevadas.

Haciendo una sintesis minimalista, podriamos decir que los resultados demuestran que
las respuestas a sefiales de sombreado y temperaturas elevadas comparten
primordialmente los genes vinculados al crecimiento (necesarios para la morfogénesis) ,
mientras que los genes vinculados a la aclimatacion del aparato fotosintético a bajas
irradiancias y los vinculados a la aclimatacién a altas temperaturas son controlados de

manera especifica por las sefiales de sombra o altas temperaturas, respectivamente.

Generacion de un modelo de crecimiento que predice razonablemente el

crecimiento del hipocotilo en ambientes naturales

Los modelos matematicos son herramientas invaluables para entender las relaciones
entre componentes de un sistema complejo. En un contexto biolégico, los modelos

matematicos facilitan entender la compleja red de interrelaciones entre varios
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componentes de un sistema biolégico, adquirir conocimiento del sistema como un todo,
y, a cambio, predecir su comportamiento (Glynn, Unudurthi and Hund, 2014).

Por definicion, un modelo es una representacién simplificada de un sistema o fenémeno
complejo; una descripcidn hipotética de un proceso real. El desarrollo de un modelo
produce un circulo virtuoso, donde los experimentos alimentan al modelo con datos, y
el modelo provee informacién que guia la investigacion reproduciendo resultados
experimentales, respondiendo preguntas formuladas a partir de observaciones,
identificando los actores mas importantes de un mecanismo dado, y prediciendo nuevos
resultados que deberdn ser validados. Ademas, la capacidad de las simulaciones para
examinar simultdaneamente varios parametros provee explicaciones fisiolégicas posibles
que no podrian ser observadas al mismo tiempo es un solo experimento simple

(Lascano, Matiazzi and Negroni, 2015).

El objetivo de la segunda parte de la tesis fue dilucidar el grado de impacto de las
condiciones climaticas (especificamente patrones de irradiancia, temperatura media y
amplitud térmica), en la respuesta de crecimiento a sefiales de plantas vecinas.

Un enfoque un tanto reduccionista, podria haber sido probar el efecto de sefiales
similares de sombreado en combinacidon con distintas temperaturas e irradiancias en
condiciones controladas. Sin embargo, este tipo de enfoques presentan limitaciones
para predecir el crecimiento, principalmente por una de las siguientes razones. La
primera, es que los ambientes naturales son mucho mas complejos que las condiciones
de crecimiento tipicamente usadas en el laboratorio. Por ejemplo, la luz y la
temperatura fluctdan en ciclos diarios y este patrén es dificil de simular en combinacion
con varias condiciones de luz. La segunda, es que algunas variables ambientales, como la
irradiancia y la temperatura, no fluctian totalmente independiente una de otra en la
naturaleza, y el uso de combinaciones simuladas no necesariamente reflejarian aquellas
gue son mas probables de ocurrir. Por estas razones, se decidié abordar el problema
desde un enfoque un poco mas sofisticado: se incorporaron en un modelo base los
efectos que mas impactan en el crecimiento en ambientes naturales, y, una vez probado
gue el modelo funciona para crecimientos obtenidos en estas condiciones, se analizé el

impacto de las variables climaticas en la respuesta a plantas vecinas.

Para desarrollar el modelo presentado en esta tesis, se utilizd como base el modelo
publicado previamente por nuestro laboratorio (Legris et al., 2016). Este modelo, que

predice la tasa de crecimiento en funcidn de la actividad de phyB, la temperatura, y la
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irradiancia de luz blanca, funciona correctamente para experimentos bajo condiciones
controladas, pero tiene algunas limitaciones para predecir crecimientos obtenidos en
ambientes naturales. Por un lado, las actividades de los fotorreceptores distintos a phyB
guedan subestimadas. Por ejemplo, phyA es degradado rdpidamente a bajas
irradiancias, pero en condiciones de sombreado extremo y altas irradiancias (como las
naturales) limita la elongacién del hipocotilo actuando de forma antagonista a phyB
(Possart, Fleck and Hiltbrunner, 2014). Por otro lado, al haber sido concebido para
condiciones constantes, no tiene en cuenta las fluctuaciones de la luz y la temperatura
que ocurren con el transcurso del dia. La estrategia para cuantificar estas contribuciones
fue realizar experimentos en condiciones controladas, en los que se simularon las
variables observadas en ambientes naturales. Para cada efecto analizado, se
mantuvieron los otros constantes y se cuantific6 matemdticamente el impacto de este
sobre el crecimiento. Mientras que es posible simular algunas de las fluctuaciones
naturales de luz y temperatura en condiciones controladas como para acondicionar el
modelo y luego aplicar este a las combinaciones naturales, seria una tarea inalcanzable
simular en condiciones controladas decenas de combinaciones naturales de estas

variables.

Los resultados de los experimentos donde se evalué el impacto de las fluctuaciones de
temperatura sobre el crecimiento, mostraron que el ajuste mejoraba cuando se
agregaba para el WT y los mutantes simples, un factor que redujera el crecimiento
cuando aumentaba la amplitud térmica. Para los mutantes dobles se observé un efecto
opuesto, pero no resultd significativo en los analisis estadisticos. Una posible
interpretacion de este efecto es que la tasa de crecimiento maximo ocurre durante la
mafana y decrece durante el resto del fotoperiodo. Por lo tanto, si una determinada
temperatura media es resultado de temperaturas bajas a la mafiana y altas al mediodia,
hay una coincidencia entre los momentos de temperaturas bajas y maximo crecimiento
potencial, lo que disminuye el crecimiento promedio. Los experimentos de laboratorio
permitieron definir los parametros para las contribuciones de phyA, cryl y cry2,
mientras que no fue necesario agregar correcciones por las fluctuaciones diarias en

irradiancia.
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El modelo predice un aumento de las respuestas al sombreado con climas calidos y

como resultado del cambio climatico

Para evaluar el impacto de las condiciones climdticas en la respuesta de escape al
sombreado, se utilizaron datos de 100 localizaciones a nivel global para tener un rango
mas amplio de combinaciones de luz y temperatura reales que si se hubieran utilizado
solo los datos del lugar donde se hicieron los experimentos a campo. Cuando se observa
en el mapa las localizaciones elegidas, es evidente que éstas se encuentran limitadas a
ciertos rangos de latitud. Esto se debe a que el modelo matematico desarrollado predice
el crecimiento para plantulas crecidas en fotoperiodos de 10 h, y estos sélo se observan
para ciertos lugares, en ciertos momentos del afio (en general, en otofio o invierno).
Cerca de la linea ecuatorial, los dias son mas largos. Ademads, en los extremos las
temperaturas en los meses de 10 h de fotoperiodo, son demasiado bajas para el normal
desarrollo de Arabidopsis. En este sentido, comparados con los valores observados para
las 100 localizaciones, el rango de temperaturas en los experimentos a campo (y, por lo
tanto, también el crecimiento) se corre a valores mas altos porque en los experimentos
a campo las plantulas eran expuestas a radiacion natural durante 10 h incluso en

temporadas cuando el fotoperiodo natural es mayor.

Tanto para el analisis global como para los experimentos a campo, sélo la temperatura
media afectd la magnitud de la respuesta de escape al sombreado en forma
significativa. Esta observacion adquiere aun mas importancia cuando se analiza cémo
cambiaran las variables climaticas proyectadas a futuro. Segun el escenario elegido para
las proyecciones utilizadas en el modelo, la temperatura media es la que cambiard mas
significativamente a nivel global (Fig. S3). Al evaluar cudl sera el impacto de las
condiciones climaticas proyectadas, se observo que el cambio en las variables provocara
gue el aumento proyectado en el crecimiento de las plantas sea relativamente mayor
para aquellas que se encuentren en condiciones de sombreado que para las que lo
hagan en condiciones de luz. En conclusidn, el cambio climatico inducira un aumento en
las respuestas de escape al sombreado. Este resultado es particularmente importante
porque las plantas donde el crecimiento esté adaptado a las condiciones climaticas

actuales, en el futuro podrian volverse subdptimas en términos de arquitectura.
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Propuesta de una nueva hipoétesis: La funcion de la termomorfogénesis es

aumentar las respuestas de escape al sombreado

Una de las principales conclusiones de esta tesis es desafiar las ideas corrientes sobre la
funcién de la termomorfogénesis y promover una alternativa. Durante las horas de sol,
la temperatura es mayor en la parte superior del suelo que en profundidad o en el aire,
por lo que trabajos previos (Crawford et al., 2012) han sugerido que Ia
termomorfogénesis tiene como finalidad alejar los meristemas y érganos fotosintéticos
de la planta hacia la parte superior para que puedan ventilarse y evitar el golpe de calor.
La funcion de la termomorfogénesis seria reducir las probabilidades de ocurrencia de un

golpe de calor.

Dado que la carga de radiacion aumenta la temperatura de los dérganos vegetales
(Grace, 1988), la ocurrencia de shock térmico es mas probable cuando hay mas luz. Si la
funcién de la termomorfogénesis es reducir el impacto de un golpe de calor, seria
esperable que el efecto “protector” de las respuestas termomorfogénicas fuera mayor a
mayores intensidades de luz. Sin embargo, en el andlisis del crecimiento en funcién de la
temperatura para distintos niveles de sombreado (Fig. 1.12 A), se observé que el efecto
de la temperatura sobre el crecimiento aumenta a medida que disminuye la irradiancia
(como en las condiciones de sombra). De esta forma, es necesario reconsiderar si la
respuesta a la temperatura tiene como finalidad principal evitar el golpe de calor, ya que
no tendria “sentido” que un mecanismo de respuesta funcione mejor en las condiciones

donde es menos probable que el golpe de calor ocurra.

Los resultados del analisis genético, muestran una sorprendente correlacion entre las
respuestas a la sombra y a altas temperaturas. No hay razones para suponer que si las
funciones ecoldgicas de las respuestas al escape del sombreado y la termomorfogénesis
fuesen distintas (evitar el sombreado intenso, evitar el golpe de calor) la variabilidad
genética natural debiera co-evolucionar. Hubiera sido esperable que las mutaciones
seleccionadas por su impacto sobre las respuestas al sombreado no tuvieran un impacto
cuantitativamente similar sobre la termomorfogénesis. Mucho menos aun, que haya
mecanismos activos que compensen para mantener dicho impacto dentro del mismo

rango (como la represién de PIF4 por niveles altos de HFR1 a altas temperaturas).
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Los resultados del andlisis transcripcional permiten diferenciar respuestas comunes y
especificas a ambos estimulos. Entre las comunes se destacan las vinculadas al
crecimiento (necesario para la morfogénesis). Entre las especificas para la temperatura
cabe mencionar que, efectivamente, con las altas temperaturas aumenta la expresion
de los genes relacionados con la aclimatacién de la temperatura. Sin duda, como esta
bien establecido (Wahid et al., 2007), las altas temperaturas no estresantes aclimatan la
planta para la ocurrencia del golpe de calor, pero no necesariamente las respuestas de

crecimiento (morfoldgicas) estan sirviendo a esa funcién.

Una explicacidn alternativa podria ser que las plantas no utilicen la termomorfogénesis
principalmente o solo para protegerse del shock térmico, sino como una manera de
acelerar el escape al sombreado. Si la planta se encuentra sombreada y expuesta a alta
temperatura, tendria poca luz disponible para realizar fotosintesis, y una alta tasa de
respiracion, lo que representaria una situaciéon muy desfavorable para el intercambio
neto de carbono y el balance energético de la planta.

La aplicacién del modelo a combinaciones naturales de luz y temperatura indica que
efectivamente, los climas calidos del presente o el calentamiento global llevarian a

respuestas mas intensas al sombreado.
A partir de los resultados de esta tesis, se propone que la finalidad de la respuesta de

crecimiento a los aumentos de temperatura, no es principalmente evitar el golpe de

calor, sino evitar la combinacién de sombreado y alta temperatura.
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Figuras suplementarias
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Figura S1 — Registros de los parametros ambientales en funcidn del tiempo para los
experimentos a campo.
Se muestra la variacion de la temperatura, la irradiancia entre los 400-700 nm (PAR) y el
R:RL, para cada condicién de luz en los 10 experimentos realizados en condiciones
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Figura S2 — Inhibicién del crecimiento del WT y del mutante phyA en respuesta a la
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Figura S3 — Valores proyectados de las variables climaticas para década 2080.
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irradiancia y la temperatura, en funcién de los valores actuales.
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