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Integración de señales de luz y temperatura en Arabidopsis thaliana 
 
 
 
 
Resumen 
 
La luz y la temperatura son dos de las señales más importantes en el control del 

crecimiento y desarrollo de las plantas. Dentro de las respuestas de las plantas a la luz, 

una de las más estudiadas es la iniciada por señales de competencia con plantas 

vecinas, que actúa disparando diversos cambios morfológicos entre los que se destaca 

un aumento en el crecimiento del tallo. Este cambio en la morfología también es 

observado en la respuesta a altas temperaturas, y se ha sugerido que la función de 

esta respuesta sería reducir las probabilidades de ocurrencia de un golpe de calor, 

alejando los meristemas y órganos fotosintéticos de la planta hacia la parte superior 

dónde las temperaturas son más bajas. 

En este trabajo, se identificaron puntos de convergencia y divergencia en las redes de 

señalización iniciadas por claves de sombreado y temperaturas elevadas, y se encontró 

que existe una alta correlación entre las respuestas. Además, se observó 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 aplicación de un modelo 

matemático desarrollado en este trabajo indicó que los climas cálidos del presente o el 

calentamiento global, llevarían a respuestas más intensas al sombreado.  

Dado que una planta que se encuentre expuesta a sombreado y a altas temperaturas 

tendría muy poca luz disponible para la fotosíntesis y una alta tasa de respiración (lo 

que representaría una situación 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 combinación 

de sombreado y alta temperatura. 

 

 

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

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

crecimiento 
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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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Introducción 

 

La luz y la temperatura son dos de las señales más importantes en el control del 

crecimiento y desarrollo de las plantas. Dentro de las respuestas de las plantas a la luz, 

una de las más estudiadas es la iniciada por señales de competencia con plantas 

vecinas, que actúa disparando diversos cambios morfológicos 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 fisiológicos responden a la temperatura y 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 más fluctúan durante el día y además se encuentran estrechamente 

relacionadas, dado que los cambios radiación repercuten sobre los patrones de 

temperatura. En los casos dónde se ha estudiado más profundamente la integración, 

se lo ha hecho para rangos de tiempos largos, como por ejemplo, para el caso del 

control por vernalización de la floración (Andrés and Coupland, 2012). Sin embargo, no 

se tiene tanta información sobre la integración en un marco de tiempo más estrecho, 

como el diario. 

 

Las plantas pueden recibir señales similares de competencia bajo condiciones 

climáticas bien distintas. Determinar el grado del impacto de variables climáticas 

(como los patrones de irradiancia, temperatura media y amplitud térmica) sobre las 

respuestas de las plantas a las señales de competencia con plantas vecinas sería 

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

 

Esta tesis se centrará en conocer de qué forma los mecanismos moleculares de 

percepción y transducción de las señales de luz son afectados por la temperatura, y 

qué impacto genera la combinación de ambas claves del ambiente en el crecimiento 

de las plantas. 
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Las plantas y las señales lumínicas del ambiente 

 

Para las plantas la luz del sol no actúa sólo como una fuente de energía para la 

fotosíntesis, si no que además les provee de información acerca del ambiente en el 

que se encuentran. A través de sensores de luz, las plantas perciben cambios en la 

intensidad, calidad y duración de la luz, y de esta forma modulan diversos procesos 

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

 

Las plantas tienen múltiples fotorreceptores que les permiten percibir cambios en el 

entorno luminoso. En términos generales, los fotorreceptores son cromoproteínas 

compuestas por una apo-proteína que puede estar unida a una variedad de 

cromóforos (a excepción del receptor de luz UV-B que utiliza como cromóforo un 

residuo aminoacídico presente en la propia proteína). Cuando el cromóforo absorbe 

luz de una determinada longitud de onda cambia su configuración electrónica y esto 

altera la actividad de la proteína (Möglich et al., 2010). La transducción de señal 

inducida por luz comienza con la percepción de la luz a través de los fotorreceptores y 

culmina con la regulación de la expresión de más de 2500 genes que eventualmente le 

permiten a la planta responder a nivel fisiológico a estas variaciones en las 

propiedades de la luz ambiente (Gyula, Schäfer 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 

(Galvão and Fankhauser, 2015). 

 

- Los fitocromos 

Los fitocromos son proteínas que unen un cromóforo tetrapirrólico de simple cadena. 

Pueden existir en dos conformaciones: la forma biológicamente inactiva Pr, que tiene 

un máximo de absorción en la luz roja (660 nm), y la forma biológicamente activa Pfr, 

que muestra una conformación diferente y que tiene un máximo de absorción en luz 

roja-lejana (730 nm). Estas dos formas pueden interconvertirse en una reacción que 

depende de la luz (fotointerconversión), y adicionalmente Pfr puede revertir a Pr en 

una reacción independiente de la luz (reversión oscura o reversión térmica) (Casal, 

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

phyE).  
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De acuerdo a su estabilidad frente a la luz, los fitocromos han sido clasificados en dos 

tipos: los del tipo I (fotolábiles), que se acumulan en plántulas etioladas y se degradan 

rápidamente cuando son expuestas a la luz, y los del tipo II (fotoestables) que son 

relativamente estables en luz. En Arabidopsis, phyA es el único fitocromo tipo I y los 

phyB-E son del tipo II (Chen, Chory and Fankhauser, 2004). Distintos análisis han 

determinado que los miembros individuales de la familia de los fitocromos tienen 

funciones fisiológicas 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 señal de luz, pero tienen roles 

predominantes en funciones fisiológicas distintas. Por ejemplo, mientras que phyB 

tiene un rol predominante en el establecimiento de la plántula, la función de phyE 

parece estar confinada a regular la elongación del tallo (Quail, 2002). Por el contrario, 

en otros casos, diferentes miembros de la familia monitorean diferentes parámetros 

de la luz, pero controlan la misma respuesta fisiológica. Por ejemplo, tanto phyA como 

phyB regulan la desetiolación, pero mientras phyB es activado por señales de luz roja, 

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

 

 

- Criptocromos 

Los criptocromos (cry1 y cry2 en Arabidopsis (Lin, 2000)) son flavoproteínas que 

perciben la luz azul y controlan varios aspectos del desarrollo y crecimiento de las 

plantas, como la des-etiolación, la elongación, la iniciación de la floración, y el reloj 

circadiano. Los criptocromos están relacionados con las enzimas de reparación de DNA 

conocidas como fotoliasas, con las que tienen características estructurales en común y 

el mismo cofactor FAD (Ahmad, 2016). 

 

- Fototropinas 

Las fototropinas, phot1 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 migración de cloroplastos y la apertura de los 

estomas (Briggs and Christie, 2002). La percepción de la luz azul por las fototropinas es 

mediada por dos motivos en la región N-terminal de la proteína conocidos como 

dominios LOV (LOV1 y LOV2) que se encuentran unidos a FMN (flavin 

mononucleótido). La fotoexcitación de estos dominios resulta en la autofosforilación 

del receptor y el comienzo de la señalización por las fototropinas (Christie, 2007). 
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- Zeitlupe 

Además de las fototropinas, existen otras proteínas 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 floración en Arabidopsis (Imaizumi 

et al., 2003). 

 

- UVR8 

La luz UV-B en pequeñas dosis dispara respuestas fotomorfogénicas en plantas como la 

síntesis de flavonoides, la inhibición del crecimiento del hipocotilo, el fototropismo, el 

movimiento estomático y la entrada al reloj circadiano (Casal, 2013; Jenkins, 2014; 

Vandenbussche et al., 2014). UVR8 (UV RESISTANCE LOCUS8) media estas respuestas 

regulando la transcripción de un conjunto de genes blanco. A diferencia de los otros 

fotorreceptores, UVR8 usa los residuos Trp de la propia proteína como cromóforos 

para la absorción 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 

más denso ocurre una reducción en la relación de luz roja/rojo-lejana (R:RL) porque las 

hojas verdes absorben fuertemente en el rango de la radiación fotosintéticamente 

activa (PAR)(400-700 nm) particularmente en las regiones del azul y rojo del espectro, 

y en el rango de radiación UV (280-400 nm), mientras que transmite y refleja más 

fuertemente en las longitudes de onda del rojo-lejano (700-800 nm) y del infrarrojo 

(Morelli and Ruberti, 2002; Casal, 2013) (Figura I.1). 
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Figura I.1- Espectro de luz para luz solar plena (línea sólida) y para luz solar filtrada a 
través de un canopeo (línea punteada). Adaptado de (Vandenbussche et al., 2005) 

 

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

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

Dentro de estas respuestas, las más notorias son la rápida elongación del tallo, y la 

reorientación 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 más importantes en la señalización por 

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

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

todo en la detección 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 fisiológicas de escape al 

sombreado son variados e involucran interacciones complejas entre vías de 

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

 

Los PHYTOCHROME-INTERACTING FACTORS (PIFs) pertenecen a la familia de factores 

de transcripción basic helix-loop-helix (bHLH) (Lorrain et al., 2008). Los PIFs controlan 

la expresión de genes asociados con la expansión 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 expresión de genes relacionados con 

la síntesis de la fitohormona auxina, como YUC8 y TAA1/SAV3 (Cohen et al., 2011; 

Hornitschek et al., 2012). Además, PIF7 promueve la expresión de PIN3 y PIN4, 

transportadores de auxinas (Li et al., 2012). Las auxinas se unen a TIR1 (un receptor 

unido a una ubiquitín-proteín ligasa) promoviendo así la degradación de las proteínas 

AUX/IAA, represores de la expresión de genes relacionados con el crecimiento (Reed, 

2001).  

 

Luego de la fotoconversión de Pr a Pfr, los fitocromos se trasladan al núcleo donde se 

unen a los factores PIFs e inhiben su actividad por fosforilación (Fankhauser and 

Batschauer, 2016), ya sea promoviendo su degradación vía proteosoma (Lorrain et al., 

2008) o impidiendo la unión a sus blancos (Park et al., 2012). En condiciones de bajos 

R:RL, donde la fotoconversión está desplazada a la forma Pr de los fitocromos, se 

produce una acumulación de factores PIFs que promueven el crecimiento en respuesta 

a la sombra. 



Introducción 
 

 11 
 

 

Los PIFs, además, interaccionan con otros elementos de la vía de señalización por 

sombreado. Uno de ellos es HFR1 (LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED 1), un factor HLH que 

no posee el dominio necesario para la unión a DNA. HFR1 interacciona con PIF4 y PIF5 

y forma heterodímeros que no se unen a DNA, limitando así su capacidad de inducir la 

expresión de sus genes targets y promover la elongación (Hornitschek et al., 2009). 

 

HFR1, a su vez, es blanco de CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1), una E3 

ligasa que media su degradación vía proteosoma (Duek et al., 2004). La abundancia de 

COP1 aumenta en situaciones de sombreado como resultado de una disminución en la 

intensidad de la luz roja percibida por los fitocromos y de la luz azul percibida por los 

criptocromos (Pacín, Legris and Casal, 2013a). Esto induce la degradación de HFR1, 

incrementando la actividad de los PIFs y promoviendo las respuestas de escape al 

sombreado (Pacín et al., 2016). 

 

Otro blanco de COP1 es LONG HYPOCOTYL 5 (HY5) (Holm et al., 2002). HY5 es un factor 

de transcripción del tipo bZIP que tiene un rol muy importante en la promoción de la 

fotomorfogénesis (Pacín, Legris and Casal, 2013b) y que actúa de forma antagonista a 

los PIFs. HY5, junto con su homólogo HY5 HOMOLOG (HYH), reprimen la señalización 

por auxinas a través de la activación directa de sus reguladores negativos (Cluis, 

Mouchel and Hardtke, 2004). 

 

Las giberelinas (GA) son otras de las hormonas involucradas en la red de señalización 

por escape al sombreado. El sombreado incrementa las concentraciones de GA (Bou-

Torrent et al., 2014) y esto produce la degradación proteosomal de las proteínas DELLA 

(Sun, 2008). Estas proteínas se unen directamente a los PIFs impidiendo la unión a sus 

promotores blanco y, por ende, regulando negativamente la expresión de genes 

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

 

Los brasinoesteroides (BR) y las auxinas actúan sinérgicamente en la elongación 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 señalización 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). Además, BRI1-EMS-SUPRESSOR1 (BES1), otro factor de 

transcripción de la vía de BR, y BZR1 interaccionan a nivel de proteína con las DELLAs, 

que los regulan negativamente impidiendo la unión 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 degradación (Bernardo-García 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 elongación del 

hipocotilo para que tenga un pico al amanecer. El complejo de proteínas conocido 

como EVENING COMPLEX (EC) está 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 período de 24 h y tiene un pico al anochecer. El complejo se une a los 

promotores blanco de PIF4 Y PIF5 inhibiendo su expresión (Huang and Nusinow, 2016). 

Además, ELF3 interactúa 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 señales de temperatura del ambiente 

 

Las plantas están expuestas a fluctuaciones constantes de temperatura durante el día 

y a través de las distintas estaciones del año. 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 morfológicos y estructurales 

inducidos por las altas temperaturas (dentro del rango de temperaturas no 

estresantes). La elongación del hipocotilo en respuesta a las altas temperaturas fue 

uno de los primeros efectos observados en plántulas de distintas accesiones de 

Arabidopsis thaliana (Quint, Delker, Franklin, Philip A. Wigge, Halliday and van Zanten, 

2016). Se ha sugerido que la elongación del hipocotilo sería ventajosa para mover los 

tejidos fotosintéticamente activos y meristemáticos lejos del suelo caliente, 
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promoviendo la disminución 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 elongación de los pecíolos 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). Además, las plantas crecidas a altas temperaturas muestran un 

aumento en la tasa de traspiración. Así, las respuestas termomorfogénicas podrían 

contribuir a mitigar las altas temperatura aumentando la evaporación de agua en las 

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

 

Los cambios en la temperatura también modifican la bioquímica de las células y se ha 

observado que afectan diversos aspectos, como la fluidez de la membrana, el 

plegamiento de las proteínas y sus actividades, el desmontaje del citoesqueleto, y la 

velocidad de las reacciones metabólicas (Ruelland and Zachowski, 2010). Además, 

también se han comprobado cambios a nivel de cromatina mediados por temperatura, 

como el caso de H2A.Z, una histona que regula la expresión génica modificando la 

accesibilidad de los factores de transcripción al DNA en respuesta a la temperatura 

(Kumar and Wigge, 2010). 

 

A diferencia de lo que ocurre con la percepción de la luz, los mecanismos moleculares 

involucrados en la percepción de temperatura no están tan bien estudiados. Sin 

embargo, varias de las respuestas fisiológicas observadas a altas temperaturas son 

coincidentes con las observadas en situaciones de sombreado, y se conoce que varios 

procesos en plantas (como germinación, des-etiolación y crecimiento) dependen de 

ambas señales (Legris et al., 2017), con lo cual es evidente la existencia  de una fuerte 

interacción. 

 

 

Mecanismos moleculares de termomorfogénesis 

 

El primer punto de interacción entre las señales de luz y temperatura se da a nivel del 

receptor. El phyB existe como dímero y la reversión oscura se da en dos pasos: del 

homodímero Pfr:Pfr (D2) al heterodímero Pfr:Pr (D1), y del heterodímero Pfr:Pr al 
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homodímero Pr:Pr (D0) (Fig. I.3). La velocidad de reacción del primer paso (kr2) es dos 

órdenes de magnitud más 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 actúa como 

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

 

 
Figura I.3. phyB integra las señales de luz y temperatura.  
Se muestra el modelo de dos pasos de regulación de la actividad de phyB. D0 es el 
homodímero inactivo Pr-Pr, D1 es el heterodímero Pfr-Pr y D2 es el homodímero 
activo Pfr-Pfr. Las velocidades k1 y k2 corresponden a las reacciones mediadas por luz, 
y kr1 y kr2 a las mediadas por temperatura. Adaptado de Legris et al., (2016). 

 

La integración de las señales ocurre también aguas abajo. La estabilidad de PIF4 

(proteína 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 

además aumenta muy fuertemente la expresión del gen PIF4. De esta forma PIF4 es 

compartido por las vías 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 síntesis. Las giberelinas también están 

involucradas en la respuesta a temperatura. Las proteínas DELLA (que secuestran a los 

PIFs impidiendo el pegado a sus blancos), son degradadas a altas temperaturas 

(Stavang et al., 2009). La síntesis de brasinoesteroides es necesaria para la promoción 

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 inactivación de BIN2 (Bernardo-García et 

al., 2014).  

Otro punto de interacción es a través del reloj circadiano. La asociación de ELF3 en el 

EVENING COMPLEX con sus promotores blanco es atenuada a altas temperaturas, lo 
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que genera una función parcialmente inhibida del EC y la promoción de la expresión de 

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

 

Posiblemente existan otros puntos de acción conjunta de luz y temperatura, y también 

puntos donde la acción solo sea afectada por una de las dos variables. Dado que la 

temperatura puede ser percibida además por redes de señalización en las que afecte 

diferencialmente a distintas ramas de las mismas, la superposición entre los puntos de 

entrada y de luz y temperatura no necesariamente es completa (Casal and Qüesta, 

2018). 

 

 

Integración de respuestas de luz y temperatura 

 

La respuesta de crecimiento del hipocotilo a señales de luz y temperatura es mediada 

por cambios en la expansión celular más que en la división celular. La tasa de 

crecimiento del tallo varía significativamente bajo diferentes combinaciones de luz 

(irradiancia) y temperatura. La conexión entre los efectos a estas señales es evidente, 

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

 

Los mecanismos de integración de la información de luz y temperatura son diversos y 

aparentemente están relacionados con la diferencia de tiempo entre que ocurre una 

señal y la otra. Las claves ambientales simultáneas de luz y temperatura pueden ser 

percibidas por el mismo receptor e integrarse inmediatamente. Por otro lado, las 

señales asincrónicas pueden disparar vías separadas, donde la información provista 

por la primera señal se almacena hasta la llegada de la siguiente y las señales 

finalmente convergen para controlar la actividad de un integrador transcripcional 

(Casal and Qüesta, 2018). 

 

Se podría pensar que una de las posibles razones evolutivas de la convergencia entre la 

señalización de luz y temperatura podría ser la redundancia de señal. Por ejemplo, la 

luz del día y los ciclos de temperatura en la naturaleza a menudo correlacionan (las 

temperaturas cálidas y la luz ocurren durante el día, y las temperaturas frías y la 

oscuridad durante la noche). Sin embargo, la asociación 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 lumínicas (Franklin et al., 2014). Una segunda 
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ventaja de integrar las señales de luz y temperatura, es que permite un ajuste fino de 

la respuesta. Dado que pequeños cambios en luz y temperatura pueden alterar la 

fisiología de las plantas en gran medida, es importante que la respuesta a cada señal 

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: 

 

-  Plántula 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). 

 

-  Plántula justo antes de emerger del suelo. Las plántulas que crecen en oscuridad por 

debajo del suelo pueden estar expuestas a temperaturas cálidas temporales a medida 

que se acercan a la superficie. Esta señal de temperatura prepara a las plántulas para 

una des-etiolación más eficiente en respuesta a las subsecuentes señales de luz que 

recibirán los órganos aéreos una vez que emerjan (Karayekov et al., 2013). 

 

- Plántula sombreada por vecinas en invierno. En este caso las plántulas tendrán un 

crecimiento más lento por las temperaturas frías y por lo tanto, escaparán al 

sombreado menos eficientemente (Patel et al., 2013). Sin embargo, en estaciones 

frías, la fotosíntesis está a menudo limitada por las cinéticas enzimáticas del ciclo de 

Calvin. De exponerse a un flujo de luz relativamente alto podría no ser capaz de 

canalizarlo a través de la fotosíntesis y habría riesgo de generación de especies 

reactivas de oxígeno. De esta forma, una respuesta de escape al sombreado atenuada 

reduciría la chance de la exposición a la luz solar plena y de estrés oxidativo (Legris et 

al., 2017). 

 

- Plántula expuesta al sombreado y a calor. La temperatura óptima para la respiración 

mitocondrial es normalmente más alta que para la fotosíntesis. Un crecimiento rápido 

desencadenado por la combinación de sombreado y altas temperaturas aumentaría las 

posibilidades de sobrepasar el canopeo, y así evitar una condición donde la alta 
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respiración coincida con una baja fotosíntesis debida a una limitación en la luz (Legris 

et al., 2017). 

 

Es evidente que las señales 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 integración de señales de luz y 

temperatura en el control de la morfogénesis favorecería la selección de plantas 

capaces de ajustarse más 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 señales 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 señalización iniciadas por claves de sombreado y temperaturas elevadas. 

La hipótesis asociada a este análisis es que dado que las respuestas a señales de 

sombra y altas temperaturas implican funciones ecológicas 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 podrían deberse a que mayormente dichas 

coincidencias corresponden a PIF4 y sus principales reguladores.    

 

En la segunda parte se caracteriza la interacción 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 matemático 

corriente que integra estas variables mediante experimentos en condiciones 

controladas. Este modelo mejorado se constituirá en hipótesis a ser puesta a 

prueba en condiciones de campo.  Superada dicha evaluación, el modelo será 

utilizado para realizar predicciones sobre la interdependencia funcional de las 

respuestas en diversos escenarios climáticos, incluyendo los predichos por modelos 

de cambio climático global.  
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Material vegetal 

 

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

siguientes genotipos: 

 

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

 

Líneas mutantes: 

phyA-211 (Reed et al., 1994) 

phyB-9 (Reed et al., 1993) 

phyA-211 phyB-9 (Reed et al., 1994)  

cry1-304, cry2-1 y 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)  

iaa19/msg2 (Tatematsu et al., 2004)  

bin2 (Li et al., 2001) 

 

Líneas 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) 

pIAA19: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:  

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

muestran los nombres y los códigos 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) 

Oja-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 plásticas transparentes. Se estratificaron en oscuridad por 3-5 días 

(d) a 4°C. Luego se mantuvieron por 3 d en una cámara de crecimiento a 22°C con un 

fotoperiodo de 10 horas (h) y condiciones de luz blanca (100 µmol.m-2.s-1, 400-700 nm) 

provista por una mezcla de lámparas halógenas y fluorescentes (R:RL= 1.1). Al inicio del 

fotoperiodo del cuarto día, las plántulas fueron transferidas a las condiciones 

experimentales de luz correspondientes (Fig. M1). 

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

 

Para los experimentos de crecimiento de hipocotilo, las cajas sembradas se colocaron en 

posición vertical y se tomaron fotografías al inicio y al final del cuarto día de 

fotoperiodo, excepto para los experimentos de luz y temperaturas fluctuantes en los 

que se tomaron fotografías cada 2.5 y 5 h, respectivamente. Para el experimento de 

crecimiento de área de cotiledones, las cajas se colocaron en posición horizontal y se 

tomaron fotografías al inicio y al final del cuarto día de fotoperiodo. Con el uso de un 

software de procesamiento de imágenes (Adobe Photoshop CC) se midió la elongación 

de los hipocotilos o las áreas de los cotiledones en las fotografías. Los incrementos en el 

crecimiento luego fueron divididos por la cantidad de horas entre las fotos para obtener 

tasas de crecimiento. 

 

Respuesta fototrópica del hipocotilo 

 

Para el experimento de fototropismo, las cajas se colocaron en posición vertical con sus 

caras tapadas mediante envoltorios plásticos opacos que dejaban la cara superior 

descubierta para que la luz ingresara solo por este lado y las plántulas crecieran de 

forma perfectamente vertical. Al cuarto día del fotoperiodo, se removieron los 

envoltorios y la fuente de luz se colocó irradiando a las cajas de forma lateral. Se 

tomaron fotografías al inicio y al final de este día. Con el uso de un software de 

procesamiento de imágenes (Adobe Photoshop CC) se midió el ángulo del hipocotilo con 

respecto a la posición inicial. 

 

Tratamientos lumínicos 

 

Para modelar la contribución de phyA se usaron cinco mezclas distintas de rojo y rojo 

lejano provistas por lámparas incandescentes de 150 W (R95, Philips) en combinación 

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 acrílicos 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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R:RL 
Irradiancia total 
(μmol. 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 contribución de 
phyA al crecimiento. 

 

Para modelar la contribución de cry1 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 

μmol.m-2.s-1. 

 

Para los experimentos en los que se usaron combinaciones de luz y temperatura, la luz 

solar simulada fue provista por una combinación de lámparas halógenas y fluorescentes 

(100 µmol.m-2.s-1, 400-700 nm) y las distintas intensidades de sombra fueron simuladas 

con luz en combinación con filtros de acetato diferentes (filtros LEE 138, 121 o 089 para 

sombra suave, media o densa, respectivamente). Para el experimento donde se analizó 

el efecto de la temperatura a distintas irradiancias, se utilizó una lámpara de sodio (400 

µmol.m-2.s-1, 400-700 nm) para obtener este valor de intensidad de luz. Para las 

diferentes temperaturas se utilizaron cámaras de crecimiento a 14°C, 22°C y 28°C.  

 

Para los experimentos con fluctuaciones de temperatura se utilizó una cámara de 

crecimiento (Percival E-308) con tubos fluorescentes (30 μmol.m-2.s-1, 400-700 nm) y se 
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simularon patrones de temperatura reales de tres localidades diferentes en Argentina (25 

de Mayo, Ingeniero Jacobacci y Puerto Pirámides). 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 utilizó 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 μmol.m-2.s-1. Para el tratamiento de luz azul, los canales rojo y rojo lejano se 

mantuvieron constantes a 9 μmol.m-2.s-1 y la intensidad del canal azul fue incrementada un 

20% cada hora (empezando con 3.6 μmol.m-2.s-1) hasta la mitad del fotoperiodo (cuando 

llegó al máximo de intensidad, 18 μmol.m-2.s-1) y luego la intensidad fue disminuyéndose 

20% cada hora hasta el final del fotoperiodo (alcanzando los valores iniciales). El mismo 

patrón y valores de intensidad se utilizó 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 día del fotoperiodo las plántulas 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 Agronomía. Se realizaron diez experimentos a lo largo de un año, 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 radiación 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 partió 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$

1 + 𝐾	.		𝐷* + 𝑎	.		[	 ,
1
𝑇. − ,

1
30°𝐶. ]		 + 	𝑏	.		𝐼	 + 𝑐	.		𝐷*	.		[ ,

1
𝑇. − ,

1
30°𝐶. ]			

 

 

Donde G indica la tasa de crecimiento en 9h, G0, el crecimiento máximo, I, la irradiancia, 

y T, la temperatura. La tasa máxima de crecimiento fue obtenida por el mutante de 

phyB a 30°C y 10 o 1 μmol.m-2.s-1. 

 

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 reemplazó el término relacionado con la actividad de otros fotorreceptores (b	.	I ) 
con estos nuevos términos. Luego, se evaluó la necesidad de agregar términos 

relacionados con las fluctuaciones de luz y temperatura. 

 

- Acción 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 realizó un análisis de regresión lineal simple para cada genotipo. Como variable 

dependiente se usó la inhibición del crecimiento del hipocotilo (G0/G) y como variable 

independiente, k1+k2. Dado que la actividad de phyA cambia con las diferentes 

relaciones de R:RL, este análisis 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). 

 

- Acción de los criptocromos 

Se usaron los datos de crecimiento de Col y cry1cry2 de los experimentos de luz azul 

(Fig. 2.2) y se realizó un análisis de regresión lineal simple para cada genotipo. Como 

variable dependiente se usó la inhibición del crecimiento del hipocotilo (G0/G) y como 

variable independiente, la intensidad de luz azul (irradiancia entre 400-500 nm).  

La contribución 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 comparó la diferencia entre la media 

de crecimiento del WT y del doble mutante (WT - cry1cry2) con la diferencia entre la 
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media de crecimiento del WT y de los mutantes simples por separado (WT - cry1 y WT -

cry2). La diferencia entre el WT y cry1cry2 constituye el 100% de la acción de los 

criptocromos. La relación entre este valor y la diferencia entre WT y cry1 o cry2 

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

 

- Impacto de las fluctuaciones diarias de temperatura 

Se realizaron ajustes ad-hoc usando regresión lineal con los datos de crecimiento 

obtenidos bajo condiciones de temperatura fluctuante. La variable independiente usada 

en este análisis fue la “Amplitud térmica” (la diferencia entre las temperaturas máximas 

y mínimas del día, con un signo negativo si la temperatura decrecía en lugar de crecer 

durante la primera mitad del día) multiplicado por el genotipo (WT/phyA/cry2, cry1, 

phyB, cry1cry2 o phyAphyB). 

 

- Impacto de las fluctuaciones diarias de luz 

El modelo consiguió predecir el crecimiento con una precisión 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 análisis del impacto de las fluctuaciones de 

temperatura 

 

Se buscó seleccionar tres localidades en Argentina que tengan 10 h de fotoperiodo en 

algún momento del año, pero características geográficas distintas. Una de las 

localidades (25 de Mayo) tiene un patrón de amplitud térmica considerable, otro 

(Ingeniero Jacobacci) tiene una pequeña amplitud térmica, y el último (Puerto 

Pirámides) tiene una influencia oceánica importante entonces presenta inversión 

térmica. 

 

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

(Sistema de Información y Gestión Meteorológica, 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. 
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Datos climáticos de las distintas localizaciones globales 

 

Se seleccionaron 100 localizaciones diferentes en la Tierra que tuvieran 10 h de luz 

diaria en algún mes del año. 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 climáticas actuales y de las proyecciones futuras (temperatura 

máxima, mínima y radiación solar) para las 100 localizaciones en esos meses específicos 

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 utilizó el modelo climático (http://ccafs-

climate.org/data_spatial_downscaling/) y el escenario de emisiones A1B. Este escenario 

predice una economía global integrada caracterizada por un rápido crecimiento 

económico, una población que llega a los 9 billones para el año 2050 y luego decrece 

gradualmente, y un rápido desarrollo de energías alternativas que facilitan el 

crecimiento económico 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. 

 

Extracción de RNA y análisis de RNAseq 

 

Se cultivaron plántulas 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 biológicas de cada tratamiento. Las 

plántulas se cosecharon en nitrógeno líquido al final de fotoperiodo del cuarto día. Se 

realizó la extracción total de RNA utilizando el Spectrum Plant Total RNA kit (Sigma-

Aldrich) siguiendo las indicaciones del fabricante. 
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Para estimar la concentración y la calidad de las muestras se usó 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 

parámetros preestablecidos, a excepción de largo máximo de intrón que fue establecido 

en 5000pb. Finalmente, a partir de los archivos de alineación (archivos bam) generados 

y empleando scripts de R creados en el laboratorio se obtuvieron las tablas de cuentas 

(counts) que permiten analizar la expresión diferencial en base al transcriptoma del 

TAIR10. Para el análisis de enriquecimiento de genes y ontología se utilizó la base de 

datos del consorcio GO (http://geneontology.org). Tanto la extracción de RNA, como los 

análisis relacionados con el RNAseq fueron realizados con la ayuda del Dr. Esteban 

Hernando. 

 

 

Microscopía confocal 

 

Se analizaron las líneas transgénicas pPIF4:PIF4-GFP, pHY5:HY5-YFP y DII-VENUS. Las 

imágenes se tomaron con un microscopio confocal LSM5 Pascal (Zeiss) con un lente 

objetivo Plan-Apochromat 40×/1.2 con la ayuda de la Licenciada Cecilia Costigliolo. Para 

la visualización de cloroplastos, las sondas se excitaron con un laser de He-Ne (λ = 543 

nm) y la fluorescencia fue detectada usando un filtro LP560. Para visualizar las proteínas 

fusionadas a GFP o YFP y DII-VENUS, las sondas fueron excitadas con un láser de Argón 

(λ = 488 nm) y la fluorescencia fue detectada usando filtros BP 505-530 y BP 505-570, 

respectivamente.   

 

 

Ensayo de actividad para líneas fusionadas a marcador GUS  

 

Para medir la actividad GUS se realizó una extracción de proteínas a partir de 50 mg de 

plántulas utilizando nitrógeno líquido y buffer de extracción (50 mM buffer fosfato, pH 

7.4, 0.1% SDS, 0.1% Triton X-100, 10 mM b-mercaptoetanol y 10 mM EDTA). La 

concentración de proteínas totales fue determinada mediante la técnica de Bradford. Se 

incubaron 50 µl de extracto con 150 µl de buffer MUG (1mM (Duchefa) en buffer de 

extracción) por 90 minutos. Se tomaron alícuotas de 50 µl a los 0, 30, 60 y 90 minutos y 
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la reacción fue detenida en 150 µl de 0.3 Na2CO3. La fluorescencia fue medida mediante 

un fluorímetro Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector y expresada como 

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

 

 

Ensayos de bioluminiscencia 

 

Para medir la abundancia y estabilidad de PIF4 y HFR1 se utilizaron plántulas de 

pPIF4:PIF4-LUC y p35S:HFR1-LUC a las que se les agregó 20 µl de 0.5mM D-Luciferina en 

la mitad del fotoperiodo del tercer día. La actividad luciferasa fue detectada con un 

luminómetro Centro LB 960 (Berthold) a las 5 h de comenzado el cuarto día de 

fotoperiodo.
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Especificidad del efecto de la temperatura sobre el crecimiento 

 

De trabajos previos (Gray et al., 1998),  se conoce que la elongación del hipocotilo es 

una respuesta termomorfogénica. Sin embargo, esto ha sido probado en rangos de 

tiempo largos. A tiempo más cortos, como los que se han utilizado para este trabajo (10 

h), podría ocurrir que la respuesta de elongación del hipocotilo fuera producto de la 

aceleración general de los procesos metabólicos y no una respuesta específica a la 

temperatura que implique un cambio en la forma de la planta a tiempo final (respuesta 

termomorfogénica). Para comprobar que la respuesta de elongación del hipocotilo a 10 

h es termomorfogénica, se realizó un experimento en el que se midió la elongación del 

hipocotilo, y el crecimiento del área de los cotiledones para plántulas WT de Arabidopsis 

thaliana (Fig. 1.1). Si no hubiera un efecto específico de la temperatura sobre las 

respuestas, ambas cambiarían relativamente en la misma proporción.  

 
                  A        B 

 
Figura 1.1 – El aumento de la temperatura provoca cambios específicos en la forma de 
plántulas de Arabidopsis thaliana.  
A – Tasa de crecimiento del hipocotilo a 20 y 28°C.  
B – Tasas de crecimiento del área de cotiledón a 20 y 28°C. 
Los datos corresponden a las medias ± EE de 4 réplicas. **, P <0.01 

 

Sin embargo, se observó que la tasa de crecimiento de los hipocotilos aumentó con la 

temperatura (Fig. 1.1A), mientras que para el crecimiento del área de los cotiledones, no 

hubo cambios (Fig. 1.1B). De esta forma, se comprobó que el aumento en la tasa de 

elongación del hipocotilo en 10 h como respuesta a la temperatura, es una respuesta 

termomorfogénica. 
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Correlación entre las respuestas de sombra y temperatura 

 

Las señales 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 tendría que tener la misma 

capacidad diferencial de responder a la temperatura. 

 

Para evaluar el grado de correlación 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 comparó 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). 

 

 
          A         B 

 
Figura 1.2 – Correlación entre respuesta a sombra y a temperatura. 
A – Diferencia entre la tasa de crecimiento del tratamiento a altas temperaturas y el 
control, en función de la diferencia entre la tasa de crecimiento del tratamiento de 
sombra y el control. 
B – Diferencia entre la tasa de crecimiento de cada tratamiento y el control, en función 
de la tasa de crecimiento del control. 
Los datos corresponden a las medias ± EE de 4 réplicas. 

 

El análisis de los datos demostró que existe una gran correlación entre las respuestas de 

sombra y temperatura, ya que los ecotipos que responden más a una de las señales 

también responden más a la otra (Fig. 1.2 A). 
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Sin embargo, parte de esta correlación podría haber sido explicada por una mayor 

capacidad general de crecimiento, por lo que ecotipos que tuvieran mayor capacidad de 

crecer lo harían indistintamente para ambos tratamientos. Para comprobar que la 

correlación no es forzada, se comparó la respuesta a cada tratamiento con el 

crecimiento del control (Fig. 1.2 B). Este análisis demostró que no existe (al menos 

significativamente) una correlación entre las respuestas de crecimiento para los 

distintos tratamientos con la capacidad de crecimiento en el control.  

 

 

Análisis genético de la integración de señales de luz y temperatura 

 

La literatura y los experimentos presentados hasta aquí han descripto una gran 

coincidencia entre las respuestas de sombra y temperatura. Para encontrar puntos de 

divergencia se utilizó un enfoque genético. Se seleccionaron mutantes de elementos 

conocidos por su participación 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 condición con el crecimiento del WT en la misma condición (Fig. 

1.3). De esta forma se identificarían genes o grupos de genes cuyas respuestas al 

sombreado estuvieran afectadas diferencialmente por las condiciones de temperatura.  

Sin embargo, la inspección visual de los resultados sugiriere que el crecimiento, al 

menos para la mayoría de los mutantes, es afectado siempre en la misma proporción, 

independientemente de la condición de luz o temperatura. 
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Figura 1.3 – Tasas de crecimiento de mutantes en función de la tasa del WT, en 
plántulas 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 ajustó el crecimiento para cada mutante 

mediante una regresión lineal múltiple 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 específico de la sombra; y la última, con el efecto específico del aumento de la 

temperatura. La respuesta compartida es la regresión entre el genotipo WT y el mutante 

para cada condición. Luego, se analizó la significancia de los coeficientes asociados a 

cada variable en cada uno de los mutantes (Fig. 1.4).  

 
Figura 1.4 – Coeficientes obtenidos por regresión múltiple para cada factor a partir del 
ajuste del crecimiento de cada mutante en función del impacto combinado de 
sombreado y las altas temperaturas, del impacto específico por sombreado, y del 
impacto específico por altas temperaturas. Para los casos donde el coeficiente es 
estadísticamente 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 observó 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 observó un efecto específico de la sombra 

(hy5, iaa19, pif4 pif5, pif5 y pif7) pero éste no consiguió explicar más 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 iaa19, pif4 pif5, pif5 y 

pif7 es mayor para sombra que para temperatura. Para el único caso donde el efecto 

específico de la temperatura resultó significativo (cop1), el factor sólo consiguió explicar 

el 0.5% de la varianza. De esta forma, los resultados indican que los efectos de sombra y 

temperatura no pueden separarse genéticamente, ya que el factor donde el efecto es 

combinado resultó significativo para todos los mutantes, y los factores específicos, en 

los casos en los que fueron significativos, no consiguieron explicar más del 1% de la 

varianza. 
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Análisis de la contribución de PIF4 a nivel molecular: divergencia de señales 

 

A partir del análisis del crecimiento de los mutantes se pudo observar que las 

mutaciones en diferentes elementos de la red de señalización tienen un impacto similar 

sobre las respuestas de sombra y temperatura. Esto sugiere que cada uno de los 

elementos es afectado por ambas señales en el mismo sentido (es decir, una 

convergencia de las señales).  

 

Para profundizar el estudio, se eligió analizar a nivel molecular el impacto de PIF4 sobre 

el crecimiento. En primer lugar, se evaluó cómo la abundancia de PIF4 es regulada por la 

sombra y la temperatura. A través del análisis por microscopía confocal de líneas 

transgénicas que portan a la proteína PIF4 fusionada a GFP bajo el control del promotor 

de PIF4, se observó 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, además, se midió la tasa de 

crecimiento del hipocotilo de líneas WT en las mismas condiciones. Con estos datos se 

analizó la respuesta de crecimiento en función 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 disminución de las pendientes de 

respuesta.  

 
Figura 1.5 - Impacto de PIF4 sobre el crecimiento en respuesta a sombra y temperatura. 
A – Cuantificación de la intensidad de fluorescencia en líneas 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 línea WT a distintas combinaciones de sombra 
y temperatura, en función de la abundancia de PIF4. Los datos corresponden a las 
medias ± EE de 4 réplicas. 
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De alguna manera, el impacto de PIF4 se encuentra atenuado a altas temperaturas. Esto 

sugiere que en estas condiciones existe algún componente que está frenando la acción 

de PIF4. De ser así, este elemento debería ser un regulador negativo de PIF4 y su 

actividad debería disminuir con la intensidad de sombreado y aumentar con la 

temperatura. De esta forma, la señalización por sombra y temperatura tendría aquí un 

punto de divergencia. 

 

Un elemento que, en principio, podría cumplir con las características mencionadas es 

HFR1. HFR1 es un factor que interactúa con PIF4 formando un heterodímero y 

provocando que PIF4 pierda la capacidad de unirse a sus promotores blanco de DNA 

(Hornitschek et al., 2009). Mediante ensayos de bioluminiscencia en líneas p35S:HFR1-

LUC se evaluó la estabilidad de HFR1 para las mismas combinaciones de luz y 

temperatura utilizadas en el análisis de PIF4 (Fig. 1.6 A). Lo mismo se realizó también 

para una línea pPIF4:PIF4-LUC a modo de control. Los resultados indicaron que la 

estabilidad de la proteína HFR1 aumenta con la temperatura y disminuye con la 

intensidad de sombra, con lo que cumpliría con las características necesarias para ser un 

atenuador del impacto de PIF4 sobre el crecimiento a altas temperaturas. 

 
       A                          B 

 
Figura 1.6 – Evaluación de HFR1 como atenuador del impacto de PIF4 sobre el 
crecimiento a altas temperaturas 
A – Intensidad de luminiscencia de líneas 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 línea WT y mutante hfr1 a distintas 
combinaciones de sombra y temperatura, en función de la abundancia de PIF4. Los 
datos corresponden a las medias ± EE de 4 réplicas. 
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Para las mismas combinaciones de sombra y temperatura se midió la tasa de 

crecimiento del mutante hfr1 (Fig. 1.6 B). Si HFR1 actúa como atenuador del impacto de 

PIF4 en el crecimiento a altas temperaturas, entonces el efecto de la atenuación se 

perdería (al menos parcialmente) en el mutante. Los datos de crecimiento del mutante 

muestran que efectivamente hay una menor atenuación, algo que queda evidenciado 

en la menor disminución de las pendientes de respuesta con el aumento la temperatura 

en comparación con el WT. Sin embargo, la pérdida de atenuación no es completa. 

 

 

Convergencia y divergencia a nivel transcripcional 

 

Los datos presentados hasta aquí sugieren que las señales de luz y temperatura tienen 

una importante convergencia, pero que esta convergencia no es total. Para identificar 

puntos a nivel transcripcional donde las señales converjan o diverjan, se extrajo RNA de 

plántulas WT expuestas a luz o sombra, en combinación con dos temperaturas (20° y 

28°C), y a partir de estas muestras se realizó un análisis de RNAseq. A partir de un 

análisis de varianza factorial, los genes diferencialmente expresados se separaron en 

función de si su expresión variaba con la condición de luz, con la de temperatura, o con 

combinaciones de ambas. Luego, fueron agrupados en clústers de acuerdo a la similitud 

de los patrones de respuesta dentro de cada grupo estadístico (Fig. 1.7 A).  Para cada 

clúster se realizó un análisis de ontología para estudiar con qué procesos están 

relacionados los genes enriquecidos en cada uno de ellos (Fig. 1.7 B). Por último, algunas 

de las predicciones obtenidas a partir del análisis de ontología 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 – Análisis de RNAseq para muestras de plántulas del WT expuestas a luz o 
sombra, en combinación con dos temperaturas distintas (20° y 28°C). 
A, B y C – Clústers obtenidos a partir de los genes que mostraron expresión 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 –Análisis de enriquecimiento de ontología de genes. Se muestran los procesos 
funcionales a los que corresponden los genes diferencialmente expresados en cada 
clúster. El tamaño de las burbujas corresponde al Factor de Representación (FR), y el 
color, a la significancia estadística (p-valor obtenido en el análisis). 
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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 están afectados por la condición 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 predicción observada se 

verificó mediante un ensayo de actividad GUS para una línea 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 expresión 

del transportador aumenta con la sombra, pero no es modificada por la temperatura.  

 
Figura 1.8 – La expresión de PIN3 es modificada por la condición 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 biológicas. *, P <0.05. 
 

También se observaron grupos de genes que solo son afectados por la temperatura y no 

por la condición de luz, como, por ejemplo, los relacionados con la respuesta al calor, el 

plegado de proteínas y el splicing de mRNA. Estos genes estarían asociados a la 

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

 

Sin embargo, se encontraron también muchos grupos que son afectados tanto por la 

condición de luz, como con la temperatura, o por combinaciones de ambas. Esto implica 

convergencia de las señales. Por ejemplo, existen grupos de genes que, a pesar de estar 

relacionados específicamente con la respuesta a luz, aparecen regulados por 

temperatura o por la combinación de sombra y temperatura. La expresión de los genes 

relacionados con el crecimiento celular aparece promovida por la sombra y también por 

la combinación de sombra y temperatura. Lo mismo ocurre para el caso de los genes 
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relacionados con la respuesta al estímulo producido por las auxinas, donde el efecto del 

sombreado parecería ser más fuerte que la combinación con temperatura. Esto último 

se confirmó mediante el uso de distintos reporteros (Fig. 1.9). 

 

           A            B      C 

 
Figura 1.9 – La expresión de los genes relacionados con el estímulo por auxinas son 
afectados fuertemente por el sombreado y, en menor medida, por la temperatura. 
A y B – Actividad GUS medida para luz y sombra a dos temperaturas distintas, para las 
líneas pIAA19:GUS y pDR5:GUS, respectivamente. Los datos corresponden a las medias 
± EE de 3 réplicas biológicas. *, P <0.05; **, P <0.001. 
C – Cuantificación de la intensidad de fluorescencia en líneas 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 realizó un ensayo de actividad GUS para la línea pIAA19:GUS en plántulas expuestas a 

las mismas condiciones usadas para el RNAseq (Fig. 1.9 A). Se sabe que la expresión de 

IAA19 aumenta en condiciones de sombreado y esto se observó también en los ensayos 

de actividad: el sombreado tiene un gran efecto en la promoción de la expresión del 

gen. Sin embargo, el efecto de la temperatura parecería ser bastante menor. Lo mismo 

se realizó para la línea 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 transcripción regulada por auxinas. Al igual que para el caso de IAA19, 

se observó un gran efecto del sombreado y un menor efecto de la temperatura 

(evidente en la combinación de temperatura alta y sombra).  

Por último, se cuantificó la intensidad fluorescencia de líneas DII-VENUS en plántulas 

expuestas a las mismas combinaciones de luz y temperatura (Fig. 1.9 C). DII es un 

dominio presente en la mayoría de las proteínas AUX/IAA, a través del cual se media su 

degradación dependiente de auxinas. De esta forma, DII-VENUS es un reportero del 

estímulo 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 analizó en particular por su importancia en la regulación del 

crecimiento fue HY5. El análisis de expresión demostró que los niveles de HY5 están 

afectados por la temperatura, pero no por el sombreado (Fig. 1.10 A). 

 
             A    B 

 
Figura 1.10 – La expresión de HY5 y la abundancia de la proteína son afectadas 
fuertemente por la temperatura y, en menor medida, por el sombreado. 
A – Niveles de expresión de HY5 en las distintas condiciones de luz y temperatura. Los 
valores corresponden al número de lecturas del gen obtenidos en el análisis de RNAseq. 
*, P <0.05; **, P <0.001. 
B – Cuantificación de la intensidad de fluorescencia en líneas 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 comprobó mediante el análisis por microscopía confocal de la línea 

pHY5:HY5-YFP para plántulas expuestas a 9 combinaciones distintas de luz, sombra y 

temperatura (Fig. 1.10 B). Al igual que en el análisis de expresión del gen, se observó 

que la abundancia de HY5 disminuye con el aumento de la temperatura, pero no con el 

sombreado (excepto a la temperatura más baja). 

 

Por último, 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 combinación de sombra y temperatura. Esto 

sugiere que la respuesta fototrópica podría no depender únicamente de la condición de 

sombreado. Para poner a prueba si la temperatura tiene algún efecto sobre el 

fototropismo, se midió el ángulo de curvatura del hipocotilo de plántulas expuestas a un 
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fotoperiodo de distintas temperaturas, con la fuente de luz irradiando de forma lateral 

(Fig. 1.11).  

 
Figura 1.11 – La temperatura afecta a la respuesta fototrópica. 
Ángulo de curvatura del hipocotilo con respecto a la vertical, en plántulas 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 análisis de RNAseq, los resultados mostraron que el 

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

temperatura aumenta, mayor es la respuesta fototrópica.  

 
 

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 más 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 

más probable es que la planta sufra shock térmico. Por lo tanto, la expectativa es que la 

respuesta de crecimiento en función de la temperatura sea mayor con el aumento de la 

intensidad de la luz. 

Para evaluar cómo las condiciones de luz o sombreado afectan la respuesta de 

crecimiento a la temperatura, se midió el crecimiento a distintas temperaturas para 

plántulas WT expuestas a diferentes intensidades de luz y sombra (Fig. 1.12 A). 
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 A             B 

 
Figura 1.12 – Efecto de la temperatura sobre el crecimiento para distintas condiciones 
de luz. 
A – Tasa de crecimiento del hipocotilo de plántulas WT crecidas bajo distintas 
combinaciones de luz y temperatura en función de la temperatura. Los datos 
corresponden a las medias ± EE de 72 réplicas. 
B – Pendientes de respuesta a la temperatura en función de la intensidad de luz, 
representada como la actividad de los fotorreceptores y definida como (b . I + k . D2). 
Las pendientes corresponden a las de las curvas de la Fig. A y fueron obtenidas 
mediante regresión 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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Modelo básico de crecimiento bajo condiciones estables de luz y temperatura 

 

Para la generación del modelo matemático de crecimiento en condiciones naturales, se 

tomó como base el modelo desarrollado por (Legris et al., 2016). Éste predice la tasa 

promedio de crecimiento del hipocotilo de plántulas de 3 d como función de la actividad 

de phyB, la temperatura y la irradiancia de luz blanca. El último término es utilizado para 

incorporar la actividad de los fotorreceptores adicionales (phyA, cry1 y cry2), que no 

están incluidos en el término correspondiente a phyB. Para que el modelo fuera más 

preciso en condiciones de radiación natural, donde los cambios en la composición 

espectral pueden alterar la activación relativa de los diferentes fotorreceptores, se 

modelaron las contribuciones específicas de phyA, cry1 y cry2 bajo condiciones 

controladas. Al igual que en el modelo previo, el crecimiento (G) está representado 

como una función de su crecimiento máximo (G0) dividido por la suma de todos los 

términos que reducen su crecimiento por debajo del máximo (phyB, bajas temperatura, 

phyA, cry1 y cry2) más 1 (G=G0 si no hay términos de inhibición). 

 

Para parametrizar el término correspondiente a phyA (Fig. 2.1) se midió G tanto en el 

WT como en el mutante phyA en plántulas 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 relación G0/G para una de esas mezclas en función de la suma de 

las tasas de fotoconversión de Pr a Pfr (k1) y de Pfr a Pr (k2). G0/G aumenta por encima 

de 1 cuando hay inhibición (es decir, G<G0). Para una composición espectral dada, k1+k2 

aumenta con la irradiancia.  
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                  A               B 

 
Figura 2.1 – Modelado de la contribución de phyA en el control del crecimiento del 
hipocotilo.  
A – Inhibición 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 fotoconversión (k1+k2). 
Los datos corresponden a las medias ± EE de al menos 4 réplicas. Para los R:RL 
restantes, ver Anexo, Fig. S2. 
B – Relación entre la diferencia entre las pendientes de respuesta a k1+k2 del WT y de 
phyA, y la relación k1/(k1+k2), que aumenta con la proporción de luz roja en las 
distintas mezclas. 

 

El mutante phyA retuvo un grado de inhibición significativo (mediado por phyB) y la 

diferencia entre las pendientes del WT y phyA provee una estimación 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 acción de phyA (d) – obtenidas de 

estos análisis fueron graficadas en función de k1/(k1+k2) y se ajustó una ecuación no 

lineal (las pendientes de phyA no fueron significativamente distintas a cero en ningún 

caso): 

𝑑 = 721	 ×	𝑒BC*	×	DE/(DEGD*) − 4.059 

 

El efecto de la composición espectral sobre la acción de phyA queda demostrado 

cuando se analizan las pendientes calculadas en función de la relación k1/(k1+k2) (se 

prefirió el uso de esta relación en vez de la relación R:RL porque las tasas de 

fotoconversión son calculadas con la información provista por el espectro completo de 

luz). El efecto inhibitorio de phyA es máximo para el rojo lejano casi puro (la relación 

k1/(k1+k2) más baja) y cae abruptamente con el aumento de la proporción 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 contribución de phyA incluso bajo rojo lejano puro cuando 

la irradiancia es lo suficientemente alta.  

La contribución de phyA fue modelada incorporando al denominador de la ecuación 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 lumínicos. 

De esta manera, la acción de phyA en el crecimiento del hipocotilo queda representada 

por: 

d	.	(k1+k2)	.	PHYA	
donde PHYA=1 si phyA está presente o 0 si no lo está. 

 

Para parametrizar los términos correspondientes a cry1 y cry2 (Fig. 2.2) se midió G tanto 

en el WT como en el mutante cry1 cry2 en plántulas de 3 d expuestas a un fotoperiodo 

de distintas irradiancias de luz azul. La figura 2.2 A muestra la relación G0/G graficada en 

función de la irradiancia de luz azul (400-500 nm). La pendiente de Col determinó la 

acción de cry1cry2 (e = 0.048) y la pendiente del doble mutante no fue 

significativamente distinta a cero. 

 
                 A       B 

 
Figura 2.2 – Modelado de la contribución de los criptocromos en el control del 
crecimiento del hipocotilo.  
A – Inhibición del crecimiento del genotipo WT y del doble mutante cry1 cry2 en 
respuesta a la irradiancia de luz azul. Los datos corresponden a las medias ± EE de 4 
réplicas. 
B – Crecimiento de los mutantes cry1 y cry2 relativos al crecimiento del mutante cry1 
cry2. 
 

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

crecimiento entre el WT y el doble mutante cry1 cry2 con la diferencia de crecimiento 
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entre el WT y los simples mutantes cry1 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 cry1 y cry2 porque la 

mutación cry2 en sí misma genera una reducción de G (matemáticamente, una 

“inhibición negativa”) pero libera significativamente el crecimiento potencial cuando se 

encuentra combinada con la mutación cry1.  

La contribución de cry1 y cry2 fue modelada incorporando al denominador de la 

ecuación un término donde la irradiancia de luz azul es multiplicada por la pendiente de 

las mutaciones combinadas y por la contribución específica (Fig. 2.2 B, 1 si se trata del 

mutante cry1 cry2). 

De esta forma, la acción de los criptocromos en el crecimiento del hipocotilo queda 

representada por: 

e	.	B400-500	nm	.	CRY	
donde CRY es 1 si ambos criptocromos están presentes, 0.76 si solo cry2 está presente o 

1.3 si solo cry1 está presente. 

 

Al modelo se le realizaron otros ajustes, ya que se encontró 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 cry1 o 

cry2 están presentes no hay efecto de la luz azul. 

 

Para modelar el crecimiento de phyA phyB también se necesitó de un ajuste ad-hoc. Los 

datos utilizados fueron obtenidos bajo condiciones controladas de luz y temperatura. Si 

bien la forma de la ecuación no varía, los coeficientes cambian: 

G0=3.07	 a=21.3.									e=0.22 (cuando T<22°C) o =0.04 (cuando T>22°C) 

 

Para poner a prueba el modelo se expusieron plántulas de phyA, phyB, phyA phyB, cry1, 

cry2 y cry1 cry2 a distintas condiciones de luz y sombra simuladas, en combinación con 

distintas temperaturas. La figura 2.3 muestra la relación entre el G observado y 

predicho, que no se aparta significativamente de relación 1:1 y que muestra una 

precisión adecuada. 
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Figura 2.3 – Valores observados de crecimiento de hipocotilo (G) en plántulas 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 códigos de colores para evidenciar que la 
relación entre valores observados y predichos no presentan sesgos para ninguno de 
estos factores (dentro del rango probado aquí). 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 parámetro se mantuvo 

constante durante el fotoperiodo, algo que no es típico 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.  

 

    A                           B 

 
Figura 2.4 – Localidades seleccionadas para analizar el impacto de las fluctuaciones 
térmicas 
A – Localización geográfica de las localidades. 
B – Patrón de temperatura en función del tiempo para cada localidad. 
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Se seleccionaron tres localidades en Argentina (Fig. 2.4) y se expusieron plántulas del 

genotipo WT y de mutantes de fotorreceptores a un fotoperiodo estable en una cámara 

de crecimiento configurada manualmente para reproducir los patrones de temperatura 

elegidos y un control a temperatura constante. Se midió G a diferentes tiempos del 

fotoperiodo (Fig. 2.5). Tanto el análisis y selección de las localidades como la realización 

de estos experimentos y las mediciones de crecimiento estuvieron a cargo de la 

Licenciada Sofía Poodts.  

 

 
Figura 2.5 – Tasas de crecimiento de hipocotilo observadas para plántulas de siete 
genotipos distintos a distintos tiempos. Los datos corresponden a las medias ± EE de 4 
réplicas. 

 

El análisis por regresión indicó 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 máximo y el mínimo 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 Pirámides). Para el caso de los dobles 

mutantes phyA phyB y cry1 cry2 no se observó un efecto estadísticamente significativo 

(Tabla 2).  

 

 Coeficientes Probabilidad 

Ordenada 0,00 #N/A 

AT . cry1 0,21 0,02 

AT . (WT/cry2/phyA) 0,70 0,00 

AT . phyB 0,21 0,01 

AT . cry1 cry2 -0,08 0,29 

AT . phyA phyB -0,04 0,14 

Tabla 2 – Cuantificación 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 análisis de regresión lineal. 
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Los valores predichos por el modelo una vez agregados los factores de corrección, 

mostraron una precisión adecuada (Fig. 2.6). 

 

 
Figura 2.6 - Valores observados de crecimiento de hipocotilo (G) en plántulas 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 
códigos de colores para mostrar que la relación entre valores observados y predichos 
no presentan sesgos para ninguno de estos factores (dentro del rango probado aquí). 
Los datos corresponden a las medias ± EE de 4 réplicas. 
 

 

El impacto de las fluctuaciones lumínicas diarias 

 

Siguiendo el mismo razonamiento usado para el análisis de temperaturas fluctuantes, se 

expusieron plántulas del WT y de los mutantes de fotorreceptores a un fotoperiodo en 

el que se ajustó la irradiancia manualmente para obtener un máximo de intensidad al 

mediodía (como ocurre normalmente en los ambientes naturales). Se modificó la 

intensidad de rojo y rojo lejano o de azul, dejando las otras constantes, o se modificaron 

todas las intensidades simultáneamente. Además, se agregó un control donde todas las 

intensidades permanecieron constantes (Fig. 2.7).  

 
Figura 2.7 – Patrones lumínicos en función del tiempo para irradiancia fluctuante e 
irradiancia constante. 
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Se midió G durante la primera y la segunda mitad del fotoperiodo (Fig. 2.8). La 

realización de estos experimentos y las mediciones de crecimiento estuvieron a cargo de 

Patrick Fischbach (Universidad de Düsseldorf, Alemania), durante una visita de 

entrenamiento en nuestro laboratorio.  

 

 
Figura 2.8 – Tasas de crecimiento para siete genotipos distintos de plántulas crecidas 
bajo diferentes patrones de luz. Los datos corresponden a las medias ± EE de 4 réplicas. 
 

El modelo (que está basado en la media de las irradiancias) pudo predecir G en estas 

condiciones con una precisión adecuada y no hubo necesidad de una corrección 

asociada a las fluctuaciones de luz (Fig. 2.9). 

 

 
Figura 2.9 - Valores observados de crecimiento de hipocotilo (G) en plántulas 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 códigos de 
colores para mostrar que la relación entre valores observados y predichos no presentan 
sesgos para ninguno de estos factores (dentro del rango probado aquí). Los datos 
corresponden a las medias ± EE de 4 réplicas. 
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Desempeño del modelo con datos a campo 

 

Para poner a prueba el modelo bajo condiciones naturales, se expusieron plántulas de 3 

d del genotipo WT y de los mutantes de fotorreceptores a 10 h de fotoperiodo de 

radiación 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 año 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 relación entre 

los datos predichos y observados. La relación no se aparta significativamente del 1:1 y 

no mostró ningún sesgo debido a genotipo, condición de luz o de temperatura. Esto 

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

adecuada. 

 

 
Figura 2.10 - Valores observados de crecimiento de hipocotilo (G) en plántulas de siete 
genotipos distintos, crecidas en diferentes momentos del año 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 códigos de colores para mostrar que la relación entre valores observados y 
predichos no evidencian sesgos para ninguno de estos factores (dentro del rango 
probado aquí). Los datos corresponden a las medias ± EE de 4 réplicas. 

 

 

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

nivel global 

 

Para evaluar el impacto de las condiciones climáticas 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 

0.01 0.1 1 10
0.01

0.1

1

10

O
bs

er
va

do

Sombra densa
Sombra suave

Luz

G (mm / 9 h)

0.01 0.1 1 10

Predicho

phyAphyB
phyB
phyA

cry2
cry1cry2

cry1
Col

G (mm / 9 h)

P<0.0001

0.01 0.1 1 10

30°C
22°C
14°C

G (mm / 9 h)



Resultados II: Modelo de crecimiento 

 56 
 

 

las que las temperaturas son extremadamente bajas (temperaturas no adecuadas para 

el crecimiento de Arabidopsis).  

 

 
Figura 2.11 – Localización geográfica 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 función 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 gráficos). Las variables ambientales corresponden a la condición 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, sólo la temperatura media afectó la 

magnitud de la respuesta de escape al sombreado (la interacción entre la temperatura y 

luz/sombra es significativa, con un P < 10-26). La magnitud de la diferencia entre G bajo 

luz solar comparada con las condiciones de sombra aumenta con las temperaturas 

cálidas. 
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Figura 2.12 – Respuesta de escape al sombreado en función de las variables climáticas. 
A – Crecimiento predicho por el modelo para las 100 localidades en función de las 
variables climáticas actuales. 
B – Crecimiento observado en los experimentos a campo para plántulas WT en función 
de las variables climáticas de la condición de luz. 
C – Crecimiento predicho por el modelo para las 100 localidades en función de las 
variables climáticas actuales, variando las variables de las abscisas y manteniendo las 
restantes fijas (usando sus promedios). 

  

La figura 2.12 B muestra un gráfico 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 patrón, 

sustentando de forma independiente la conclusión basada en el modelo: de las tres 

variables ambientales, solo la temperatura media afectó la magnitud de la respuesta de 

escape al sombreado (la interacción entre la temperatura y luz/sombra es significativa, 

con un P < 10-16). 
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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 sólo el 

parámetro 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 

análisis muestran que la irradiancia teóricamente tiene un impacto sobre la respuesta 

de escape al sombreado, ya que esta se hace más intensa con el aumento de la 

irradiancia. La comparación entre la figura 2.12 A y 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 climáticas proyectadas a futuro 

 

El clima es un factor determinante sobre la fisiología 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 fisiológicos (Walther, 2004). Para evaluar el 

impacto del cambio en las condiciones climáticas sobre la respuesta al sombreado, se 

descargaron datos de proyecciones de temperatura media, amplitud térmica y radiación 

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 análisis, las tasas de crecimiento proyectadas serán mayores a las 

actuales, independientemente de la localización geográfica y de la condición de luz (Fig. 

2.13). Esto se correlaciona con la predicción 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 impactará relativamente igual para todas las 

condiciones (Fig. 2.13 inset). El impacto del cambio en el crecimiento debido a la 

evolución predicha de las variables climáticas, será 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 climático.  
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Figura 2.13 – Crecimiento proyectado para década 2080. 
Crecimiento proyectado para luz, sombra media y sombra densa en función del 
crecimiento presente para las mismas condiciones en las 100 localizaciones. Inset: 
Diferencia entre el crecimiento proyectado y el crecimiento presente para cada 
condición de luz. Los datos corresponden a la media de las diferencias para cada 
condición ± EE. 
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La elongación del hipocotilo es una respuesta termomorfogénica 

 

Como punto de partida de esta tesis resultó necesario establecer si la respuesta 

fisiológica utilizada en la misma es realmente una respuesta termomorfogénica. La 

temperatura afecta a todos los procesos metabólicos 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 generación de un cambio específico 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 fisiológica afectada por la temperatura es 

una respuesta termomorfogénica, ya que no necesariamente estaría 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 metabólicos. De esta 

manera, simplemente se estaría llegando a la misma forma en menor tiempo, pero 

podría ser que en un punto final, no haya diferencias morfológicas con respecto a una 

planta crecida a una temperatura control. 

 

En este sentido, a partir de trabajos previos, es conocido que la elongación del 

hipocotilo en respuesta a la temperatura es, en el mediano plazo, una respuesta 

termomorfogénica. En efecto, cuando se estudió la cinética de la respuesta de 

elongación del hipocotilo a distintas temperaturas, se comprobó que a temperaturas 

bajas el crecimiento se detiene completamente a los 7 d y no alcanza en tiempos más 

largos los valores observados para las temperaturas altas (Gray et al., 1998). Esto indica 

que la temperatura está provocando un cambio de forma y, por lo tanto, la respuesta es 

termomorfogénica. Sin embargo, en los experimentos de esta tesis donde se evaluó la 

respuesta de elongación del hipocotilo, el análisis se realizó en un rango temporal 

mucho más corto (10 h). 

 

La aproximación que utilizamos para abordar este punto consistió en estudiar dos 

variables fisiológicas en el mismo marco de tiempo.  Los resultados muestran que la 

elevación de la temperatura provocó un aumento en la tasa de elongación del hipocotilo 

mientras que la expansión del área de los cotiledones no es incrementada (Fig. 1.1). Esta 

observación permite concluir que la respuesta de elongación del hipocotilo en 10 h a la 

temperatura, es específica, es decir, es una respuesta termomorfogénica.    
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Las respuestas del hipocotilo a la sombra y temperaturas cálidas muestran una alta 

correlación 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 cálidas no estresantes, es el 

genético. La presencia de plantas vecinas y la probabilidad de exposición a una 

condición de shock térmico representan riesgos diferentes para las plantas. Según la 

literatura, el hecho que el sombreado y las altas temperaturas generen respuestas 

morfológicas similares (Gray et al., 1998; Crawford et al., 2012; Quint, Delker, Franklin, 

Philip A. Wigge, Halliday and van Zanten, 2016) estaría vinculado a que dichas 

morfologías reducen tanto las probabilidades de sombreado intenso (Casal, 2012) como 

de exposición a temperaturas elevadas (Quint, Delker, Franklin, Philip A Wigge, et al., 

2016). Las diferentes accesiones de Arabidopsis thaliana, al haber sido cosechadas en 

situaciones ecológicas diferentes, estarían eventualmente adaptadas en mayor o menor 

medida a las situaciones ecológicas 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 árido y cálido puede combinar un alto 

riesgo de exposición a golpe de calor y una baja probabilidad de sombreado y uno más 

húmedo y frío, la situación inversa; además de las otras combinaciones posibles. De este 

modo, no sería de esperar que, al analizar la variabilidad genética, las respuestas de 

crecimiento del hipocotilo a temperaturas cálidas y sombra se correlacionen en las 

diferentes accesiones.  

Sin embargo, los resultados de experimentos en que se analizó la elongación del 

hipocotilo de plántulas expuestas a un fotoperiodo de sombra simulada o de altas 

temperaturas en 38 ecotipos distintos, mostraron que existe una fuerte correlación 

entre ambas respuestas (Fig. 1.2 A). Las accesiones que responden más a una señal 

también responden más a la otra. 

 

Esta correlación podría deberse, en parte, a una capacidad diferencial en la capacidad 

de crecimiento. Esto implicaría que las accesiones que responden más a una de las 

señales también responderían más a cualquier señal que promoviera el crecimiento. Sin 

embargo, los resultados de la Figura 1.2 B prueban que la relación entre crecimiento y 

respuesta es bastante pobre. Por lo tanto, la correlación observada en la Figura 1.1 

indicaría procesos de adaptación 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 habían 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 más importantes es el fotorreceptor phyB como integrador de las 

señales 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 introducción, la lista también incluye a HY5 (Cluis, Mouchel and Hardtke, 

2004), COP1 (Pacín, Legris and Casal, 2013b) y ELF3 (Mizuno et al., 2014; Nieto et al., 

2015). En esta tesis, profundizamos el análisis realizando una comparación simultánea 

de los impactos a ambas claves ambientales y extendiendo la lista de mutantes. Si las 

respuestas a sombra y temperaturas cálidas representan ajustes a riesgos ambientales 

diferentes, sería de esperar que los impactos de las mutaciones no coincidan 

cuantitativamente. Sin embargo, para la mayoría de los mutantes analizados en este 

trabajo, se encontró que las respuestas de sombra y temperatura no pueden ser 

separadas, ya que el efecto de la respuesta común a ambas explicó para todos los casos 

más del 65% de la variación observada en el crecimiento (Fig. 1.4). Algunos mutantes 

mostraron efectos específicos para el sombreado o para la temperatura, pero en estos 

casos los porcentajes de variación 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 señalización por luz y por 

temperatura. Esto sugiere que el control del crecimiento por ambas claves del ambiente 

podría llegar a tener una función común para ambas respuestas y no la reducción de 

riesgos separados. En efecto, resulta difícil de explicar no ya la utilización compartida de 

elementos genéticos para enfrentar riesgos ecológicos diferentes, sino además que 

dicha convergencia sea cuantitativa.    

 

 

La integración de las respuestas de sombra y temperatura involucra procesos 

compensatorios a nivel molecular 

 

En el análisis de los crecimientos de los mutantes, se observó que las mutaciones 

impactan de manera similar sobre las respuestas a sombra y a temperatura elevada. 



Discusión 

 64 
 

 

Para el caso de PIF4 evaluamos en qué medida esto refleja una misma contribución 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 amplió esta información cuantificando 

la proteína para una condición más baja de temperatura y una sombra simulada de 

intensidad intermedia, y además se midió la tasa de crecimiento del hipocotilo en las 

mismas condiciones. A partir de esta información analizamos si el impacto de PIF4 sobre 

el crecimiento era cuantitativamente similar para cualquier temperatura, graficando el 

crecimiento en función de la abundancia de la proteína. Si realmente fuera ese el caso, 

se observaría que estos se relacionan con una sola línea. 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 regresión entre PIF4 y crecimiento cae (Fig. 

1.5 B). Esta observación implica que para que el impacto genético sea igual a cualquier 

temperatura (como fue observado en la Fig. 1.3), tiene que existir algún 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 

que a temperaturas altas las diferencias entre ambos serían menores que a 

temperaturas más bajas. 

 

De acuerdo a los resultados de la Figura 1.5 B, la estabilidad del elemento que esté 

ejerciendo la atenuación sobre PIF4 debería disminuir con el sombreado (para que el 

crecimiento en función 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 analizó HFR1 como posible atenuador ya 

que se sabe que es un inhibidor de la acción de PIF4 (Hornitschek et al., 2009) y que su 

acumulación es dependiente de la temperatura (Foreman et al., 2011). Incluso en este 

último trabajo se discute sobre la convergencia de las respuestas de luz y temperatura, y 

el posible rol de HFR1 en la restricción 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 está presente (Foreman et al., 2011). Sin embargo, en este 

trabajo se analiza a HFR1 en función de la luz azul y no en respuesta al sombreado, de 

modo que, si bien los antecedentes eran sugestivos, no podían aplicarse sin más al caso 

en cuestión. Por lo tanto, primero fue necesario estudiar la dinámica de HFR1 en las 

mismas condiciones en que se midió PIF4. En estos experimentos, se comprobó que la 

estabilidad de la proteína disminuye con la sombra y aumenta con la temperatura, 
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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 función de la abundancia de PIF4 se observa que la atenuación en la 

respuesta a altas temperaturas disminuye (las pendientes para las distintas 

temperaturas se hacen más parecidas). La atenuación no se pierde por completo y esto 

podría deberse a la acción de otros factores que actúan de forma similar a HFR1 y que 

podrían seguir manteniendo parte de la inhibición 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 señales muestran un punto de divergencia molecular, demostrado por 

primera vez mediante comparación directa, lado a lado. Dicho esto, esta divergencia 

molecular no hace más que reafirmar la convergencia funcional, ya que gracias a 

cambios específicos 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 

específicas 

 

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 realizó un análisis global de la expresión de genes, que 

permitió identificar a escala genómica puntos de convergencia o divergencia molecular 

(Fig. 1.7). Hay varios estudios de expresión en respuesta a señales de sombreado o de 

temperaturas elevadas no estresantes, pero ninguno realizado con ambas variables 

simultáneamente. 

 

Procesos relacionados con el crecimiento y la organización 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 

elongación del hipocotilo. Muchos de los genes clasificados como de respuesta de 

estímulos a luz y a intensidad de luz son regulados también por la temperatura. En 

particular, llaman la atención los genes involucrados en la respuesta fototrópica, que 
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aparecen fuertemente regulados en la condición de combinación de sombra y 

temperatura. El efecto del sombreado en esta respuesta ya ha sido estudiado en 

trabajos previos (Goyal et al., 2016), pero la regulación por temperatura no había sido 

reportada. Este resultado es sorprendente ya que el fototropismo es una respuesta 

típica de luz y, en principio, nada haría suponer que podría tener alguna relación con la 

temperatura. Sin embargo, los experimentos de esta tesis donde se analiza el 

fototropismo en función de la temperatura (Fig. 1.11) mostraron que la repuesta 

fototrópica aumenta con la temperatura, respaldando con datos funcionales los 

resultados observados en el análisis transcripcional. Los procesos relacionados con los 

estímulos a auxinas también son compartidos por ambas señales, 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 señales. 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 señales de sombra. Los 

procesos relacionados típicamente con el estrés causado por altas temperaturas que 

ocasionan un golpe de calor, como el plegamiento de proteínas, la respuesta al calor, y 

el splicing, aparecen solo reguladas por las temperaturas elevadas.  

 

Haciendo una síntesis minimalista, podríamos decir que los resultados demuestran que 

las respuestas a señales de sombreado y temperaturas elevadas comparten 

primordialmente los genes vinculados al crecimiento (necesarios para la morfogénesis) , 

mientras que los genes vinculados a la aclimatación del aparato fotosintético a bajas 

irradiancias y los vinculados a la aclimatación a altas temperaturas son controlados de 

manera específica  por las señales de sombra o altas temperaturas, respectivamente. 

 

 

Generación de un modelo de crecimiento que predice razonablemente el 

crecimiento del hipocotilo en ambientes naturales 

 

Los modelos matemáticos son herramientas invaluables para entender las relaciones 

entre componentes de un sistema complejo. En un contexto biológico, los modelos 

matemáticos facilitan entender la compleja red de interrelaciones entre varios 



Discusión 

 67 
 

 

componentes de un sistema biológico, adquirir conocimiento del sistema como un todo, 

y, a cambio, predecir su comportamiento (Glynn, Unudurthi and Hund, 2014). 

Por definición, un modelo es una representación simplificada de un sistema o fenómeno 

complejo; una descripción hipotética de un proceso real. El desarrollo de un modelo 

produce un círculo virtuoso, donde los experimentos alimentan al modelo con datos, y 

el modelo provee información que guía la investigación reproduciendo resultados 

experimentales, respondiendo preguntas formuladas a partir de observaciones, 

identificando los actores más importantes de un mecanismo dado, y prediciendo nuevos 

resultados que deberán ser validados. Además, la capacidad de las simulaciones para 

examinar simultáneamente varios parámetros provee explicaciones fisiológicas posibles 

que no podrían 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 climáticas (específicamente patrones de irradiancia, temperatura media y 

amplitud térmica), en la respuesta de crecimiento a señales de plantas vecinas. 

Un enfoque un tanto reduccionista, podría haber sido probar el efecto de señales 

similares de sombreado en combinación 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 más complejos que las condiciones 

de crecimiento típicamente usadas en el laboratorio. Por ejemplo, la luz y la 

temperatura fluctúan en ciclos diarios y este patrón es difícil de simular en combinación 

con varias condiciones de luz. La segunda, es que algunas variables ambientales, como la 

irradiancia y la temperatura, no fluctúan totalmente independiente una de otra en la 

naturaleza, y el uso de combinaciones simuladas no necesariamente reflejarían aquellas 

que son más probables de ocurrir. Por estas razones, se decidió abordar el problema 

desde un enfoque un poco más sofisticado: se incorporaron en un modelo base los 

efectos que más impactan en el crecimiento en ambientes naturales, y, una vez probado 

que el modelo funciona para crecimientos obtenidos en estas condiciones, se analizó el 

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

 

Para desarrollar el modelo presentado en esta tesis, se utilizó como base el modelo 

publicado previamente por nuestro laboratorio (Legris et al., 2016). Este modelo, que 

predice la tasa de crecimiento en función 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 

quedan subestimadas. Por ejemplo, phyA es degradado rápidamente a bajas 

irradiancias, pero en condiciones de sombreado extremo y altas irradiancias (como las 

naturales) limita la elongación 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 día. 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 cuantificó matemáticamente 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, sería una tarea inalcanzable 

simular en condiciones controladas decenas de combinaciones naturales de estas 

variables.  

 

 

Los resultados de los experimentos donde se evaluó 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 observó un efecto 

opuesto, pero no resultó significativo en los análisis estadísticos. Una posible 

interpretación de este efecto es que la tasa de crecimiento máximo ocurre durante la 

mañana y decrece durante el resto del fotoperiodo. Por lo tanto, si una determinada 

temperatura media es resultado de temperaturas bajas a la mañana y altas al mediodía, 

hay una coincidencia entre los momentos de temperaturas bajas y máximo crecimiento 

potencial, lo que disminuye el crecimiento promedio. Los experimentos de laboratorio 

permitieron definir los parámetros para las contribuciones de phyA, cry1 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 cálidos y 

como resultado del cambio climático 

 

Para evaluar el impacto de las condiciones climáticas en la respuesta de escape al 

sombreado, se utilizaron datos de 100 localizaciones a nivel global para tener un rango 

más 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 matemático desarrollado predice 

el crecimiento para plántulas crecidas en fotoperiodos de 10 h, y estos sólo se observan 

para ciertos lugares, en ciertos momentos del año (en general, en otoño o invierno). 

Cerca de la línea ecuatorial, los días son más largos. Además, 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 más altos porque en los experimentos 

a campo las plántulas eran expuestas a radiación natural durante 10 h incluso en 

temporadas cuando el fotoperiodo natural es mayor.  

 

Tanto para el análisis global como para los experimentos a campo, sólo la temperatura 

media afectó la magnitud de la respuesta de escape al sombreado en forma 

significativa. Esta observación adquiere aún más importancia cuando se analiza cómo 

cambiarán las variables climáticas proyectadas a futuro. Según el escenario elegido para 

las proyecciones utilizadas en el modelo, la temperatura media es la que cambiará más 

significativamente a nivel global (Fig. S3). Al evaluar cuál será el impacto de las 

condiciones climáticas proyectadas, se observó que el cambio en las variables provocará 

que 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 conclusión, el cambio climático inducirá 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 climáticas 

actuales, en el futuro podrían volverse subóptimas en términos de arquitectura. 
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Propuesta de una nueva hipótesis: La función 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 

función 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 la 

termomorfogénesis tiene como finalidad alejar los meristemas y órganos fotosintéticos 

de la planta hacia la parte superior para que puedan ventilarse y evitar el golpe de calor. 

La función de la termomorfogénesis sería reducir las probabilidades de ocurrencia de un 

golpe de calor.  

 

Dado que la carga de radiación aumenta la temperatura de los órganos vegetales 

(Grace, 1988), la ocurrencia de shock térmico es más probable cuando hay más luz. Si la 

función de la termomorfogénesis es reducir el impacto de un golpe de calor, sería 

esperable que el efecto “protector” de las respuestas termomorfogénicas fuera mayor a 

mayores intensidades de luz. Sin embargo, en el análisis del crecimiento en función de la 

temperatura para distintos niveles de sombreado (Fig. 1.12 A), se observó 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 tendría “sentido” que un mecanismo de respuesta funcione mejor en las condiciones 

donde es menos probable que el golpe de calor ocurra.  

 

Los resultados del análisis genético, muestran una sorprendente correlación entre las 

respuestas a la sombra y a altas temperaturas. No hay razones para suponer que si las 

funciones ecológicas 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 aún, que haya 

mecanismos activos que compensen para mantener dicho impacto dentro del mismo 

rango (como la represión de PIF4 por niveles altos de HFR1 a altas temperaturas). 
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Los resultados del análisis transcripcional permiten diferenciar respuestas comunes y 

específicas a ambos estímulos. Entre las comunes se destacan las vinculadas al 

crecimiento (necesario para la morfogénesis). Entre las específicas para la temperatura 

cabe mencionar que, efectivamente, con las altas temperaturas aumenta la expresión 

de los genes relacionados con la aclimatación de la temperatura.  Sin duda, como está 

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 (morfológicas) están sirviendo a esa función. 

 

Una explicación alternativa podría 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, tendría poca luz disponible para realizar fotosíntesis, y una alta tasa de 

respiración, lo que representaría una situación muy desfavorable para el intercambio 

neto de carbono y el balance energético de la planta.  

La aplicación del modelo a combinaciones naturales de luz y temperatura indica que 

efectivamente, los climas cálidos del presente o el calentamiento global llevarían a 

respuestas más 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 combinación de sombreado y alta temperatura. 
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Figuras suplementarias 

 

 

 
Figura S1 – Registros de los parámetros ambientales en función del tiempo para los 
experimentos a campo. 
Se muestra la variación de la temperatura, la irradiancia entre los 400-700 nm (PAR) y el 
R:RL, para cada condición de luz en los 10 experimentos realizados en condiciones 
naturales. 
 
 
 
 
 

A                  B      C      D 

 
 

Figura S2 – Inhibición del crecimiento del WT y del mutante phyA en respuesta a la 
irradiancia representada por la suma de las tasas de fotoconversión (k1+k2), para R:RL = 
0.44 (A), 0.20 (B), 0.07 (C) y 0.001 (D). Los datos corresponden a las medias ± EE de al 
menos 4 réplicas.  
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Figura S3 – Valores proyectados de las variables climáticas para década 2080. 
Se muestran los valores obtenidos de las proyecciones para la amplitud térmica, la 
irradiancia y la temperatura, en función de los valores actuales. 
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