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Las plantas han desarrollado complejos sistemas que les permiten percibir el ambiente 

lumínico. Los resultados expuestos en este trabajo proponen mecanismos por los cuales la 

compleja red de señalización regula el crecimiento de las plántulas integrando señales 

lumínicas. El primero se refiere a la acción sinérgica de la luz azul y la luz roja. En plántulas 

de ��������	�	 cultivadas en luz roja (condición que activa a phyB), un corto suplemento de 

luz azul activa a cry1 generado así una respuesta sinérgica. En esta tesis encontré que el 

mecanismo de integración implica la activación de reguladores positivos como HY5, HYH, 

SPA1 y SPA4 por medio de los criptocromos al percibir una señal transitoria de luz azul. 

Luego de esta señal, los genes 
��,
�
,���� y��� refuerzan la señalización mediada por 

phyB. Como phyB se mantiene activo en oscuridad, el sinergismo permite la persistencia de 

los procesos que llevan a la autotrofía durante la noche. En la segunda parte, investigué la 

integración de señales fluctuantes de sombreado vegetal. Cuando una plántula crece en 

sombra, distintos genes de respuesta a hormonas y genes involucrados en la señalización de 

la luz como  ����� ���� (que promueven el alargamiento del hipocotilo) aumentan su 

expresión. Cuando una plántula que estaba creciendo en sombra percibe luz no filtrada por 

plantas vecinas, aumentan los niveles de expresión de 
��� HY5 podría regular 

negativamente la señalización de auxinas e inhibir la expresión de reguladores positivos del 

crecimiento como son ����� �����
���� ����� �
� � ���� evitando que se genere la 

respuesta máxima a la sombra. En ambos casos se observa como las plantas integran señales 

ambientales mediante la conexión de distintas vías de señalización. 

 

 

 

Palabras claves: vías de señalización, fitocromo, cryptocromo, sombreado, factores de 
transcripción, integración 
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Plants have developed complex systems that allow them to perceive the light 

environment. The results presented in this work proposes mechanisms by which the complex 

signaling network regulates the seedlings growth integrating light signals. The first relates to 

the synergistic action of blue light and red light. In ��������	�	 seedlings grown under red 

light (condition that activate phyB), a short supplement of blue light activate cry1 and 

generated a synergistic response. In this thesis I found that the mechanism of integration 

involves the activation of positive regulators such as HY5, HYH, SPA1 and SPA4 through 

the perception of transient signal of blue light by cryptochrome. After this signal, genes 
���


�
� ���� and ��� reinforce the phyBBmediated signaling. Because phyB is active in 

darkness, synergism allows the persistence of the processes that lead to autotrophy during 

night. In the second part, I researched the integration of shade fluctuating signals. When a 

seedling grows in shade, several hormoneBresponse genes and genes involved in signaling of 

light as ��������� (that promote hypocotyl elongation) increase their expression. When a 

seedling that was growing in shade perceived unfiltered light by neighboring plants, increase 

the expression levels of 
��. HY5 could negatively regulate auxin signaling and inhibit the 

expression of positive regulators of growth such as ����� ����� 
���� ����� �
� and 

���� preventing shade maximal response. Both cases shows how plants integrate 

environmental signals by connecting different signaling pathways. 

 

 

 

Keywords: signaling pathways, phytochrome, cryptochrome, shade, transcription factor, 

integration 
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La luz es una de las señales ambientales más importantes en el control que afecta el 

desarrollo de las plantas durante todo su ciclo de vida, desde la germinación, pasando por el 

desarrollo de plántula hasta el establecimiento de la planta madura y la transición al 

desarrollo reproductivo (floración). Al germinar, la plántula que emerge monitorea su 

ambiente, y dependiendo de la ausencia o presencia de luz, sigue el patrón escoto o 

fotomorfogénico, respectivamente (Chen et al., 2004). En ��������	�	 �������� las 

principales características de la escotomorfogénesis son la promoción de la elongación del 

hipocotilo y el mantenimiento del gancho apical que contiene los cotiledones cerrados. Éste 

proceso ayuda a la plántula a emerger, minimizando los efectos desfavorables de atravesar el 

suelo. La luz en cambio, gatilla la fotomorfogénesis mediante la desBetiolación de la plántula. 

Ésta involucra cambios morfológicos como la inhibición de la elongación del hipocotilo, la 

estimulación del desarrollo de los cotiledones, desarrollo de una maquinaria fotosintética 

funcional y el crecimiento de la raíz (Chory et al., 1989; Deng et al., 1991). Gran parte de 

estos cambios los realiza mediante un rearreglo masivo de expresión de genes que incluye la 

inducción de genes que codifican para la maquinaria de fotosíntesis y protección de los 

efectos nocivos de la luz, entre otras funciones (Tepperman et al., 2001). 

Las plantas han desarrollado complejos sistemas que les permiten percibir fluctuaciones 

en calidad, cantidad, dirección y duración del estímulo lumínico (Chen et al., 2004). Gracias 

a su gran plasticidad pueden modular su crecimiento y desarrollo en respuesta a estas señales 

externas. El primer paso de la señalización lumínica es la percepción de la luz por 

fotorreceptores específicos. Estudios genéticos, bioquímicos y moleculares, en particular en 

el modelo de ��������	�	 ��������� han permitido la identificación y caracterización de los 

fotorreceptores y los genes que los codifican. Existen cuatro grupos de fotorreceptores 

capaces de percibir las señales lumínicas: los fitocromos que absorben principalmente luz 

correspondiente a las longitudes de onda del rojo (R, 600B 700 nm) y del 
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rojo lejano (RL, 700B 800nm) y los criptocromos, zeitlupe (ZTL) y  fototropinas  que 

absorben la luz correspondiente a las longitudes de onda del azul (A) al UVB A (315B 400 

nm) (Cashmore et al., 1999; Deng y Quail, 1999; Koorneef et al., 1980; Kim et al., 2007). 

Estos fotorreceptores han sido durante años el objeto de estudio de diversos equipos de 

investigación y en los últimos tiempos se ha logrado una visión más precisa de los 

mecanismos moleculares mediante los cuales los fotorreceptores informan a la célula de la 

señal luminosa recibida. 

  

��	
�������!�	


Los fitocromos son  cromoproteínas  (moléculas que combinan una parte proteica o 

apoproteína y un cromóforo) homodiméricas conformadas por dos polipéptidos de 

aproximadamente 125 Kda.  Cada monómero posee dos dominios estructurales: el carboxi 

terminal que media la dimerización y  el amino terminal que esta unido covalentemente a 

un cromóforo tetrapirrolico que es el responsable de la absorción de la luz. El cromóforo 

absorbe principalmente R o RL, modificando su conformación. La excitación del 

cromóforo altera la conformación de la apoproteína y, por ende, su capacidad de acción 

biológica (Quail, 1991). 

Los fitocromos existen en dos formas fotointerconvertibles: el Pr, con un máximo de 

absorción a 660 nm, es decir en el R  y el  Pfr con un máximo de absorción a 730 nm, es 

decir en el RL (Quail et al., 1995; Frankhauser & Chory, 1997). Los fitocromos son 

sintetizados en el citoplasma en la forma Pr que es biológicamente inactiva y al absorber 

rojo pasan a su conformación activa (Pfr) y migran al núcleo (Nagy et al., 2001). Ambas 

formas son interconvertibles entre sí de modo reversible por absorción de luz. En plántulas 

etioladas todo el fitocromo se encuentra en la forma Pr. Al exponer las plántulas etioladas a 

la luz, el Pr se fotoconvierte en Pfr. El Pfr también puede destruirse (Marmé et al., 1971) o 

convertirse en Pr mediante una reacción independiente de la luz (reversión) (Kendrick et 

al., 1971). 

Dado que los espectros de absorción de las dos formas están parcialmente solapados, al 

irradiar una planta se establece un fotoequilibrio dinámico entre el Pr y Pfr. La proporción 

de Pfr respecto al fitocromo total (Pfr/P) establecida por cada tratamiento lumínico 

dependerá de la composición espectral del mismo. La luz monocromática de 660 nm 
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convierte una alta proporción del fitocromo a la forma Pfr, mientras que luz monocromática 

de 730 nm establece menos del 5% de Pfr/P. Cuando se expone a las plántulas a la 

radiación solar que es policromática, el Pfr/P estará determinado principalmente por la 

proporción de R y RL de la luz incidente (Mancinelli, 1994). Cuanto mayor sea la relación 

R/RL de luz incidente, mayor será el Pfr/P. 

Las plantas poseen distintos fitocromos, en  ��������	�	 �������� han sido aislados y 

secuenciados 5 fitocromos  diferentes, fitocromo A, B, C, D y E. Los roles fisiológicos y 

fotosensoriales de cada fitocromo han sido definidos a través del análisis de mutantes 

deficientes en los distintos fitocromos  (Whitelam y Devlin.
1997; Qin et al.,1997; Devlin 

et al., 1998;  Smith, 2000). Los fitocromos  mejor caracterizados de �� �������� son el 

fitocromo A (phyA) y el fitocromo B (phyB) que además son los más importantes desde el 

punto de vista funcional. 

El phyA es inestable en la forma Pfr y su vida media es de 1 a 2 horas, de tal modo que 

la acción biológica compite con el proceso de destrucción. Éste fitocromo se acumula en 

plantas etioladas, pero sus niveles disminuyen drásticamente luego de la exposición a la luz 

debido a su degradación proteolítica. En ambientes ricos en RL, la destrucción del phyA no 

es tan marcada ya que la proporción que se encuentra como Pfr es baja. En condiciones de 

radiación natural bajo canopeos densos, ricos en RL, el phyA es crucial para producir la 

desBetiolación y los mutantes de ���� mueren prematuramente (Yanovsky et al., 1995). El 

phyA estaría también involucrado en la detección temprana de plantas vecinas, 

indirectamente modulando la actividad del phyB (Casal, 1996; Yanovsky et al., 1995).  

Mientras que el phyA es el principal fotorreceptor que media la repuesta de desB

etiolación a bajos y altos flujos de RL, la respuesta de desBetiolación  a altos flujos de luz R 

es mediada por  phyB. phyB se expresa en todos los tejidos y a diferencia de phyA es 

fotoestable y es el más abundante en las  plantas verdes (Somers y Quail, 1995). Las 

plántulas deficientes en phyB presentan hipocotilos alargados y cotiledones poco 

desarrollados cuando crecen  en luz roja o blanca (Nagatani  ���., 1991; Reed  ���., 1993; 

Somers  ���., 1991). La presencia de plantas vecinas, que absorben el R y que reflejan y 

transmiten el  RL  provoca una disminución en  R/RL y por lo tanto el desplazamiento del 

fotoequilibrio hacia la forma inactiva Pr. phyB, es el principal fotorreceptor implicado en 
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las percepción de las variaciones en las relaciones R/RL del ambiente y por lo tanto juega 

un rol fundamental  en la detección de plantas vecinas (Ballaré et al., 1987). 

 

��	
���������!�	


Los criptocromos son fotorreceptores que absorben en el rango de la luz azul y UVBA 

del espectro lumínico. En ��������	�	 existen dos criptocromos bien caracterizados 

criptocromo 1 y 2 (cry1, cry2) (Ahmad and Cashmore, 1993) y un tercer criptocromo (cry3) 

cuya función biológica todavía no esta bien definida (Kleine  ����, 2003). En su secuencia 

de DNA tienen una gran similitud con enzimas de reparación fotoliasas y comparten los 

mismos cofactores del cromóforo, pero esta homología es solo estructural y no es funcional 

para cry1 y cry2. Recientemente se ha observado que cry3 tendría actividad de fotoliasa 

(Selby and Sancar, 2006). 

cry1 y cry2 tienen un rol importante en la fotomorfogénesis, como es la inhibición de la 

elongación del hipocotilo, la apertura de los cotiledones, la síntesis de antocianas y 

flavonoides por luz azul y la regulación de la floración a través del fotoperíodo, teniendo 

cry2 un rol fundamental en este último proceso. cry1 cumple un papel preponderante en 

altas irradiancias de luz azul, mientras que cry2 es importante a bajas irradiancias de luz 

azul (Lin et al., 1998). Esta sensibilidad distinta de los dos criptocromos es en parte 

explicada por la naturaleza lábil de cry2 en contraste con cry1, que permanece estable en 

luz (Lin, 2002). 

La reversión de cry1 por la luz verde fue sugerida por Lin et al. (1995) luego de 

identificar un estado de flavo semiquinona de este fotorreceptor que absorbe luz verde. Más 

recientemente un estado semiBreducido similar ha sido identificado en cry2 (Banjeree et al., 

2007). Se ha observado que la activación por luz azul de los criptocromos pueden ser 

inhibida por luz verde �� !�!�� esto es consistente con el cambio de estado redox del 

fotorreceptor. La respuesta de los criptocromos a la luz azul puede ser parcialmente 

revertida mediante el agregado de luz verde en irradiancias altas. En las plantas, ésta 

fotoreversión del criptocromo podría contribuir a las respuestas de escape al sombreado 

bajo un canopeo (Bouly et al., 2007). 

 
 
 



���������	
��

���

"����������
�����

��������������	

 

La radiación natural activa simultáneamente a más de un fotorreceptor. Si bien se 

conocen los papeles que juegan los fotorreceptores bajo condiciones lumínicas controladas, 

es difícil determinar que fotorreceptor o vía de señalización lumínica posee mayor jerarquía 

bajo los distintos contextos ambientales. Las distintas longitudes de onda (rojo, azul, rojo 

lejano) activan selectivamente distintos fotorreceptores y estos activan un gran número de 

genes que se solapan, indicando la presencia de componentes de señalización compartidos. 

Un óptimo funcionamiento celular requiere la integración eficiente de estas señales. Las 

vías por las cuales se integran las distintas señales son complejas debido a distintos 

factores.  Por un lado, una respuesta fisiológica es controlada por numerosas señales que 

son percibidas por diferentes receptores (Janknecht y Hunter, 1999). Por otro lado, la 

activación de un receptor puede desencadenar numerosas vías, así como las vías activadas 

por un receptor pueden armar una red de interacciones entre ellas y con demás vías 

iniciadas por otros receptores activados simultáneamente o sucesivamente. La acción de un 

fotorreceptor puede estar fuertemente afectada por la presencia de otros. Es así como se han 

encontrado interacciones sinérgicas entre el phyB y cry1,  entre el phyA y phyB, así como 

también interacciones antagonistas entre estos últimos fotorreceptores y phyB con cry2 

(Casal, 2000). 

Dependiendo de las condiciones de luz la interacción entre el phyA y phyB puede ser 

antagónica o sinérgica. Por ejemplo, en plántulas etioladas de ��������	�	 expuestas a luz 

roja continua o a pulsos de luz roja, la inhibición del crecimiento del hipocotilo, la 

expansión de los cotiledones y la síntesis de clorofila son principalmente mediadas por 

phyB. A pesar de la falta de contribución por parte de phyA a la inhibición del crecimiento 

del hipocotilo, la mutante de ���� suele ser de menor estatura que la planta de genotipo 

salvaje en luz roja continua o pulsos de luz roja. Cuando las semillas etioladas son 

expuestas a un solo pulso de luz roja o a varios pulsos de luz roja por día, la desBetiolación 

es observada en el mutante ���� y no en el doble mutante �������". Esto indica que la 

actividad del phyB de algún modo esta afectada por la actividad de phyA y que la mutación 

de ���� elimina esta regulación negativa. El efecto de phyB es mas fuerte en la ausencia de 

phyA (Neff y Chory, 1998). Esto indica que bajo luz roja, el phyA afecta la desBetiolación y 

antagoniza con la desBétiolación mediada por phyB. Por otro lado, cuando se produce una 
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corta exposición de luz roja lejana terminada por un pulso de luz roja, ocurre la desB

etiolación. Este efecto no se observa en el mutante ���"indicando que el pulso de luz roja 

es percibido por este fitocromo. El mutante de ���� muestra la misma respuesta al pulso de 

luz roja con o sin el pretratamiento de luz roja lejana indicando que la percepción de luz 

roja lejana esta dada por phyA. En plántulas etioladas, cuando el phyA es activado con RL 

continua, produce la amplificación de la respuesta a un pulso mediado por el Pfr del phyB 

Es decir que phyA y phyB interactúan sinérgicamente, en esas condiciones. (Casal, 1995; 

Casal y Boccalandro, 1995).  
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Hace un tiempo considerable que se conoce la interacción sinérgica de la luz azul y la 

luz roja en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Oelmüler y Mohr, 1985). Nuestro 

grupo de trabajo comenzó a investigar sobre la interacción entre los fotorreceptores que 

median esta respuesta utilizando herramientas genéticas en combinación con tratamientos 

de luz. Casal y Boccalandro (1995) observaron que  bajo condiciones no saturantes de luz 

phyB y cry1 operan sinérgicamente. En plántulas de ��������	�	 expuestas a cortos 

fotoperíodos (3 h) de luz roja mas luz azul, se vio que la acción de cry1 es mayor con la 

presencia de phyB en su forma activa. Complementariamente, la acción de phyB es mayor 

con la presencia de cry1 activo. La interacción entre phyB y cry1 es sinérgica, pero este 

sinergismo es condicional: si las plántulas son expuestas a rojo y azul continuo, la actividad 

de phyB y cry1 se torna independiente y aditiva. El sinergismo entre phyB y cry1 solo es 

observado en bajos flujos de luz como por ejemplo en cortos foto períodos (Casal y 

Mazzella, 1998). Si bien se conocen varias respuestas fisiológicas que muestran coBacción 

entre phyB y cry1, el mecanismo de integración aún no ha sido dilucidado. 
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Luego de la percepción de la luz, los fotorreceptores inician la respuesta mediante una 

cadena de transducción que incluye tanto eventos nucleares como citoplasmáticos. Estudios 

genómicos recientes han revelado que las respuestas tempranas a la luz están enriquecida 

de factores de transcripción (Tepperman, 2001; Jiao et al., 2007). Diversos estudios 
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genéticos y moleculares han permitido la identificación de importantes factores de 

regulación y su posición en la red transcripcional.  

COP1 es una proteína regulatoria que reprime la fotomorfogenésis en oscuridad, 

actuando río abajo de las cadenas de señalización de los fitocromos y criptocromos (Deng 

et al., 1991). Las plántulas mutantes #��� son desBetioladas en oscuridad y el patrón de 

expresión de su transcriptoma en oscuridad es muy similar al del genotipo salvaje (WT) 

cultivado bajo luz. COP1 es una proteína de ubicación núcleoBcitoplasmática. En oscuridad, 

la  importación al núcleo de COP1 es mediada por una señal de localización nuclear (NLS, 

del inglés Nuclear Localization Signal) ubicada en el dominio central de COP1 (Stacey et 

al., 1999). A nivel molecular COP1 actúa como ligasa de ubiquitina, del tipo E3, 

confiriendo especificidad de sustrato por reconocimiento directo de las proteínas sustrato, 

dentro del núcleo (Saijo et al., 2003). El efecto represor de COP1 sobre la fotomorfogénesis 

en oscuridad, resulta de una interacción directa con reguladores positivos de la 

fotomorfogénesis tales como HY5, y su homólogo HYH, los cuales, como resultado de esta 

interacción quedan etiquetados (ubiquitinados) para degradación por el proteasoma 26S 

(Holm et al., 2002; Osterlund, 2000). Luego de la percepción lumínica, fitocromos y 

criptocromos inducen la reBlocalización de COP1 hacia el citosol (Osterlund y Deng, 1998), 

incrementando de este modo la abundancia de factores de transcripción que promueven la 

fotomorfogénesis en el núcleo. Consecuentemente, en la luz la abundancia de los factores 

de transcripción como HY5 y HYH aumentan en el núcleo, gatillando las respuestas 

inducidas por luz e induciendo la fotomorfogénesis (Fig. 1). COP1 no sólo juega un papel 

en oscuridad, regulando negativamente la fotomorfogénesis, COP1 también modula las 

respuestas a la luz (Yamamoto et al., 1998). 
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SPA1 es un regulador negativo de la señalización de phyA (Hoecker et al. 1999) que 

pertenece a una familia de 4 miembros (SPA2, SPA3 y SPA4). El cuádruple mutante 	���

	���	��$	��� tiene un fuerte fenotipo desBetiolado en oscuridad. Este fenotipo extremo 

solo se observa cuando todos los genes ��� son mutados, evidenciando así la redundancia 

funcional entre ellos. Se han observado contribuciones distintas de cada gen dependiendo 

del proceso y la condiciones de luz. ���� y ���� tienen un rol más predominante en 

plántulas crecidas en oscuridad, mientras que ���$y���� tienen mayor importancia en la 

elongación de plantas adultas (Laubinger, et al., 2004). SPA1 modula la actividad E3 

ubiquitin ligasa de COP1. Diversas señales lumínicas actúan a través de distintos 

componentes del complejo COP1, SPA1 es el principal componente responsable de mediar 

las respuestas de la actividad de COP1 en RL. La interacción directa entre COP1 y SPA1 

proporciona las bases moleculares para la convergencia de la señalización mediada por 

phyA y COP1, y explicaría en parte cómo la luz RL regula la actividad de factores de 

transcripción positivos de la fotomorfogénesis como HY5 (Saijo et al., 2003).


Uno de los reguladores positivos centrales de la fotomorfogénesis es el factor de 

transcripción bZIP HY5. Este factor de transcripción afecta simultáneamente las respuestas 

a varias longitudes de onda y estaría ubicado río abajo en la cadena de transducción de 

varios fotorreceptores (Koornneef et al., 1980). El mutante ��� presenta características 

etioladas en luz, la más importante es la pérdida de inhibición del hipocotilo. HYH que 

también es un factore de transcripción bZIP posee una alta identidad de secuencia con 

HY5. Mientras el mutante ��� tiene fenotipo bajo todas las condiciones de luz, el mutante 

��� presenta un fenotipo similar pero más débil solo bajo luz azul. HY5 y HYH actúan de 

un modo redundante y en conjunto sobre un mismo set de genes así como también lo hacen 

en forma independiente (Holm et al., 2002). Debido a que estos factores de transcripción 

son parcialmente redundantes, el doble mutante ������ generalmente presenta un fenotipo 

más fuerte que el observado en las simples mutantes. Sin embargo, esto no ocurre para 

todas las respuestas, Sibout y colaboradores (2006)  han observado que el doble mutante ���

��� presenta una disminución en el crecimiento del sistema radicular mientras que el 

simple mutante ��� aumenta el crecimiento de las raíces. Los autores han determinado que 

estos cambios morfológicos en el simple mutante ��� y en el doble mutante ��� ��� se 

vinculan a respuestas fisiológicas a auxinas. Este ejemplo indica que la inactivación de 
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genes que afectan el balance de un proceso fisiológico en el mismo sentido puede 

manifestarse en cambios morfológicos muy distintos (Sibout et al., 2006). 

Los miembros de la familia de factores de transcripción llamados PIFs (phytochromeB

intaracting factor) son uno de los principales nexos entre los fitocromos y la activación de 

genes. Estas proteínas están involucradas en distintos procesos regulados por los fitocromos 

como la desBetiolación en luz R o RL, la germinación, y las respuestas de escape al 

sombrado (Castillon et al., 2007). Éstos Interactúan con la forma activa de phyB (PIF1, 

PIF3, PIF4, PIF5 y PIF7) o phyA (PIF1 y PIF3) a través de un dominio localizado en la 

parte NBterminal de phyB o phyA respectivamente (Khanna et al., 2004). Con la excepción 

de PIF7, la percepción de la luz R induce la fosforilación de los PIF de modo dependiente 

de fitocromo y su subsiguiente degradación a través del proteosoma 26S (Lorrain et al., 

2008). Ha sido propuesto que los PIFs son reguladores negativos de las respuestas 

mediadas por fitocromo al ser etiquetados para su degradación cuando percibe la luz en un 

proceso dependiente de fitocromo. Por ejemplo, los fitocromos inducen la degradación de 

PIF1 promoviendo la germinación y liberando la acción inhibitoria en la biosíntesis de 

clorofila (Huq et al., 2004). De acuerdo con esta idea, los múltiples PIFs reprimen 

redundantemente la fotomorfogénesis en oscuridad, mientras que los fitocromos la activan 

etiquetando a los PIFs para su degradación (Leivar et al., 2008). Las proteínas PIF4 y PIF5 

son abundantes en la oscuridad y en condiciones que imitan el sombreado vegetal, pero son 

rápidamente degradados en respuesta a altas relaciones R/RL. Los cambios percibidos en la 

calidad de luz por los fitocromos regulan rápidamente la abundancia de reguladores 

positivos de escape al sombreado como son PIF4 y PIF5 (Lorrain et al., 2008). 
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Bajo una vegetación densa, la luz es un factor limitante. La competencia por luz puede 

determinar el éxito evolutivo de una planta. Las plantas han desarrollado sofisticados 

mecanismos que les permiten detectar plantas vecinas e iniciar una apropiada respuesta de 

crecimiento. Las alteraciones más significativas en la relación R/RL ocurren cuando la luz 

del día es reflejada o transmitida por la vegetación verde. La absorción preferentemente de 

la luz roja y la luz azul por la clorofila y los carotenos resulta en un enriquecimiento 

selectivo de regiones del espectro lumínico menos absorbidas. Estas últimas incluyen a la 



���������	
��

���

luz verde y en mayor medida RL, esta situación combinada con la sensibilidad visual hacen 

que las plantas se vean verdes al ojo humano. Aunque no es detectable por la visión 

humana, el mayor enriquecimiento ocurre en la longitud de onda del rojo lejano, 

reduciendo así la relación R/RL. La baja relación R/RL de la luz reflejada puede proveer 

advertencias tempranas de la presencia y proximidad de plantas vecinas (Ballaré et al., 

1987), permitiendo la iniciación de estrategias de desarrollo adaptativas para tolerar o evitar 

el sombreado antes que el canopeo se cierre (Franklin, 2008). Éste cambio en el espectro de 

la luz percibida genera cambios en la proporción de fitocromo activo (Pfr) e inactivo (Pr), 

lo que conduce a un grupo de respuestas conocido como síndrome de escape al sombreado. 

Entre estas respuestas se encuentran la elongación de tallos y  pecíolos, la ubicación de las 

hojas en posición erecta y la  aceleración de la floración. 

 En ��������	�	 phyB es el principal fitocromo que media esta respuesta ya que 

mutantes deficientes en phyB muestran un fenotipo de síndrome de escape al sombreado 

constitutivo (Somers  ���., 1991; Reed  ���., 1993). Sin embargo la participación de otros 

fotorreceptores también ha sido observada, la pérdida de phyD o phyE en la ausencia de 

phyB, resulta en una elongación de las hojas en altas relaciones R/RL, efecto que no es 

exacerbado en tratamientos con baja relación R/RL (Franklin  � ��., 2003). Además, la 

triple mutante ���"���%���& no acelera la floración en tratamientos con baja relación 

R/RL. Éstos datos sugieren que en ��������	�	 la supresión de las respuestas de síndrome 

de escape al sombreado en altas relaciones R/RL es mediada exclusivamente por phyB, 

phyD y phyE y los mismos actúan de un modo redundante (Franklin, 2008). 

Cuando se cultivan mutantes ���� con una relación R/RL baja continua, las mismas 

desarrollan hipocotilos más largos que los controles del genotipo salvaje. (Johnson et al., 

1994). El mismo estudio muestra que dobles mutantes �������" tienen hipocotilos más 

largos que el simple mutante ���", apoyando la idea que phyA cumple un rol en la 

inhibición del crecimiento del hipocotilo. La importancia de phyA como antagonista de la 

respuesta de escape al sombreado fue demostrado por Yanovsky y colaboradores 

(Yanovsky  ����, 1995) quienes observaron respuestas de extrema elongación en plántulas 

germinadas bajo la sombra de una vegetación densa. Una significativa proporción de las 

plántulas fallaron al establecerse y murieron. Este dato sugiere un rol importante de phyA 
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en ambientes lumínicos naturales, que sería el de limitar la excesiva elongación, lo cual 

terminaría siendo letal para la planta (Whitelam y Halliday, 2007). 

A nivel fisiológico, las respuestas de escape al sombreado son caracterizadas por una 

relocalización de los recursos en la elongación del tallo que incrementan las probabilidades 

que la planta pueda alcanzar luz solar directa (Lorraine et al., 2008). Observaciones 

detalladas indican que la elongación del hipocotilo ocurre a los 10 minutos de iniciar la 

suplementación de la luz blanca con RL (Morgan et al., 1980). Estas respuestas producirían 

cambios rápidos en la expresión de genes o a la acción de proteínas preexistentes en la 

planta. En los últimos años se identificaron múltiples genes que son rápidamente regulados 

por cambios en las relaciones R/RL como por ejemplo: ��
"'� (Carabelli  ���., 1993), 

���� (Salter  ���., 2003) y 
�(� (Sessa  ���., 2005).  

Hasta hace poco, las respuestas morfológicas de las plantas a la sombra eran 

principalmente estudiadas como una función de la calidad de luz, en particular la relación 

R/RL que afecta la actividad del fitocromo. Sin embargo, cambios en la cantidad de luz 

también son importantes para las respuestas de escape al sombreado ya que las plantas 

deben ajustarse a una reducción en la cantidad de energía que les llega (Vandenbussche, et 

al., 2003). La intensidad de luz afecta el posicionamiento de los cloroplastos, permitiendo 

un óptimo aprovechamiento de la luz. De este modo, los fotorreceptores actúan no solo 

como detectores de la calidad de luz sino también como contadores de fotones (Ballaré, 

1999).  

 

"!��������
��
�	
)"*	
��
��	���	��	
��
�	����
�
	�!������


Lorrain y colaboradores (2008) proponen un mecanismo por el cual la estabilidad de 

PIF4 y PIF5 regula las respuestas de escape al sombreado (Fig. 2). Bajo luz solar (la alta 

relación R/RL), el fitocromo se convierte en su conformación activa Pfr e interactúa con 

PIF4 y PIF5 (y otros miembros de la familia PIF) desencadenando la fosforilación y 

subsiguiente degradación de estos factores de transcripción bHLH. Esto conduce a la 

reducción de los niveles de expresión de genes inducidos por baja relación R/RL como 

PIL1, ATHB2 y HFR, resultando en la supresión del síndrome de escape al sombreado. En 

condiciones de baja relación  R/RL, el fotoequilibrio del fitocromo pasa a la forma inactiva 

Pfr, la cual deja de interactuar con PIF4 y PIF5. Esto conduce a la estabilización de estas 
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proteínas, que permiten un aumento en la expresión de los genes inducidos por sombra, 

resultando en el crecimiento de tallo y pecíolo (Lorrain et al., 2008). 
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Las respuestas de escape al sombreado están fuertemente coordinadas por la interacción 

entre las señales lumínicas y hormonales. Las auxinas son fitohormonas que afectan casi 

todos los aspectos del desarrollo de la planta incluyendo embriogénesis, el crecimiento de 

tallos, el crecimiento de las raíces y el establecimiento de la dominancia apical. Las auxinas 

funcionan activando o reprimiendo la transcripción de genes promoviendo la degradación 

de proteínas AUX/IAA (auxin permease/indoleB3Bacetic acid) que se unen y reprimen las 

proteínas ARF (auxin response factor). Estas proteínas ARF son factores de transcripción 

que se unen a elementos de respuesta a auxinas dentro de los promotores de genes de 

respuesta a auxinas. Existen muchos genes AUX/IAA y ARF en ��������	�	� que explican 

como un regulador tan general como las auxinas que afecta casi todos los procesos del 

desarrollo puede tener una actividad tan específica en tiempo y espacio (Chandler, 2009).  

El efecto promotor de las auxinas en la elongación celular ha sugerido que esta hormona 

podría estar involucrada en las respuestas a las reducciones de la relación R/RL. La 

aplicación exógena de auxina en plantas de genotipo salvaje provoca la elongación del 



���������	
��

���

hipocotilo, de pecíolos y un incremento en la dominancia apical, fenotipos comparables a 

los vistos en el síndrome de escape al sombreado (Smalle  ���., 1997; Sawa  ���., 2002). 

Por otro lado, se han reportado distintos análisis de transcriptoma de plantas de ��������	�	 

cultivadas con bajas relaciones R/RL y a bajas intensidades de luz en donde hay un 

aumento de los niveles de transcriptos de un gran número de genes relacionados a las 

auxinas (Devlin  ���., 2003; Vandenbussche  ���., 2003; RoigBVillanova  ���., 2007). En 

conjunto, estas observaciones sugieren fuertemente que las auxinas están involucradas en la 

señalización de la percepción de la sombra. 

El factor de transcripción HY5, que está involucrado en promover la transcripción por 

luz, también promueve la expresión de genes de la vía de señalización de las auxinas, 

uniendo así la vía de señalización entre las hormonas y la luz (Cluis et al., 2004). Un 

trabajo reciente sobre el doble mutante ������ reveló un estado constitutivo de expresión 

de genes inducidos por auxinas, sugiriendo que un mecanismo por el cual HY5 actúa es 

mediante la represión de genes inducidos por auxinas (Sibout et al., 2006). Estudios de 

sitios de pegado de HY5 en el genoma de ��������	�	, evidenciaron que HY5 se pega a 

promotores de múltiples genes de respuesta a auxinas, incluyendo Aux/IAAs y miembros 

de la familia de los factores de transcripción ARF (Lee et al., 2007). 

Otras hormonas esenciales para las respuestas de escape al sombreado son las 

giberelinas (GA) (Halliday y Fankhauser, 2003). Las GAs son un factor de crecimiento 

clave en las plantas, pueden estimular tanto la división celular como la elongación celular, 

inducir la germinación y el cuajado del fruto. La aplicación exógena de GA promueve la 

elongación del hipocotilo solo en luz ya que en oscuridad la respuesta a las GA están cerca 

de la saturación y por lo tanto tiene poco efecto (Cowling y Harberd, 1999). En 

��������	�	, tratamientos con bajas relaciones de R/RL promueven la expresión de genes 

relacionados con GA (Devlin et al., 2003). También se observó que la ausencia de la vía de 

señalización de GA provoca de una fuerte supresión de la elongación del hipocotilo en 

respuesta a bajas relaciones de R/RL (Pierik et al., 2004). El mecanismo por el cual se 

regula este sistema es a través de las proteínas DELLA. Las DELLA son una familia de 

proteínas represoras del crecimiento que se encuentran río abajo de las vías de señalización 

de las GAs (Alvey y Harberd, 2005). La familia DELLA en ��������	�	 consiste de 5 

miembros: GAI (GABinsensitive), RGA (represor of )��) y RGABlike (RGL1, RGL2 y 
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RGL3) (Fleet y Sun, 2005). Estas proteínas localizan en el núcleo donde suprimen la 

expresión de genes de respuesta a GA. En presencia de GA, sin embargo, las proteínas 

DELLA son etiquetadas para su degradación vía ubiquitin proteasoma (Alvey y Harberd, 

2005). La estabilidad de las proteínas DELLA y el rompimiento mediado por GA esta 

afectado por otras señales, como son las hormonas auxina y etileno (Achard et al., 2003; Fu 

y Harberd, 2003), que también son esenciales para el escape al sombreado. Esto ha 

sugerido que las proteínas DELLA actuarían como integradores moleculares de varias vías 

de regulación del crecimiento.  

Parte del mecanismo molecular que coordina la regulación del desarrollo de la planta 

por luz y GA es a través de la interacción entre las proteínas DELLA y PIF4 (de Lucas et 

al., 2008). Se ha observado que las interacciones entre PIF4 y sus genes blanco están 

fuertemente reducidas en plántulas que acumulan las proteínas DELLA (tratadas con el 

inhibidor de la síntesis de GA, Paclobutrazol), en cambio esta interacción se ve aumentada 

en plántulas tratadas con GA para desestabilizar a las DELLA (de Lucas et al., 2008). La 

sobreBexpresión de PIF4 rescata el crecimiento inducido por la acumulación de DELLA. 

Por lo tanto, en luz, phyB regula negativamente la actividad transcripcional de PIF4 

etiquetándolo para su degradación. En ausencia de GA, las proteínas DELLA interactúan 

con las proteínas PIF4 previniendo el pegado y consecuentemente la regulación de sus 

genes blanco. Por el contrario, en presencia de GA, las proteínas DELLA son degradadas y 

la elongación celular mediada por PIF4 puede ocurrir. La función de los PIFs como nodos 

integradores de la luz y la vía de señalización de las GA, proveen un mecanismo regulatorio 

por el cual las plantas adaptan su crecimiento a los cambios de las condiciones ambientales 

(de Lucas et al., 2008). 

Las evidencias fisiológicas y moleculares sugieren que las respuestas de crecimiento en 

plantas están basado en una compleja red de múltiples interacciones donde la planta debe 

integrar las distintas señales externas e internas como son la luz y los niveles hormonales.  
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Las plantas están expuestas a un ambiente luminoso cambiante y estas modificaciones 

pueden constituirse en señales. Sin embargo, no todo cambio es una señal y algunos 

cambios pueden ser señales en un contexto y no en otro (Casal, 2000). Las modulaciones de 

la sensibilidad y la robustez ante señales imperfectas se alcanza en buena medida gracias a 

la integración de las señales de distintos fotorreceptores (Casal et al., 2004).  

El objetivo general de esta tesis, es comprender los mecanismos de integración de 

distintas señales lumínicas percibidas por fotorreceptores en ��������	�	 ��������. Los 

objetivos específicos son: a) estudiar los mecanismos de la interacción sinérgica que ocurre 

entre los fotorreceptores phyB y cry1 en ambientes lumínicos subBóptimos y b) estudiar los 

mecanismos de la integración de la información en plantas expuestas a períodos alternados 

de luz solar plena o sombra vegetal. 

 La estrategia que utilizaremos intentará identificar componentes moleculares de los 

sistemas de integración y explorar los patrones de integración a escala genómica. A tal 

efecto utilizaremos una combinación entre el análisis de respuestas fisiológicas 

(crecimiento del hipocotilo, ángulo de apertura de los cotiledones, tasas de crecimiento, 

etc.), con genética directa (búsqueda de mutantes e identificación de los genes mutados), 

genómica funcional (análisis de expresión de genes a nivel global con microarreglos) 

seguida de genética reversa (análisis fisiológico de plantas mutantes deficientes en genes 

que cambian su expresión). Aunque algunos aspectos serán estudiados en mayor detalle, el 

interés está en encontrar los patrones generales de los componentes moleculares y el modo 

en que ellos explican la fisiología de la planta. Por ejemplo, la interacción podría deberse a 

caminos nuevos generados por la activación conjunta y/o refuerzo por un fotorreceptor de 

caminos ya activados por otro y el análisis a nivel genómico permitirá evaluar si una de 

estas alternativas predomina.  

 

�

 

�



 

���

�
������� ���!��"������




 

,����!�����	
�!&����	


�##�*�	��+�)�#� ��� �,-��.���,-�-,�

  Los tratamientos de expresión global y desBetiolación a largo plazo se realizaron en 

cámaras con condiciones reguladas de temperatura y la luz fue provista por tubos 

fluorescentes (Osram L30W/10). Para el tratamiento con luz roja (R) (11 Wmol . mB2 . sB1) se 

utilizaron filtros de acetato de color rojo, amarillo y naranja superpuestos (números 106, 

101 y 105 respectivamente de la Central de las lámparas, Buenos Aires). Para el tratamiento 

de luz azul (A) (5 Wmol . mB2. sB1) se utilizaron filtros de acetato de color azul (número 363) 

y para el pulso de RL una lámpara incandescente y un filtro de RG9, Schott, Maintz. El 

rojo+azul (R+A) (16 Wmol . mB2 . sB1)  se realizó mediante una combinación de cuadrados (3 

x 1,5 cm) de acetatos rojo+amarillo+naranja con cuadraditos (3 x 1,5 cm) de acetato azul. 

Para que la intensidad del tratamiento de R y de A sean iguales a la obtenida en el 

tratamiento R+A, se utilizaron cuadrados de acetatos del color correspondientes en 

combinación con cuadrados negros (Fig. 2).  
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Para los tratamientos de respuesta del crecimiento y de la expresión de la proteína HY5 

se utilizó una fuente con diodos rojos y azules intercalados, que se pueden prender por 

separado o en conjunto. Para la luz verde (10 Wmol . mB2. sB1) se utilizó un tubo fluorescente 

en combinación con filtros de acetato amarillo y azul (números 101 y 363, respectivamente)
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Todos los tratamientos de sombra y luz solar se realizaron en el campo experimental del 

IFEVA. Los tratamientos de sombra se realizaron bajo el canopeo de Laurentino (2��,��,1

���,	) con una relación entre el rojo y el rojo lejano (R/RL) de 0,24 medida mediante un 

sensor (Skye Instruments Ltd,) que mide R y RL y una radiación fotosintéticamente activa 

(PAR) de 45 (µmol m-2 s-1)  que fue medida con un radiómetro LiB188B (Lincoln, NE). Los 

tratamientos de luz solar plena se realizaron en un lugar sin la incidencia directa del sol 

(sombreado por un edificio) y lejos de la presencia de plantas vecinas con una relación 

R/RL de 1.09 y un PAR de 620 (µmol m-2 s-1).  
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 En los experimentos realizados en esta tesis se empleó como material vegetal 

plantas de ��������	�	��������de los siguientes genotipos: 

En el fondo genético de  Landsberg  � #�� (L �): 

B Plantas de genotipo salvaje L � 

B #���'� (���'���$�) y ���"B5 (Koornneef et al., 1980). 

En el fondo genético de Columbia: 

B Plantas de genotipo salvaje Columbia (Col 0 y Col 2) 

'#���'3 (McNellis et al., 1994). 

B ���"'4 (Reed et al., 1993).  

'����'��� (Reed et al., 1994).

B ����'��� ���"'4 (Reed et al., 1994).

'#���'$5��#���'� y #���'$5�#���'� (Guo et al., 1999).

'	���'� (Laubinger et al., 2003)  

B ��	'���, HY5Bmyc en HY5 OX1 (Shin et al., 2007). 

'�6�$'�(Rouse et al., 1998) 

'��0�'7 (Okushima et al., 2005)

'����'���03'�(Wilmoth et al., 2005) 

B ��0��5� y ��0���0�(Lorrain et al., 2008) , ��0� (Fujimori et al., 2004)  

B �8	�'� (Lariguet et al., 2006)

B 	�!$��(Tao et al., 2008)
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En el fondo genético de Wassilewskija (WS): 

B Plantas de genotipo salvaje WS 

'���'���5����y������5'��� (Holm et al., 2002). 

B ���'��,##��'��y���'��##��'�� (Hall et al., 2003).

En el fondo genético de RLD:  

B Plantas de genotipo salvaje RLD. 

'	���B2, ����'�5�y	���'�����'�5� (Hoecker et al., 1999). 

En una combinación entre el fondo genético de Columbia y de RLD:  

B	���'�����'�5� (Laubinger et al., 2003). 
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Para los experimentos de desBetiolación se sembraron 15 semillas de cada mutante junto 

con el  genotipo salvaje en cajas transparentes de plástico  con 0,8 % de agarBagua. Para 

reducir la dormición de las semillas las cajas fueron incubadas en oscuridad a 4° C durante 

4 días y posteriormente fueron expuestas a 3 horas de R seguido de 24 horas de oscuridad a 

22 ° C. Luego, durante 3 días seguidos las cajas se expusieron a los distintos tratamientos 

lumínicos o fueron mantenidas en oscuridad como control. El largo del hipocotilo se midió 

con regla con una precisión de 0,5 mm y se promediaron los valores de las 10 plántulas más 

altas. El ángulo formado entre los cotiledones fue medido con la ayuda de un transportador. 

Cada tratamiento de luz se hizo como mínimo por triplicado y el promedio de cada caja fue 

tomado como una repetición (Fankhauser & Casal, 2004). 
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Para la medición de la tasa de crecimiento del hipocotilo, se utilizaron plántulas 

cultivadas en agar en forma vertical. Las plántulas fueron fotografiadas con una cámara 

Canon Power Shot A520. Las imágenes de cada plántula fueron alineadas utilizando el 

programa Photoshop 7.0, y se midió el incremento en el largo del hipocotilo entre los 

tiempos sucesivos. La tasa de crecimiento del hipocotilo fue normalizada al crecimiento de 

la plántula antes del tratamiento de luz A. En los experimentos donde las plántulas de 

oscuridad fueron expuestas a luz R+A por 12 h y luego volvieron a oscuridad, el largo del 
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hipocotilo fue fotografiado al comienzo de las 12 h de luz R+A, al final de la luz R+A y 12 

h después de ser transferidas a oscuridad. Los controles de oscuridad fueron fotografiados 

en simultáneo debajo de una luz verde tenue. 
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  Se sembraron 15 semillas del genotipo salvaje Col 2 para cada replica sobre papel de 

filtro cortado en cuadrados de 2 x 2 cm sobre 0,8 % agarBagua en cajas de plástico. Las 

cajas conteniendo las semillas fueron incubadas en oscuridad a 4° C durante 4 días y para 

homogeneizar la germinación las cajas fueron expuestas a 3 horas de R seguido de 24 horas 

de oscuridad a 22 ° C. Luego los papeles conteniendo las semillas fueron transferidos a 

bandejas que contenían agua o una solución de Picloram 5WM con un sistema de burbujeo. 

Los distintos tiempos de exposición en Picloram (1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 16 h) se realizaron 

transfiriendo los papeles de la bandeja de agua hacia la que contenía la solución de 

Picloram durante las horas correspondientes y luego vueltas a poner en agua. Este 

procedimiento de realizó durante 3 días. El tiempo 0 corresponde a plántulas que fueron 

cultivadas todo el tiempo en la bandeja que contenía agua y el tiempo 24 corresponde a 

plántulas que fueron cultivadas todo el tiempo en la bandeja que contenía Picloram.  
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Se utilizó tejido foliar joven de ��������	�	 ��������, al cual se le realizó el siguiente 

procedimiento. Se pulverizó con nitrógeno líquido el tejido foliar joven recién cortado, 

colocándolo en un tubo eppendorf de 1,5. Se resuspendió con 750 Wl de buffer CTAB (2X), 

(2% de CTAB, 100 mM de tris base pH 8,0, 10 mM de EDTA, 0,7 M de NAC1 y  30 Wl de 

2Bβ mercaptoetanol llevando a volumen final de 500 ml con H2Omq) agitando suavemente. 

Se incubó por 30 minutos a 65 ºC. Luego se agregaron 300 Wl de cloroformo, mezclando 

suavemente. Se centrifugó 5 min a 10.000 g y se trasvasó la fase superior en un tubo con 

500 Wl de isopropanol para precipitar el ADN. Se incubó a temperatura ambiente durante 15 

min y se centrifugó 15 min a 10.000 g. Finalmente, se descartó el sobrenadante y se lavó el 

pellet de ADN dos veces con 500 Wl de Etanol al 70%. Luego de aproximadamente 30 min 

(cuando el se secó el ADN) se resuspendió con 50 Wl de H2Omq. 
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La secuencia flanqueante de la inserción de TBDNA  en el mutante 277F fue 

identificada siguiendo el protocolo de TAIL–PCR descrito por Liu y colaboradores (1995). 

La inserción en la mutante 277F  fue confirmada por PCR utilizando un par de ���1 �	 

diseñados específicamente: 277FBFW:  5´BAAACGAATCCACCGCAGCCA –3´ y 277FB

RV: 5´BCTACATGCTTCGGTTAAGAB3´,  la  ausencia de la inserción en las plantas del 

genotipo salvaje fue confirmada también por PCR utilizando el ���1 � 277FBRV junto con 

el ���1 � LB3 (5'B GCTGGTGAAGTCTACTGACA B3'). En una población segregante F2, 

producto de la  cruza entre 277F y el genotipo salvaje Col2, se observó la coBsegregación 

entre la presencia del inserto de TBDNA y el fenotipo mutante.  
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Para cuantificar los niveles de expresión de ARN se llevo a cabo la extracción total de 

ARN utilizando el RNeasy Miniprep kit (Quiagen) siguiendo las indicaciones del 

fabricante. Se utilizó 1ug de ARN previamente tratado con DNasa RNasaB Free (Promega) 

(Incubándolo por 30 min con 1 unidad de Dnasa), para la síntesis de cDNA. Mediante una 

reacción de retro transcripción (RT) con la enzima transcriptasa inversa (RT SuperScript 

III, Invitrogen) se sintetizó el nuevo cDNA siguiendo el protocolo del fabricante. Las 

muestras se colocaron en un termociclador y los productos de PCR fueron corridos en un 

gel de agarosa 1.5% y transferidos a una membrana Hybon H+ (Amersham). La 

preparación de las sondas y la hibridación y los lavados de las membranas fueron seguidos 

según los pasos descriptos en el protocolo del kit AlkPhos Direct (Amersham). Para la 

generación y la detección de la señal  por quimioluminiscencia se utilizó la solución CDPB

Star (Amersham). Las membranas fueron expuestas a placas radiográficas Kodak y el 

revelado se realizó siguiendo el protocolo estándar. Para medir los niveles del gen �
� en 

la mutante 277F, se utilizó el siguiente par de ���1 �	: 277BFW:5´BAATTCCGCCTCCTCGTCCTAB3´  

277BRV:5´BCCTGTGAATGACAAGCTGGAB3´. 
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La semillas de los distintos genotipos fueron esterilizadas superficialmente y sembradas 

en placas de Petri que contenían medio MSB agar 1.5%. Las cajas fueron colocadas en 

oscuridad a 4 °C durante 4 días y luego expuestas al tratamiento lumínico correspondiente 
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durante 4 días. Luego las plántulas fueron cosechadas y extraído su ARN utilizando  el 

RNeasy Miniprep kit (Quiagen). Mediante el servicio de procesamiento de microarreglos 

del IFEVA se realizó la  hibridación de los microchips desarrollados por la compañía 

affymetrix que contienen oligonucleótidos de ADN que representan aproximadamente 

24000 genes diferentes. 
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Se utilizaron semillas de los genotipos #���'�, ���"'� y genotipo salvaje (L �), en el 

fondo genético de L �. Se cultivaron las plántulas durante 3 días en luz roja, y al cuarto día 

se suplemento con 3 h de luz azul y luego retornaron a la luz roja. Se tomaron muestras a 

tiempo 0, 3, 6 y 9 h. del suplemento de luz azul (el punto 0 h nunca recibió luz azul, es el 

control de luz roja). Para cada punto, se obtuvieron 3 muestras del genotipo salvaje y dos 

muestras de la mutante ���" yde la mutante #��� como réplicas biológicas independientes.

Los datos de expresión fueron normalizados con la suma de cada microarreglo. El 

análisis de los genes de expresión fue restringidos a aquellos genes que mostraban tres P o 

dos P y una M (presencia en el software Affymetrix) en al menos una de las condiciones en 

L �, quedando así 13866 genes. Estos genes fueron utilizados para un ANOVA de dos vías 

(tres genotipos y cuatro puntos) y la suma de cuadrados de cada tratamiento fue 

particionada para calcular los efectos de la mutación de #��� comparada con L � (para 

efectos principales e interacciones).  

Para investigar la dependencia a la respuesta de la luz azul por phyB la naturaleza 

persistente o transitoria en la respuesta a la luz azul utilizamos contrastes de medias basada 

en la partición de la suma de cuadrados del ANOVA siguiendo los criterios establecidos a 

priori. Los genes con respuesta a la luz azul mediada por cry1 reducidos significativamente 

por la mutación de ���" fueron aquellos que mostraron efectos significativos (efecto 

principal o interacción) en la mutación de ���" comparada con L � y mayor respuesta a la 

luz azul (suma de la respuesta en 3, 6 y 9 h) en L � que en el mutante ���". Por otro lado, 

un gen fue considerado afectado por la luz azul en forma permanente y percibido por cry1 

si para L � muestra diferencias significativas entre el control de luz roja y la combinación 

de los datos cosechados en el tiempo 6 y 9 h o si muestra diferencias significativas entre el 

control de luz roja y la combinación de los datos cosechados en el tiempo 3, 6 y 9 h y sin 

diferencias significativas entre 3 h ! �	,	 6 y 9 h. Los genes que no mostraron efectos 
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persistentes a la luz azul fueron considerados como transitorios si para L � mostraban 

diferencias significativas entre el control de luz roja y el tiempo de cosecha 3 h. 

La combinación de estos dos criterios define 4 grupos de genes que fueron agrupados en 

#�,	� �	 siguiendo el procedimiento descripto por De Smet y colaboradores (2002), usando 

una probabilidad de 0.9 que un gen pertenezca a un #�,	� �. Para concentrarnos en la 

respuesta a la luz azul, cada gen fue relativizado al promedio de expresión que tenía en el 

control de luz roja. 

Para definir los genes afectados por phyB en plántulas que no fueron expuestas a la luz 

azul, usamos ANOVA entre L � y el mutante ���"en el control de luz roja. A partir de este 

ANOVA calculamos el valor 9. 
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Se utilizaron semillas del genotipo salvaje Col y se cultivaron con un fotoperíodo de 10 

h (de 8 a 18 h local) en los siguientes tratamientos: ��: 10 h de luz solar plena, ��: las 

primeras 8 h en luz solar y las últimas 2 h del fotoperíodo debajo de la sombra de un 

canopeo, ��: las primeras 8 h en sombra y las ultimas 2 h en luz solar y ��: 10 h de 

sombra. Al tercer día de tratamiento se realizó la cosecha de las muestras a las 17 h., 

momento en el que había transcurrido una hora del cambio de condición lumínica en los 

tratamientos de LS y SL. Para cada punto, se obtuvieron 2 muestras como réplicas 

biológicas independientes. 

Los datos de expresión fueron normalizados con la suma de cada microarreglo. El 

análisis de los genes de expresión fue restringidos a aquellos genes que mostraban dos P en 

al menos uno de los tratamientos (SS, SL, LS y LL). Estos genes fueron analizados 

mediante un ANOVA de dos factores, seleccionando los genes que tenían efecto 

significativo entre tratamiento con un P<0.01, quedando así 4922 genes. Con estos genes se 

calculo el efecto de interacción entre los tratamientos que recibían luz (LL y LS) o sombra 

(SS y SL) al principio del día de los que recibían luz (LL y SL) o sombra (SS y LS) al final 

del día. Se seleccionaron 1190 genes cuya expresión mostró interacción entre la condición 

actual (L o S) y la condición previa (L o S) con efecto significativo con P<0.05 y un valor 

de 9<0.05 (Storey and Tibshirani, 2003). Estos genes los denominamos genes “con 

interacción”. Los genes que no mostraron una interacción significativa, son aquellos que 
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dependen de la condición actual (L o S) y de la previa (L o S) de manera aditiva. Así 

quedaron 3732 genes que denominamos “con respuesta aditiva”. Estos dos grupos de genes 

se clasificaron en #�,	� �	 usando el método descrito por De Smet et al. 2002. 

Para analizar aquellos genes cuya expresión está alterada significativamente en la 

mutante de ���respecto del genotipo salvaje, se utilizaron semillas del genotipo salvaje Col 

y la mutante ���'���. Se realizó el mismo procedimiento descripto arriba, pero sólo en el 

tratamiento de SL. Para cada genotipo, se obtuvieron 2 muestras como réplicas biológicas 

independientes. Se normalizaron los datos con la suma de cada microarreglo y se restringió 

el análisis con aquellos genes que mostraban dos P en al menos uno de los genotipos. 

Luego se realizó un ANOVA y se seleccionaron los genes que tenían efecto significativo 

entre ambos genotipos con un P<0.05, quedando así 2714 genes que muestran diferencias 

significativas afectadas por la mutación de hy5. 
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Para analizar la abundancia de HY5 utilizamos plántulas HY5 OX1 

sobreexpresando HY5Bmyc. Para realizar la extracción proteica se pulverizaron las 

plántulas con nitrógeno líquido, se colocó el material vegetal pulverizado en un tubo 

eppendorf de 1,5 ml y se resuspendió en un buffer desnaturalizante con: 50 nM 

Tris/HCL pH 7.5, 100 nM EDTA, 1 mM DTT, 0.1% TritonX100 y Protease Inhibitor 

Cocktail 1X (Roche). Luego se centrifugó por 20 min a 10.000 g a 4 °C y se transfirió 

el sobrenadante a otro tubo. 

Para el western blot, se sembró el sobrenadante en un gel de SDSBpoliacrilamida 15%, y 

las proteínas separadas se transfirieron por electroblotting desde el gel hacia una membrana 

de nitrocelulosa Hybond ECL (Amersham Biosciences). Para la detección de HY5Bmyc, la 

membrana fue incubada con el anticuerpo antiBmycBHRP (Invitrogen) en un buffer de PBS 

que contenía 0.05% de TweenB20. Las bandas fueron visualizadas con un 8�� de 

quimioluminiscencia ECL (Amersham Biosciences), de acuerdo con el protocolo del 

fabricante. La intensidad de la banda de HY5Bmyc se relativizó a la intensidad de una banda 

inespecifica presente en todos los tratamientos incluso en el control de plántulas no 

transgénicas. La intensidad de las bandas fue cuantificada utilizando la herramienta de 

Histograma del Photoshop 7.0. 
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Para investigar los mecanismos moleculares que generan la interacción sinérgica entre 

phyB y cry1 en condiciones subBóptimas de luz realizamos un análisis de expresión global 

con microarreglos. Cultivamos plántulas de genotipo salvaje (WT), del mutante de #��� y 

de mutante de ���" de ��������	�	�������� por 3 días bajo luz roja (R), un tratamiento que 

activa al phyB pero no a cry. En el tercer día, suplementamos con luz azul (R+A) por 3 

horas para activar a cry, y luego las plántulas volvieron a luz roja (Fig. 3). Las plántulas 

fueron cosechadas y el ARN extraído se hibridizó con microarreglos de Affymetrix ATH1. 

Como control se utilizaron plántulas que nunca recibieron luz azul (punto 0). 
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La expresión de los genes fue analizada mediante un ANOVA de dos vías (tres 

genotipos y cuatro puntos) y la suma de cuadrados de cada tratamiento fue particionada 

para calcular los efectos de la mutación de #��� comparada con L � (para efectos 

principales e interacciones). Se seleccionaron 462 genes con un efecto principal 

significativo en #��� con P<0.05 y un valor de 9<0.1 (Storey and Tibshirani, 2003). 

Ninguno de los genes que no fueron seleccionados por un efecto principal en #��� mostró 

interacción significativa entre #��� y el tiempo de cosecha. Las diferencias significativas 
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entre L � y cry1 podrían deberse a una mayor respuesta a la luz azul en un genotipo o 

en el otro, por ello eliminamos los genes que mostraban mayor respuesta en el mutante de 

#���. Así seleccionamos los genes que son específicamente controlados por cry1 en 

respuesta a la luz azul, obteniendo 324 genes que muestran una respuesta al tratamiento de 

luz azul que está reducida significativamente en el mutante de #��� (Tabla 1, Anexo). 

Dentro de los genes con respuesta a la luz azul mediada por cry1, aquellos que además 

mostraron respuesta significativamente reducida por la mutación de ���" fueron los que 

mostraron efectos significativos (efecto principal o interacción) de la mutación de ���" 

comparada con L � y mayor respuesta a la luz azul (suma de la respuesta en 3, 6 y 9 h) en 

L � que en el mutante ���". De los 324 genes con respuesta a la luz azul mediada por cry, 

240 entran en esta categoría, es decir, también requieren phyB para responder. Un set de 26 

genes muestran una respuesta a al a luz azul no reducida en la mutación de phyB (esto 

incluye genes con respuesta significativamente mayor en el mutante de ���" que en L �). 

Los 58 genes restantes no pudieron ser clasificados porque mostraban efecto no 

significativo en la mutación de ���"pero la suma de la respuesta a 3, 6 y 9 h fue mayor en 

L �. Por este motivo, los genes fueron reducidos de 324 a 266. Estos genes fueron 

clasificados usando dos criterios: a) la respuesta a la luz azul mediada por cry1 desaparece 

o persiste luego de la duración del tratamiento de luz, y b) la respuesta mediada por cry1 es 

reducida o no en la ausencia de phyB activo (en el mutante de ���"). La combinación de 

estos dos criterios define 4 grupos de genes (Fig. 4). De los 266 genes, 238 mostraron una 

respuesta persistente y 28 una respuesta transitoria: 221 con un efecto persistente a la luz 

azul reducido en el mutante de ���", 19 con un efecto transitorio reducido por la mutación 

de phyB, 17 con un efecto persistente a la luz azul que no se encontraba reducido en el 

mutante de ���", y 9 con un efecto transitorio no reducido en el mutante de ���". 

Entonces, la mayoría de los genes que muestran una respuesta mediada por cry1 pertenecen 

al grupo en donde la respuesta persiste más allá del tratamiento de luz azul y requiere de 

phyB (Fig. 4). Los cuatro grupos de genes fueron a su vez agrupados en #�,	� �	 siguiendo 

el procedimiento descripto por De Smet y colaboradores (2002).  
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 Los genes del grupo que responden a la luz azul percibida por cry1 en los cuales dicha 

respuesta es persistente y requiere phyB, forman dos #�,	� �	 principales (Fig. 5). El #�,	� � 

1, en donde la expresión es reprimida por la luz azul, encontramos genes que tienen una 

función conocida en la regulación del desarrollo y podrían estar involucrados en el 

modelamiento y función de la planta en respuesta a la luz azul como son �:���;��

�(<=;�:���� ��;�&<:>&;��� �����;'%&�&;%&;� ��;��& ��� ��;��?�; �$

(NoleBWilson et al., 2006, Sorin et al., 2005, Cui et al., 2007, Chen et al., 2006, Ohtomo et 

al., 2005). En el #�,	� � 2, cuya expresión es promovida por la luz azul, encontramos varios 

genes relacionados a los cloroplastos, incluyendo dos genes de proteasas FtsH (Zaltsman et 

al., 2005), sugiriendo que la luz azul transitoria percibida por cry1 podría inducir la 

aclimatación del aparato fotosintético. 

Debido a que 3 horas de luz azul generan cambios que persisten aún 6 horas después de 

la finalización del tratamiento de azul, podemos concluir que el sinergismo entre phyB y 

cry1 genera histéresis en la expresión de genes.  
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A partir de los resultados del estudio de transcriptoma, decidimos utilizar el mismo 

protocolo de luz para investigar respuestas en el crecimiento del hipocotilo. Estos 

experimentos fueron realizados en el fondo genético de Columbia (Col) y se utilizó el doble 

mutante #���#��� porque en Col el cry2 tiene una contribución a las respuestas de luz azul 

que no es evidente en L �. Así vemos que en el genotipo salvaje, Col, la luz azul reduce la 

tasa de crecimiento durante la aplicación del tratamiento (tiempo 3) y esta reducción se 

mantiene aún cuando se termina el tratamiento con luz azul suplementada y las plántula 

vuelven a estar solo en luz R (tiempo 6 y 9) (Fig. 6). En el mutante de ���"y el doble 

mutante #��� #���, la tasa de crecimiento se mantiene constante incluso durante el 

tratamiento de luz R+A (tiempo 3) (Fig. 6). Cuando observamos que ocurre en el control de 

plántulas que crecen todo el tiempo en luz R, vemos que la tasa de crecimiento no decae en 

ningún momento. Las plántulas mostraban una tasa de crecimiento constante y la 

disminución de la tasa de crecimiento en el genotipo salvaje se debe al suplemento de luz 

azul (Fig. 6). Podemos concluir entonces, que el sinergismo entre phyB y cry1Bcry2 genera 

histéresis en la inhibición del crecimiento del hipocotilo. 
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También utilizamos una variación en el protocolo mostrado en la Fig. 4, en donde luego 

de la luz azul (tiempo 3 h) las plántulas recibieron un pulso de RL seguido de oscuridad 

para reducir la cantidad de phyB activo al mínimo. Al aplicar luz azul a plántulas que 

estaban en luz R observamos que ocurre una inhibición del crecimiento que persiste mas 

allá de la luz azul (0.66 ∀ 0.03) que no ocurre en el control de luz R, nunca expuestos a la 

luz azul (1.16 ∀ 0.07). En cambio, si las plántulas reciben un pulso de RL seguido de 

oscuridad luego del suplemento de luz azul, no ocurre la inhibición del crecimiento (Fig. 7). 

Esto indica que aunque phyB este activo por luz R antes y durante el tratamiento de luz 

azul, también es necesario que este activo luego de la activación de cry. 
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La duración de la señalización de cry luego de la finalización de la luz azul no ha sido 

establecida. La luz verde podría retornar a cry a su estado inactivo (Bouly et al., 2007). Por 

este motivo decidimos dar un pulso de luz verde luego del tratamiento de luz azul para 

bajar los niveles de cry activo luego del suplemento de luz azul. Cuando aplicamos luz 

verde luego del suplemento de luz azul observamos que ésta no redujo el sinergismo en el 

tratamiento de R+A (Fig. 8). Para descartar la posibilidad de que el sinergismo se debiera a 

un efecto en el aumento de la irradiancia y no por el suplemento de luz azul probamos el 

mismo protocolo pero en vez de agregar 3 h de luz azul al fondo de R, agregamos 3 h de R 

(R+R) (con la misma tasa de flujo que en el caso de luz azul). En este tratamiento no 

observamos el sinergismo que si observamos al suplementar con luz A (Fig. 8). Así 
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podemos establecer una secuencia en donde cry aumenta la señalización mediada por phyB 

y no viceversa. 
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En la comparación de la expresión de los controles del genotipo salvaje versus el mutante 

de ���" en luz R, se obtuvieron 551 genes que tienen la expresión afectada por phyB (P 

<0.005, 9 <0.1) (Tabla 2, Anexo). Sin embargo, solo el 6 % de los genes que muestran 

sinergismo entre cry1 y phyB tienen niveles de expresión que ya estaban afectados por 

phyB en luz R. Esta baja superposición sugiere que la activación de cry1 recluta nuevos 

genes para el control de phyB, que no eran afectados por phyB en la ausencia de actividad 

de cry1. 

Consistentemente con reportes previos, la luz azul promovió la expresión de varios 

genes con función fotomorfogénica conocida, incluyendo a ����, ����, 
�� y 
�
� 

(Hoecker et al. 1999; Holm et al., 2002) (Fig. 9). La inducción de estos genes no muestran 

sinergismo entre phyB y cry1 porque la promoción por luz azul esta reducida en el mutante 

de #��� pero no en el de ���"(Fig. 9).  
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La falta de histéresis en la expresión de estos genes es consistente con la ausencia de 

sinergismo, sin embargo, el producto de estos genes podría estar involucrado en la 

generación de coBacción. Para ello medimos  la tasa de crecimiento con el mismo protocolo 

de luz que el utilizado anteriormente en la mutante de 	��� (en el fondo genético de la 

mutante de ���� para evitar los efectos mediados por phyA) y en la doble mutante ������.  

El mutante de ���� presenta una inhibición en el largo del hipocotilo al suplementar luz A, 

en cambio en el doble mutante 	������� no ocurre esta inhibición. La doble mutante ���

��� tampoco presenta la inhibición del hipocotilo que se observa en el genotipo salvaje 

(WS) luego del tratamiento de luz azul (Fig. 10). Esto indica que la histéresis en la 

inhibición del hipocotilo generada por la acción combinada de phyB y cry requiere de 

SPA1 y HY5/HYH. 
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Las proteínas SPA interactúan con COP1 (Hoecker y Quail, 2001), por eso decidimos 

observar que ocurría con mutantes de #��� en el mismo tratamiento (Fig. 11). Así 

obtuvimos que las mutantes de #��� también fallan en el sinergismo entre phyB y cry.  
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Para estudiar las consecuencias del sinergismo a largo plazo, usamos un protocolo de 

luz similar al que veníamos usando repetido por tres días e incluyendo controles de 

oscuridad y controles que eran expuestos por 3 horas diarias de luz A terminado con un 

pulso de RL seguido de oscuridad para activar a cry sin activar a phyB (Fig.12). 
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En el genotipo salvaje la luz A no tiene efectos significativos en la apertura de 

cotiledones ni en la inhibición del hipocotilo cuando no se encuentra en un fondo de luz 

roja que activa al phyB. Sin embargo cuando las 3 h de luz A son suplementadas en luz R 

continua que activa al phyB (R+A), se promueve la apertura de cotiledones y la inhibición 

del hipocotilo (Fig. 13). El mutante de ���" y el doble mutante #��� #���, fallan en la 

respuesta al suplemento de luz azul ya que en el tratamiento R+A no presenta diferencias 

significativas con el tratamiento de R ni en la inhibición del hipocotilo ni en el ángulo entre 

los cotiledones (Fig. 13 B y C).  
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Realizamos los mismos experimentos con mutantes de 	���, 	��� ����� 	���, 	���

����,���,��� y������. Las mutantes de 	��� y 	��� fallan en la respuesta a la luz azul y 

esta falla también se observa en el fondo genético de la mutante de ����(Fig. 14). Por este 

motivo podemos decir que SPA1 y SPA4 aumentan las respuestas de phyB de un modo 

independiente de la vía de señalización de phyA cuando las plántulas son expuestas a la luz. 

Esta es una nueva función para los genes ���. Las proteínas SPA trabajan con COP1 

(Hoecker y Quail, 2001; Saijo et al., 2003), y en nuestro tratamiento habíamos observado 

que las mutantes de #��� fallan en el sinergismo entre phyB y cry (Fig. 11). Esto sugiere 

que COP1 también actúa como un regulador positivo de la fotomorfogénesis mediada por 

phyB. 
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La mutante ��� muestra reducida la respuesta en luz R en comparación con el genotipo 

salvaje y al suplementar con luz A (R+A) presenta un largo de hipocotilo similar al que 

presenta en el tratamiento de R, o sea falla en la respuesta al suplemento de luz azul. En 

cambio, en la apertura de los cotiledones  responde bien al suplemento de luz A (Fig. 15). 
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El mutante de ��� muestra una apertura de los cotiledones y una inhibición del hipocotilo 

normal en luz R y aparentemente mayor sinergismo en luz roja con luz azul comparado con 

el genotipo salvaje. Sin embargo la doble mutante ��� ��� falla en la respuesta al 

suplemento de luz A (Fig. 15). Esto indica que HY5 y HYH actúan en forma redundante y 

ambos son requeridos para la coBacción entre phyB y cry. 
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Como se sabe que cry controla la expresión de 
�� y la luz regula la degradación 

mediada por COP1 de la proteína HY5 en el proteosoma (Holm et al, 2002) quisimos 

investigar si phyB era necesario para estabilizar a HY5 en el momento en que phyB es 

necesario para la respuesta persistente por la excitación de cry. Cultivamos plantas 

transgénicas que sobreexpresan HY5 con un tag Myc en luz R, luego las expusimos a 3 

horas de luz A (R+A) y un grupo retorno a la luz R mientras el otro recibió un pulso de RL 

y fue a oscuridad. Un tercer grupo nunca recibió la luz A, fue transferido de la luz R a 

oscuridad luego de un pulso de RL.  

Cuando las plántulas que se les aplicaba un pulso de RL luego de suplementar con luz A 

(R+A) no se observa la inhibición del crecimiento ya que pasar a phyB a su estado inactivo 
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elimina el efecto persistente de la luz A en el crecimiento del hipocotilo (Fig. 7). Cuando 

evaluamos en las mismas condiciones la abundancia relativa de HY5 al aplicar un  pulso de 

RL luego del suplemento de luz A, vemos que no ocurren cambios con respecto a las 

plántulas que no reciben el pulso de RL (Fig. 16). Podemos concluir que phyB es necesario 

para la respuesta de HY5 pero no para estabilizar la proteína HY5.  
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La acción combinada de phyB y cry genera histéresis en la respuesta que persiste mas 

allá de la presencia del tratamiento de luz azul requerido para activar a cry. Como phyB 

permanece activo durante la primer parte de la noche (Casal, 1996) especulamos que el 

sinergismo podría ayudar a la planta a mantener la inhibición del crecimiento del hipocotilo 

durante la oscuridad. Por este motivo diseñamos un experimento en donde plántulas de 

��������	�	 fueron cultivadas en oscuridad por 2 días y luego transferidas a la luz (R+A) 

por 12 h seguidas de 12 h de oscuridad. En el genotipo salvaje observamos que el 

crecimiento del hipocotilo fue levemente reducido durante la exposición a la luz y mas 

fuertemente reducido durante la noche siguiente (Fig. 17). La mutación en ���" o #���#��� 

tuvieron poco efecto durante la exposición a la luz pero fueron suficientes para eliminar la 
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inhibición persistente del crecimiento del hipocotilo en la noche subsiguiente (Fig. 17). 

Podemos concluir que el sinergismo entre phyB y cry es necesario para el desarrollo de la 

plántula y si uno de los fotorreceptores falta, el crecimiento vuelve a los valores observados 

antes del estímulo de luz.  
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La luz solar directa tiene altas proporciones de luz roja y luz azul, mientras que la luz 

reflejada o transmitida por plantas vecinas que llega a plantas creciendo debajo de un 

canopeo denso esta enriquecida en RL. Esto produce una disminución en la relación R/RL 

y en la radiación total incidente en presencia de plantas vecinas, promoviendo el 

alargamiento del tallo en una plántula (Ballaré et al., 1987). Para estudiar el modo y los 

procesos fisiológicos y moleculares que le permiten a una plántula integrar la información 

recibida en condiciones fluctuantes de sombra y luz solar plena, diseñamos un protocolo 

donde se cultivan por 3 días plántulas de ��������	�	 con un fotoperíodo de 10 h en los 

siguientes tratamientos: ��: 10 h de luz solar plena, ��: las primeras 8 h en luz solar y las 

últimas 2 h del fotoperíodo debajo de la sombra de un canopeo, ��: las primeras 8 h en 

sombra y las ultimas 2 h en luz solar y ��: 10 h de sombra (Fig. 18).  




'��(
 )>*
,�$�$�$!$
 +���
 �$�"����
 +���$�$�
 ��
 �$�"��
 #
 +���$�$�
 ��
 !/6
 �$!��


+!���
 :��9
��9
��
#
��<(
�*
4$���
��
 !/6
�$!��
+!���9
�*
4$���
��
�$�"��
��
/�


���$+�$9
���*
$��/�����(


 

En el tratamiento SS las plántulas presentaron hipocotilos largos debido a la baja 

relación R/RL y la baja irradiancia, mientras que en el tratamiento de LL los hipocotilos 

fueron cortos debido a las altas relaciones R/RL y la alta irradiancia recibida (Fig. 19). En 
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las plántulas cultivadas en el tratamiento de LS, el alargamiento del hipocotilo es un 

poco mayor al obtenido en el tratamiento de LL. Esto se debe a que estas plántulas a 

diferencia de las cultivadas en el tratamiento LL, recibieron 2 h de sombra diarias 

(condición que promueve el alargamiento del hipocotilo). En cambio, cuando analizamos 

que ocurre en el tratamiento de SL, vemos que las plántulas tienen un largo del hipocotilo 

mucho menor que en el tratamiento de SS. En el tratamiento de SL, las plántulas recibían 

solo 2 h de luz solar plena y 8 h de sombra. Si la percepción del tiempo de exposición a la 

sombra respondiera a un modelo de integración aditivo, sería de esperar que el largo del 

hipocotilo en LL más el aumento del alargamiento obtenido en el tratamiento de LS más el 

aumento del alargamiento obtenido en SL (SE), fuese igual al largo del hipocotilo en el 

tratamiento de SS (Fig. 19 B). Esto no ocurre así, ya que el largo del hipocotilo en el 

tratamiento de SS es mayor al obtenido con un modelo aditivo (SE), evidenciando la 

existencia de un efecto sinérgico (RS) en el tratamiento de SS, en que se combina sombra a 

la mañana y sombra a la tarde. 
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Para determinar cuál o cuáles son los fotorreceptores involucrados en este sinergismo 

entre sombra temprana y sombra tardía realizamos los cuatro tratamientos de luz (LL, LS, 
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SL y SS) y el control de oscuridad utilizando plantas mutantes de distintos fotorreceptores 

���", ����, #���, #��� y los dobles mutantes �������"�#���#��� junto con el genotipo 

salvaje (Col0) como control (Fig. 20). Los mutantes #��� y #��� presentan un largo del 

hipocotilo un poco mayor al genotipo salvaje en los tratamientos de LL, LS y SL 

obteniendo así una SE más cercana al tratamiento de SS o sea un efecto sinérgico (RS) 

menor. En el doble mutante #���#��� se observa el mismo patrón pero más acentuado. Las 

plántulas de ���" y ���� tienen un largo de hipocotilo mayor en todos los tratamientos 

obteniéndose un efecto sinérgico menor en la mutante ���". En el doble mutante ����

���" además de tener un largo de hipocotilo mayor en todos los tratamientos no presenta 

diferencias entre los tratamientos de LL y LS ni entre los de SL y SS. Esto indicaría que 

ambos fotorreceptores son necesarios para sensar la presencia de luz plena en plantas que 

permanecen sombreadas el resto del día. Estos datos indican que la  integración de la 

información recibida del tiempo de permanencia bajo sombra o luz solar plena es mediada 

tanto por los fitocromos como por los criptocromos, teniendo un rol más importante los 

fitocromos.  
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Para conocer un poco más sobre la fisiología de esta respuesta analizamos en el 

genotipo salvaje la tasa de crecimiento en los cuatro tratamientos de luz, en cada día de 

tratamiento (Fig. 21 A). Encontramos que la tasa de crecimiento en los tratamientos de LL, 
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LS y SL decaen luego del primer día y que son considerablemente menores a la tasa de 

crecimiento en SS durante todo el experimento. Las tasas de crecimiento del hipocotilo son 

máximas en distintos momentos del día, dependiendo de factores externos (fotoperíodo, 

ambiente lumínico) y de factores internos (reloj circadiano) (Michael et al., 2008), por eso 

también decidimos estudiar la tasa de crecimiento cada 2 horas durante el transcurso del 

segundo día (Fig. 21 B). La tasa de crecimiento fue máxima al comienzo del día en todos 

los tratamientos y luego decayó gradualmente, alcanzando los niveles más bajos durante la 

noche. Si bien durante la noche la tasa de crecimiento decae en el tratamiento de SS, la 

misma es tan o más alta que en los otros tratamientos al comienzo del día. Estos resultados 

concuerdan con los del largo del hipocotilo al final del experimento (Fig. 19), en donde la 

longitud bajo el tratamiento SS es considerablemente mayor que en el resto de los 

tratamientos. 
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Para estudiar qué mecanismos están involucrados en la integración de estas señales 

fluctuantes para las plantas, realizamos un análisis global de la expresión de genes en las 
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cuatro condiciones (LL, LS, SL, y SS). Los tratamientos se realizaron durante tres días de 

8:00 a 18:00. Las plántulas fueron cosechadas al tercer día de tratamiento, una hora después 

del cambio de condición lumínica S aL (en SL) o L a S (en LS). Se extrajo el ARN que fue 

utilizado para hibridar con microarreglos de Affymetrix ATH1. Los datos obtenidos a partir 

de los microarreglos se analizaron mediante ANOVA y se seleccionaron 4922 genes que 

mostraban valores de 9 (Storey and Tibshirani, 2003) menores a 0,05 para efecto de los 

tratamientos. Estos genes se clasificaron en dos grupos: a) genes cuya expresión mostraba 

interacción entre la condición actual (L o S) y la condición previa (L o S). En lo sucesivo 

estos genes son denominados “con interacción” b) genes en los que la expresión dependía 

de la condición actual (L o S) y de la previa (L o S) de manera aditiva. En lo sucesivo estos 

genes son denominados genes “con respuesta aditiva”. Estos dos grupos de genes se 

clasificaron en #�,	� �	 usando el método descrito por De Smet et al., 2002. De este modo 

obtuvimos 15 #�,	� �	 en el grupo de genes “con respuesta aditiva” y 8 #�,	� �	 en el de 

genes “con interacción” (Fig. 1, Anexo).  

En los últimos años han surgido distintas evidencias que conectan la percepción de 

plantas vecinas con el crecimiento mediado por vías de señalización de hormonas (Smalle 

et al., 1997; Sawa et al., 2002; Devlin et al., 2003; Vandenbussche et al., 2003; RoigB

Villanova et al., 2007). Por este motivo evaluamos el comportamiento de genes de 

respuesta a hormonas en nuestras condiciones experimentales. Para ello utilizamos una base 

de datos con genes que responden positivamente o negativamente a distintas homonas: 

auxinas (IAA), giberelinas (GA), etileno (ACC), brasinoesteroides (BL), ácido abscísico 

(ABA), jasmónico (MJ) y  citocininas (Zeatin) (Goda et al., 2008). Así encontramos que los 

genes que aumentan su expresión en respuesta a la aplicación exógena de IAA, GA, ACC, 

BL y ABA se encuentran sobreBrepresentados dentro del grupo de genes “con respuesta 

aditiva” en los #�,	� �	 2, 5 y 4 (Tabla 3, Anexo). Estos clusters (Fig. 1, Anexo), 

corresponden a genes cuyos niveles de expresión aumentan aditivamente si fueron 

cosechados en sombra, presentando en el tratamiento de SS el máximo de expresión 

mientras que el de LL presenta el mínimo. Los genes que aumentan su expresión en 

respuesta a la aplicación exógena de MJ están sobreBrepresentados en distintos clusters sin 

seguir un patrón claro de expresión y los de respuesta positiva a Zeatin estan 

sobrerepresentaos en el cluster 3 (Fig. 1, Anexo). 
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 Por el contrario los genes reprimidos por auxinas, giberelinas, etileno, 

brasinoesteroides y citocininas no se encuentran sobreBrepresentados en ninguno de los 

grupos de clasificación (Tabla 4, Anexo). Los genes reprimidos por ácido abscísico y 

jasmónico están sobreexprersados en distintos grupos sin seguir un patrón claro de 

expresión (Tabla 4, Anexo). 
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 Las auxinas y las giberelinas son las fitohormonas que más se han estudiado en 

respuestas de escape al sombreado, por este motivo decidimos investigar el rol de las 

mismas en los cuatro tratamientos de luz (LL, LS, SL y SS). Utilizamos una auxina 

sintética, picloram, que es un herbicida que se utiliza normalmente para analizar respuestas 

de crecimiento del hipocotilo en plántulas de ��������	�	 (Sorin et al., 2005). Los 

experimentos se realizaron en una solución de picloram 5 WM, que es la concentración en 

donde se obtiene un largo de hipocotilo máximo (Sorin et al., 2005), en las cuatro 

condiciones experimentales (SS, SL, LS y LL). De este modo observamos que el largo del 

hipocotilo aumenta en los cuatro tratamientos cuando lo comparamos con el control sin 

auxinas, obteniendo un largo de hipocotilo esperado por un modelo aditivo similar al largo 

del hipocotilo en el tratamiento de SS (Fig. 22).  

En el tratamiento de giberelinas utilizamos GA3 que es una GA activa en ��������	�	 y 

se utiliza comúnmente  para evaluar el efecto de dicha hormona sobre el alargamiento del 

hipocotilo  (Feng at al., 2008). En este tratamiento observamos que aunque el largo del 

hipocotilo aumenta en todos los tratamientos, el genotipo salvaje sigue presentando la 

respuesta sinérgica en el tratamiento de SS (Fig. 22). Por otro lado, investigamos el rol de 

las GA utilizando un inhibidor de la síntesis de GA, el paclobutrazol (PACLO). El uso de 

PACLO permite observar los efectos que producen las giberelinas endógenas en la 

elongación del hipocotilo (Cowling y Harberd, 1999). Al inhibir las GA endógenas, 

observamos que el largo del hipocotilo disminuye en todos los tratamientos y en mayor 

medida en el tratamiento de SS, llegando a eliminar la respuesta sinérgica cuando 

utilizamos la una concentración de PACLO de 0,5 WM (Fig. 22). Éstos resultados refuerzan 

la idea que las auxinas y las GA estarían involucradas en la integración de la  percepción 

del tiempo de permanencia en sombra. 
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Un modo por el cual las auxinas podrían estar involucradas en esta integración podría 

ser a través del tiempo de exposición a la sombra, donde aumentan los niveles de genes de 

respuesta a auxinas. Para corroborar esta hipótesis, investigamos la respuesta del largo del 

hipocotilo al tiempo de exposición a auxinas. Cultivamos plántulas de ��������	�	 por 

periodos de distinta duración en una solución de picloram 5 WM. Así observamos que 4h 

horas de tratamiento diario con auxinas no genera una respuesta significativa en el largo del 

hipocotilo, pero que luego esta respuesta aumenta rápidamente sugiriendo que existe un 

umbral de permanencia de auxinas que debe ser superado para que se genere la promoción 

del alargamiento del hipocotilo (Fig. 23). 

 

 

'��(
 .3*
 ����$
 ��!


4�+$�$��!$
��
+���$�$�


��
 ��������
 �/������


��
 /��
 �$!/����
 ��


+��!$���
1
H











0
1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

1 2 4 6 8 1216 24
Tiempo en picloram (h)

L
ar

go
 d

el
 h

ip
oc

ot
ilo

 (
m

m
)

PICLORAM 5 µM GA 10µM PACLO 0.05 µM PACLO 0.5 µM CONTROL
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

SS
SL
LS
LL

SE

��

��

��

��

��

�� GGG

��

��

GGG
L

ar
go

 d
e 

hi
po

co
ti

lo
  r

el
at

iv
o

a 
os

cu
ri

da
d



�����������������

���

 

Otro modo de investigar el rol de estas hormonas es mediante la utilización de mutantes 

de la vía de señalización de las mismas. Si bien sería interesante estudiar en los cuatro 

tratamientos de sombreado la respuesta de mutantes de la vía de las giberelinas, hasta ahora 

solo hemos estudiado la respuesta en algunas  mutantes de genes involucrados en la 

señalización de auxinas. 

La doble mutante ���� ��03 tiene un patrón de respuesta similar al genotipo salvaje.  

ARF7 (NPH4) y ARF6 son activadores transcripcionales de genes de respuesta a auxinas 

(Wilmoth et al., 2005). La mutante ��0��7,  un represor transcripcional de la señalización 

del crecimiento celular (Okushima et al., 2005) aunque es un poco más alta en todos los 

tratamientos continua teniendo mayor respuesta en el tratamiento SS que el esperado por un 

modelo aditivo. ��!$��� que está afectado en la biosíntesis de auxinas (Tao et al., 2008), 

tiene un largo de hipocotilo a penas menor en el tratamiento de SS obteniendo así menor 

respuesta sinérgica (RS). En cambio la mutante �6�$�� que tiene aumentadas las respuestas 

a auxinas debido a la estabilización de la proteína que codifica (AXR3) (Tanimoto et al., 

2007), también es más alta en todos los tratamientos pero presenta un largo de hipocotilo en 

SS similar al de SE (Fig. 24).  
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Para estudiar si los niveles de auxina estaban cambiando entre los tratamientos 

cultivamos plantas transgénicas que expresan DR5::GUS en los cuatro tratamientos y el 

control de oscuridad. DR5 es un promotor sintético que responde a auxinas y al estar 

fusionado al gen reportero GUS se utiliza como un estimador de los niveles de auxina 

activa (Aloni et al., 2003). Al medir la actividad GUS no encontramos diferencias 

significativas entre los tratamientos lumínicos, sugiriendo que los niveles de auxina no 

cambian en respuesta a las señales fluctuantes de sombra o luz solar plena  (Fig. 25). 
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También analizamos los genes con función fotomorfogénica conocida que cambiaban 

su expresión de un modo significativo en respuesta de los tratamientos de L y S (Tabla 5, 

Anexo). Entre estos genes se encuentran 4 factores de transcripción bHLH (���$������

����y
�() (Castillon et al., 2007; Fankhauser y Chory  2000), 2 factores de transcripción 

bZIP (
��y 
�
) (Koornneef et al., 1980; Holm et al., 2002), ���� (Schepens, et al., 

2008) y 
��� y ��
"� que son miembros de la familia de genes HDBZip II que son 

conocidos por su rápida inducción en respuesta a bajas relaciones de luz R/RL (RoigB

Villanova et al., 2006) (Fig. 26). 
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���� es un regulador positivo del crecimiento del hipocotilo en luz R o RL (Schepens, 

et al., 2008). Este gen presenta un patrón de respuesta similar al patrón de respuesta de 

crecimiento, ya que en el tratamiento de SS se observa un nivel de expresión bastante 

mayor al resto de los tratamientos. Cuando estudiamos la respuesta fisiológica del mutante 

�8	�, vemos que presenta una inhibición del crecimiento mayor en el tratamiento de SS 

comparado con el genotipo salvaje. De este modo la respuesta sinérgica que se observa es 

menor (Fig. 27). 
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Los factores de transcripción ���� y ���� son reguladores negativos en la vía de 

señalización de los fitocromos y regulan positivamente el escape al sombreado mediado por 

la baja relación R/RL (Lorrain et al., 2008). En los datos de los microarreglos encontramos 
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que ambos genes tienen altos niveles de expresión  tanto en el tratamiento de SS como de 

SL. Esto indicaría que estos niveles aumentan en sombra y que el cambio es paulatino ya 

que en el tratamiento que fue cosechado en luz solar plena (SL) también presenta altos 

niveles de PIF4 y PIF5 indicando que 1 h de luz no fue suficiente para bajar los niveles de 

expresión. Por otro lado, el tratamiento de LS tiene bajos niveles de expresión, la 

permanencia de 1 h en sombra no fue suficiente para aumentar la expresión de este gen. 

(Fig. 26). ���$ no tiene un patrón de expresión tan claro, en el tratamiento de SS se observa 

el mayor nivel de expresión (Fig. 26). 

Al realizar la caracterización fisiológica en los cuatro tratamientos, vemos que el 

mutante de ��0�y la doble mutante ��0���0� presentan menor elongación del hipocotilo en 

todas las condiciones lumínicas y principalmente en el tratamiento de SS, resultando así 

una respuesta sinérgica menor que el genotipo salvaje (Fig. 28). Aunque en menor medida, 

este patrón también se observa en el mutante ��0� (Fig. 28).  
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Los genes 
�� y 
�
 presentaron niveles de expresión aumentados en el tratamiento 

de SL con respecto al resto de los tratamientos. Como en el tratamiento de SS los niveles de 

expresión son bajos, que en SL sean altos indica que la transición entre sombra y luz solar, 

es lo que provoca el aumento en los niveles de expresión (Fig. 26). Al realizar el análisis 
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con los mutantes, encontramos que el mutante de ��� presenta una respuesta similar al 

genotipo salvaje en todos los tratamientos, en cambio el mutante ��� tiene un largo de 

hipocotilo mayor en todos los tratamientos y pierde la respuesta sinérgica (Fig. 29). El 

doble mutante ��� ��� tiene un alargamiento mayor que el simple mutante ��� en los 

tratamientos de LL, LS y SL sugiriendo que 
�
 tiene cierta implicancia en la respuesta a 

estos ambientes pero que al ser redundante con 
�� y tener un fenotipo más débil, solo se 

puede observar la incidencia de la mutación ��� en el fondo genético de la mutante ���

(Fig. 29). 
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HY5 es un regulador transcripcional que controla la expresión masiva de múltiples 

genes durante el desarrollo fotomorfogénico (Lee et al., 2007). Por este motivo nos pareció 

interesante analizar los perfiles globales de expresión en el tratamiento de SL, (en donde 

habíamos observado que los niveles de expresión de 
��aumentaban con respecto al resto 

de los tratamientos) en la mutante ���. Mediante la técnica de microarreglos realizamos un 

análisis comparativo de los cambios de expresión globales que ocurren entre la mutante ��� 

y el genotipo salvaje Col, en el tratamiento de SL.  

Los niveles de expresión de los genes ����� ���� y ���� están aumentados en  el 

mutante de ��� indicando que en el genotipo salvaje estos genes estarían reprimidos por 

HY5 (Fig. 30). Este resultado sugiere que uno de los modos por el cual ocurriría la 

inhibición del crecimiento del hipocotilo en el tratamiento de LS es a través de HY5 que al 
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pasar a luz solar plena luego de estar en sombra aumenta sus niveles de expresión 

reprimiendo entre otros genes a ����� ����� ���� que son reguladores negativos de la 

fotomorfogénesis.  
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En nuestros datos de microarreglos habíamos observado que varios genes de respuesta a 

auxinas están implicadas en la respuesta a estos ambientes lumínicos y como HY5 tiene un 

rol importante en la promoción de la transcripción de genes de señalización de auxinas 

(Cluis et al., 2004)  analizamos si había  cambios en la expresión de estos genes en la 

mutante de ���. Al comparar los niveles de expresión de genes relacionados a auxinas entre 

el genotipo salvaje y ��� encontramos que aproximadamente el 20% de ellos esta regulado 

por HY5 (Tabla 6, Anexo). 

Para explorar la conexión entre HY5 y las auxinas, cultivamos a la mutante ��� y al 

genotipo salvaje en picloram 5 WM con un control sin auxina. La mutante de ��� tiene una 

elongación del hipocotilo mayor que el genotipo salvaje en ambos tratamientos, 

presentando una diferencia considerablemente mayor en presencia de picloram (Fig. 31). 

En conjunto, estos datos sugieren que el efecto positivo de HY5 en la fotomorfogénesis 

antagoniza con el efecto de las auxinas. HY5 podría estar regulando negativamente la 

sensibilidad a las auxinas. 
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Otro modo por el cual abordamos la búsqueda de genes que participen en la integración 

temporal de señales del ambiente lumínico fue mediante la búsqueda de mutantes. Para ello 

utilizamos semillas de líneas transgénicas que llevan una inserción al azar de TBDNA que 

contiene 3 copias de la secuencia promotora de la transcripción del 35 S del virus del 

mosaico obtenidas del Arabidopsis Resource Centre en Ohio State University. Las semillas 

transgénicas se cultivaron durante 3 días en el tratamiento LS (las primeras 8 h bajo luz 

natural  y las ultimas 2 h bajo sombra de un canopeo). De aproximadamente 15.000 líneas 

de mutantes seleccioné
 156 plántulas que tenían una respuesta del hipocotilo reducida o 

exagerada en el tratamiento aplicado. Las mismas se transplantaron y se cultivaron en una 

cámara de luz continua hasta obtener semillas. Se probaron las semillas de cada línea con el 

mismo protocolo en el que fueron seleccionadas con un control de oscuridad. De esta 

segunda selección quedaron 21 mutantes que fueron probadas en los cuatro tratamientos de 

luz descriptos previamente (LL, LS, SL y SS) además del control en oscuridad. De estos 

tratamientos se seleccionó una mutante que denominé 277F que no muestra el sinergismo 

observado en el genotipo salvaje  (Fig 32). 
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La inserción de TBDNA al ser incorporado al genoma de la planta puede interrumpir una 

secuencia de ADN codificante o provocar la sobreexpresión de genes que se encuentren en 

la región flanqueante a la inserción debido a la presencia de la secuencia promotora de la 

transcripción. Se identificó la secuencia de DNA flanqueante al fragmento de TBDNA que 

podría estar causando el fenotipo observado mediante la técnica de TailBPCR (Liu et al., 

1995). La misma corresponde a una región intergénica que se encuentra entre los genes 

at1g01060 y at1g01070 del cromosoma 1. Como en la transformación de las plantas con el 

inserto de TBDNA puede ocurrir mas de un evento de inserción, se corroboró que la 

inserción encontrada en el mutante 277F coBsegregaba con el fenotipo mutante. Para ello se 

realizó una cruza entre el genotipo salvaje (Col2) y el mutante 277F. Mediante reacciones 

de PCR se observó la perfecta coBsegregación entre el fenotipo mutante y la inserción del 

transgen en 50 plantas analizados de la población F2. 

 Dado que la inserción se encuentra en una región intergénica y que el TBDNA inserto 

posee un fuerte promotor de la transcripción el fenotipo mutante podría ser el resultado de  

la sobreexpresión de alguno de los genes flanqueantes. El gen At1g01060 codifica para el 

�
�, que participa del reloj circadiano y por ello era un fuerte candidato para ser el 

causante del fenotipo. Mediante RTBPCR  cuantificamos la expresión del gen At1g01060 
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en plántulas del genotipo salvaje y del genotipo mutante y encontramos que en la mutante 

277F el mismo esta sobreBexpresado (Fig. 33). 
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�� es un factor de transcripción que se pega a promotores de osciladores circadianos, 

ente ellos LHY y CCA1 (Lee et al., 2007), cuando observamos qué ocurre con la expresión 

de estos genes en la mutante ����  encontramos que ambos genes tienen un nivel de 

expresión mayor en el mutante ���� Esto sugiere que HY5 estaría inhibiendo la expresión 

de �
� y ���� en el tratamiento de SL en el genotipo salvaje (Fig. 34). 
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Analizamos la respuesta de las mutantes ��� y  ##�� (CCA1 es un factor de 

transcripción con alta homología a LHY) y la doble mutante ��� ##�� en los cuatro 

tratamientos de luz y sombra, obteniendo que las mutantes presentan una inhibición del 

�
�  26 ciclos 
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hipocotilo mayor en todos los tratamientos, particularmente SS, disminuyendo así la 

respuesta sinérgica en SS (Fig. 35). 
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Medimos el efecto de la aplicación exógena de auxinas en el doble mutante ���##��, en 

nuestra mutante 277F que es un sobreBexpresante de �
� y en cada genotipo salvaje 

correspondiente como control. La mutante 277F tiene una elongación del hipocotilo mayor 

en picloram, mientras que en la doble mutante ���##�� la elongación es menor (Fig. 36). 

Estos datos sugieren que la interacción entre las auxinas y LHY es positiva. 
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El crecimiento y desarrollo de las plantas está controlado por las interacciones entre 

fitocromos y criptocromos y bajo condiciones subBóptimas de luz, phyB y cry1 operan de 

modo sinérgico (Casal y Boccalandro 1995, Casal y Mazzella, 1998). Algunas de las 

respuestas fisiológicas de este sinergismo se conocen hace varios años, en esta tesis 

indagamos sobre los procesos moleculares que están involucrados en esta interacción. 

Como primera aproximación a los mecanismos moleculares, investigamos la expresión 

global de genes al aplicarle luz azul a plántulas que tenían a phyB activo y en estado 

estacionario (cultivadas en luz roja continua). Los genes cuya expresión es sinérgica, son 

aquellos que responden al tratamiento de luz azul en el genotipo salvaje pero que no lo 

hacen ni en el mutante ���" ni en el mutante #���� o sea, los genes que dependen de ambos 

fotorreceptores. Así encontramos que la mayor parte (el 90,2%) de los genes que responden 

al tratamiento de azul y dependen de cry1 son de respuesta sinérgica porque también 

dependen de la presencia de phyB, mostrando la importancia de la interacción entre ambos 

fotorreceptores. 

También observamos que más del 80% de los genes que responden al suplemento de luz 

azul mantienen esa respuesta incluso cuando esta señal desaparece (Fig 4). Cuando una 

respuesta persiste mas allá de la duración de una señal transitoria, ocurre el fenómeno 

llamado histéresis. Si bien el mecanismo de histéresis en la expresión de genes no se 

conoce bien, la misma podría tener una particular importancia en la transformación de 

señales cortas en decisiones de desarrollo (Kramer y Fussenegger 2005). Teniendo en 

cuenta este concepto, podemos decir que el sinergismo entre phyB y cry1 genera histéresis 

en la expresión de genes ya que 6 h después de la finalización de la luz azul los genes 

que dependen tanto de cry1 como de phyB mantienen la respuesta de expresión (Fig. 4). 
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El fenómeno de histéresis no sólo lo observamos en la expresión de genes, también lo 

vemos en la respuesta de crecimiento del hipocotilo, ya que la tasa de crecimiento del 

hipocotilo se reduce al suplementar luz azul y esta reducción se mantiene aún 6 h después 

de finalizada la señal (Fig. 5). Esta respuesta a la luz azul es dependiente no solo de cry que 

es el receptor de luz azul, sino también de phyB ya que los mutantes de ambos 

fotorreceptores fallan en la inhibición del hipocotilo manteniendo la tasa de crecimiento 

constante (Fig. 5). 
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Sabemos que phyB y cry tienen que estar activos para que se produzca la respuesta 

sinérgica pero esto no es suficiente. phyB tiene que permanecer activo luego de la 

activación de cry ya que al terminar el tratamiento de luz azul con un pulso de RL (que 

inactiva al phyB) seguido de oscuridad, la tasa de crecimiento del hipocotilo es afectada por 

la exposición previa a la luz azul, es decir, se interrumpe la respuesta sinérgica. Al activarse 

cry la señal química perdura incluso cuando se finaliza la señalización de la luz azul si el 

phyB permanece activo. Si bien es necesario que phyB permanezca activo, no pareciera ser 

necesario que cry se mantenga activo luego de la finalización del tratamiento, ya que al 

terminarlo con un pulso de luz verde que podría retornarlo a su estado inactivo (Bouly et 

al., 2007) el sinergismo se mantiene. 

Sólo un bajo porcentaje de los genes que son afectados por phyB en rojo (sin azul) 

muestran sinergismo entre phyB y cry1 cuando se agrega luz azul, sugiriendo que al 

activarse cry1, este recluta nuevos genes para el control por phyB. Estos resultados en 

conjunto indican que cry estaría aumentando la señalización mediada por phyB y no 

viceversa.


Las plantas no sólo sensan las distintas longitudes de onda, también pueden distinguir 

las diferencias en los cambios de irradiancia total (Chen et al., 2004). Cuando 

suplementamos con luz azul manteniendo el fondo de luz roja estamos aumentando la 

irradiancia total pues pasamos de 11 Wmol . mB2 . sB1 en R a 16 Wmol . mB2 . sB1 en R+A. Este 

aumento de irradiancia no es el causante de la respuesta sinérgica ya que al aumentar la 

irradiancia en la misma magnitud pero sin cambiar la calidad de luz (comparando plántulas 

en R con las de R+R) no se produce una inhibición adicional en el crecimiento del 
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hipocotilo. El sinergismo se produce específicamente por la combinación de luz azul y luz 

roja. 
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El factor de transcripción HY5 controla la expresión de múltiples genes inducidos por 

luz río abajo de los fotorreceptores y juega un papel importante en la transición a la 

fotomorfogénesis (Koorneef et al., 1980). Mientras que HY5 actúa bajo distintas longitudes 

de onda, su homólogo HYH es específicamente afectado por la luz azul. La pérdida 

simultánea de HYH y HY5 en plántulas que crecen en luz azul tiene un efecto aditivo y no 

redundante en el largo del hipocotilo (Holm et al., 2002). En nuestros experimentos la luz 

azul promovió la expresión de 
�� y 
�
 (Fig. 9). Si bien la expresión de estos genes no 

es sinérgica, estos factores de transcripción son necesarios para la respuesta sinérgica ya 

que el doble mutante ������ falla en todas las respuestas fisiológicas analizadas. HY5 y 

HYH no siempre actúan en forma redundante, por ejemplo en el crecimiento del sistema 

radicular la mutante ��� aumenta el crecimiento de las raíces mientras que la doble mutante 

��� ��� presenta una disminución (Sibout et al., 2006). Además, Alabadi y colaboradores 

(2008) observaron que en contraste con la mutante ���, la pérdida de la función de 
�
 

causa una respuesta hipersensible al tratamiento con altos niveles de giberelinas en la 

apertura de los cotiledones. Este efecto requiere de HY5, mostrando un efecto epistático 

con la doble mutante ������. Esto sugiere que HYH regula negativamente la actividad de 

HY5 en la apertura de los cotiledones al menos en esta respuesta a giberelinas. Nosotros 

observamos que el mutante de ��� aparentemente muestra mayor sinergismo en luz R con 

luz azul, mientras que la doble mutante ������ no muestra sinergismo en este tratamiento 

(Fig. 15). Este aumento en el sinergismo en la mutante ��� podría deberse a un efecto 

negativo de HYH sobre HY5. Nuestros datos indican entonces, que en la respuesta de coB

acción entre el phyB y cry1 son necesarios tanto HY5 como HYH y que ambos actúan en 

forma redundante. 
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Las proteínas SPA se conocieron por su función de regulación negativa en la vía de 

señalización de phyA (Hoecker et al. 1999). Hasta el momento las distintas implicancias de 
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SPA en las respuestas de phyB han sido observadas por la vía indirecta de interacción 

antagónica entre phyB y phyA, es decir de un modo dependiente de phyA. En la interacción 

sinérgica entre la luz roja y la luz azul las mutantes de 	��� y 	��� fallan en responder al 

suplemento de luz azul incluso en el fondo genético de la mutante ����. Podemos concluir 

que el rol de SPA en el aumento de la intensidad de la vía de señalización de phyB es 

independiente de phyA. Esta es una nueva función para los genes SPA que (teniendo en 

cuenta que las proteínas SPA interactúan con COP1) podrían incluir la degradación de 

reguladores negativos de la señalización de phyB. 
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La luz azul promovió la expresión de 
��, 
�
, ���� y ����. Si bien este efecto 

sobre la expresión no se observa en el mutante #���, si ocurrió en el mutante de ���", 

indicando que este fotorreceptor no estaría involucrado en la regulación de la expresión de 

estos genes. La expresión de estos genes no es sinérgica y tampoco presenta histéresis ya 

que al terminar la señal de luz azul, los niveles de expresión vuelven a ser los mismos que 

en la condición inicial (control de R) (Fig. 9). 

Una importante proporción de los genes de respuesta persistente a la activación de cry 

son blancos directos de HY5 (Lee et al., 2007). El 27 % de los genes promovidos (cluster 2, 

Fig. 5) y el 11 % de los genes inhibidos (cluster 1) por luz azul en un modo dependiente de 

phyB son blancos directos de HY5. Estos porcentajes coinciden con los obtenidos en datos 

de microarreglos comparando al genotipo salvaje con la mutantes de ��� donde el 26 % de 

los genes que son promovidos y el 12 % que son inhibidos por HY5 son blancos directos de 

HY5 (Lee et al., 2007). Mientras que una proporción significativa de los genes que 

muestran histéresis en su expresión son blancos directos de HY5, los promotores de 
�� y 

����no son blancos directos de HY5. 
�
y���� son blancos directos pero su expresión 

no es afectada por la mutación de ��� (Holm et al., 2002, Lee et al., 2007). En principio, 

esta podría ser una de las causas de la falta de histéresis en la expresión de 
��,
�
,

���� y����� Estos genes no muestran histéresis, pero si la generan. En particular HY5 

mediante la activación de genes que sí muestran histéresis en su respuesta. 
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La floración se induce cuando la expresión de �=;���;� que es regulada por el reloj 

circadiano coincide con la exposición de las plantas a la luz, que estabiliza a la proteína 

nuclear CONSTANS (Valverde et al., 2004). Por otro lado el reloj circadiano regula los 

niveles de los transcriptos ���� y ����, mientras que la luz regula la abundancia de sus 

proteínas. La coincidencia de altos niveles de transcripto con la acumulación de su proteína 

permite la promoción del crecimiento de la plántula al final de la noche (Nozue et al., 

2007). Estas señales lumínicas y del reloj circadiano que controlan la floración y el 

crecimiento del hipocotilo tienen un modelo común de convergencia porque en ambos 

casos una señal (el reloj) controla los niveles de ARN mensajero y la otra señal (la luz) la 

estabilidad de proteínas derivadas de esos ARN mensajeros. Como se sabe que cry controla 

la expresión de 
�� y la luz regula la degradación mediada por COP1 de la proteína HY5 

en el proteosoma (Holm et al., 2002) nos preguntamos si este también podría ser un modelo 

de convergencia y que parte de la respuesta sinérgica se deba a que es necesario que phyB 

se mantenga activo luego de la señal de la luz azul para mantener a la proteína HY5 estable. 

Sin embargo esto no ocurre, ya que HY5 se mantiene estable incluso cuando luego de la 

señal de luz azul aplicamos un pulso de RL seguido de oscuridad (condición que inactiva a 

phyB) (Fig. 16). Cry podría aumentar la expresión de 
��, 
�
,���� y���� mediante la 

inactivación de COP1 y consecuentemente estabilizando factores de transcripción 

(Osterlund et al., 2000) que actúan río arriba de estos genes. Sin embargo, la luz azul 

tampoco aumenta la estabilidad de HY5 durante el tiempo donde el sinergismo es 

observado, probablemente porque la luz roja es capaz de estabilizar a HY5 per se 

(Osterlund et al., 2000). 




�
	������	!�
�����
���$
�
���%

������
�
����	�����
�
���!�������
�
�
��������&�


Dentro de los genes que presentan histéresis en su respuesta se encuentran distintos 

genes involucrados en la regulación del desarrollo como son ��;�&<:>&;���

�(<=;�:���� �����;'%&�&;%&;� ��;��& ���  �:���;� y  ��;��?�; �$��

(NoleBWilson et al., 2006, Sorin et al., 2005, Cui et al., 2007, Chen et al., 2006, Ohtomo et 

al., 2005) que reprimen su expresión con la luz azul. Por otro lado, entre los genes 
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promovidos por la luz azul, encontramos distintos genes relacionados a los cloroplastos 

como son dos proteasas FtsH (Zaltsman et al., 2005). La regulación de la expresión de estos 

genes que se mantiene aún después de terminada la señal, sugiere que la luz azul transitoria 

sobre un fondo de luz roja genera cambios importantes para el desarrollo de la planta. De 

este modo la coBacción esta regulando genes involucrados en respuestas que podrían ser 

necesarias a largo plazo como son la modelación de la planta y la aclimatación del aparato 

fotosintético preparándola para la transición a la fotoautotrofía. 

La coBacción entre phyB y cry1 genera una respuesta que persiste más allá de la señal. 

En plántulas cultivadas en oscuridad, la exposición a la luz no genera una respuesta rápida 

en la inhibición del crecimiento durante la primera exposición a la luz pero si una 

interrupción del crecimiento cuando vuelven a oscuridad en  lo que sería la primera noche. 

Éste efecto no se observa si alguno de los fotorreceptores del sinergismo (phyB o cry) falta 

(Fig. 17). PhyB se mantiene activo durante la primer parte de la noche (Downs et al.,1957, 

Casal, 1996) y como es necesario que phyB permanezca activo luego de la activación de 

cry1 para que se produzca la respuesta sinérgica podemos pensar que en condiciones 

naturales el sinergismo ayuda a la planta a mantener la inhibición del crecimiento del 

hipocotilo durante la noche. En base a esto y teniendo en cuenta que distintos genes 

involucrados en la fotosíntesis y el desarrollo de la planta se inducen y se mantienen activos 

luego de la coBaccion de los fotorreceptores podemos especular que el sinergismo entre 

phyB y cry1 induce la transición a la autotrofía y la persistencia de este patrón de desarrollo 

aún cuando ya han desaparecido las señales. 
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El aumento del número de plantas por unidad de área provoca una disminución en la 

relación R/RL percibida por las plantas y en consecuencia estas desarrollan el síndrome de 

escape al sombreado (Ballaré, 1999; Smith, 2000). En las plantas, el sombreado vegetal 

genera un gasto de energía extra en desarrollar una morfología que aumenta la probabilidad 

de acceder a la fuente de energía lumínica. Por este motivo se ha prestado especial 
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importancia a los mecanismos  involucrados en el crecimiento de plantas en presencia de 

plantas vecinas o bajo un denso canopeo. Una planta que crece debajo de un canopeo denso 

probablemente perciba señales lumínicas de sombra todo el tiempo, pero si la misma crece 

cerca de plantas vecinas o en un canopeo más abierto es probable que durante el día perciba 

señales fluctuantes de sombra y luz
(Stenberg et al., 2001). En esta tesis observamos que 

una planta que permanece todo el tiempo debajo de sombra vegetal (SS) tiene una respuesta 

distinta a la que se esperaría si la percepción del tiempo de exposición a la sombra 

respondiera a un modelo de integración aditivo (SE). En un modelo de integración aditivo, 

sería de esperar que el largo del hipocotilo en LL más el aumento del alargamiento 

obtenido en el tratamiento de LS más el aumento del alargamiento obtenido en SL (SE), 

fuese igual al largo del hipocotilo en el tratamiento de SS. Esto no ocurre, indicando que en 

SS existe una respuesta sinérgica en las plántulas que permanecen todo el día sombreadas 

combinado sombra a la mañana y sombra a la tarde. La implicancia biológica de este 

sinergismo podría deberse a que una planta que esta todo el tiempo en sombra invierte gran 

parte de los recursos en crecer y escapar al sombreado. Mientras que una planta que percibe 

en algún momento del día luz solar plena induce las respuestas fotomorfogénicas que le 

permiten maximizar la utilización de la luz solar que recibe. 
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Entre los genes de respuesta temprana a bajas relaciones R/RL, se encuentran diversos 

genes que codifican para enzima metabólicas o componentes de la señalización de distintas 

fiohormonas, implicando un rol de las hormonas en la respuesta de escape al sombreado 

(Devlin et al., 2003). En nuestro análisis global de expresión génica encontramos más de un 

50 % de genes de respuesta positiva a la aplicación de auxina, GA o etileno, cuyos niveles 

de expresión aumentan aditivamente si fueron cosechados en sombra (el tratamiento de SS 

presenta el máximo de expresión mientras que el de LL presenta el mínimo) (Tabla 3, 

Anexo). Este resultado sugiere que las hormonas estarían jugando un importante rol en las 

plántulas que permanece sombreadas todo el día. 

Las giberelinas han sido vinculadas a  respuestas de escape al sombreado en diversos 

trabajos, por ejemplo, la exposición a bajas relaciones de R/RL regulan positivamente la 

expresión de genes de biosíntesis de GA (Hisamatsu et al. 2005) y las respuestas mediadas 
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por GA (Reed et al. 1996). Al aplicar una solución de GA en los tratamientos de LL, LS, 

SL y SS, no vemos una clara falla en la respuesta sinérgica entre la combinación de sombra 

temprana y sombra tardía (Fig. 22). Sin embargo, cuando aplicamos un inhibidor de la 

síntesis de GA, paclobutrazol, se observa una evidente disminución en la respuesta 

sinérgica a la permanencia en sombra (SS) (Fig. 22). El inhibidor tiene un efecto mucho 

mayor en las plántulas que se encuentran todo el tiempo en sombra (SS), evidenciando que 

las GA son necesarias para promover la integración temporal de las señales de sombra. 

Las auxinas están involucradas en distintos procesos de desarrollo, en los últimos años 

han surgido distintas evidencias que las relacionan con la percepción de plantas vecinas 

(Smalle  ���., 1997; Sawa  ���., 2002; Devlin  ���., 2003; Vandenbussche  ���., 2003; 

RoigBVillanova  ���., 2007). La aplicación  exógena de Picloram (auxina sintética) en los 

tratamientos de LL, LS, SL y SS a provoca el alargamiento del hipocotilo en todos los 

tratamientos, con un impacto mayor en los tratamientos de LL, LS y SL. De este modo 

prácticamente se pierde toda la respuesta sinérgica a la permanencia en sombra (Fig. 22). 

Al medir la actividad GUS en plantas transgénica que expresan DR5::GUS, un 

promotor sintético que responde a auxinas fusionado al gen reportero GUS que se utiliza 

como un estimador de los niveles de auxina activa (Aloni et al., 2003), en los cuatro 

tratamientos lumínicos no encontramos diferencias significativas (Fig. 25). Los cambios en 

expresión de genes de señalización de auxinas podrían deberse a cambios en la 

localización, más que cambios en los niveles de esta hormona. La regulación por los 

fitocromos del transporte de auxinas es un componente crucial en el control del crecimiento 

del hipocotilo en respuesta a la luz. Los fitocromos inhiben el transporte de auxinas e 

inducen una distribución asimétrica de las auxinas en el hipocotilo (Nagashima et al., 

2008). Para evaluar esta idea, en el futuro sería interesante estudiar la expresión de GUS en 

distintos órganos de la plántula. 

 La mutante 	�!$��, que esta afectada en la biosíntesis de auxinas (Tao et al., 2008), 

tampoco mostró diferencias importantes con el genotipo salvaje en las cuatro condiciones 

de luz y sombra (Fig. 24). Este resultado también apoya la idea que la regulación del escape 

al sombreado mediado por auxinas podría deberse principalmente a un cambio en el 

transporte de esta hormona y no en los niveles de la misma. 
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Al analizar las respuestas fisiológicas a señales fluctuantes de sombreado observamos 

que el patrón de crecimiento no sigue un modelo de integración aditiva, la respuesta del 

crecimiento del hipocotilo depende de la condición actual y de la condición previa de luz o 

sombra. Al analizar la expresión global de genes encontramos que muchos de ellos siguen 

un patrón similar al de crecimiento (“genes con interacción”). En cambio, los genes de 

respuesta a auxinas tienen niveles de expresión que dependen de la condición actual (L o S) 

y de la previa (L o S) de manera aditiva, con un máximo de expresión en SS. Este resultado 

sugiere que las auxinas podrían estar contabilizando el tiempo de permanencia en sombra 

logrando una respuesta máxima del alargamiento en una plántula que permanece todo el día 

en sombra.  

Muchas respuestas en fisiología vegetal muestran umbrales. En un caso extremo, si un 

estímulo alcanza un cierto umbral se producirá un cambio hacia un estado alternativo, que 

luego se mantiene estable incluso si el estímulo cae por debajo del umbral crítico (Ninfa y 

Mayo, 2004). Al observar la sensibilidad de las plántulas de ��������	�	a distintos tiempos 

de permanencia en una solución con auxinas, comprobamos que éstas tienen que superar un 

umbral de permanencia para que se genere la promoción del hipocotilo. La permanencia de 

la señalización por auxinas en SS parece ser una de las señales claves para la respuesta 

sinérgica del alargamiento del hipocotilo en el tratamiento de sombra (SS). 
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Los niveles de expresión de ���� y ���� son altos en el tratamiento de SS y de SL. 

Esto indicaría que la expresión de estos genes aumentan en sombra y que el cambio es 

paulatino ya que en el tratamiento SL, luego de 1 h de luz solar plena sigue teniendo altos 

niveles de ���� y ����(Fig. 26). PIF4 y PIF5 son reguladores positivos del alargamiento y 

su mayor abundancia a bajas relaciones R/RL regulan las respuestas de escape al 

sombreado (Lorrain et al., 2008). La tasa de crecimiento del hipocotilo en las plántulas que 

permanecen sombreadas todo el día es alta (Fig. 21), este fenotipo en parte puede atribuirse 

a los elevados niveles de expresión de PIF4 y PIF5 en SS (Fig. 26). Sin embargo, los altos 

niveles de expresión de PIF4 y PIF5 en SL (Fig. 26) no coinciden con la baja tasa de 

crecimiento en esta condición lumínica (Fig. 21). Esto se podría atribuir a la regulación 

postBtranscripcional de los PIFs. Si bien los niveles de expresión en el tratamiento SL son 
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altos 1 h después del cambio lumínico (de S a L), la abundancia de las proteínas PIF4 y 

PIF5 podrían no serlo. En la caracterización fisiológica de los mutantes ��0�, ��0� y la doble 

mutante ��0���0� observamos una respuesta sinérgica a la permanencia en sombra menor 

que en el genotipo salvaje (Fig. 28). Este resultado sugiere que las proteínas PIF4 y PIF5 

son necesarias para este sinergismo de la permanencia en sombra. En el futuro, sería 

interesante medir la estabilidad de las proteínas PIF4 y PIF5 en distintos momentos del día 

con el fin de observar si la abundancia de estas proteínas sigue un patrón similar al patrón 

de crecimiento. 

Estudios recientes demostraron que en ausencia de GA, las proteínas DELLA 

(reguladores negativos de la señalización de las GAs) interactúan con PIF4 y reprimen su 

habilidad para pegarse al ADN y regular la expresión de genes blanco. En contraste, en la 

presencia de GA, las proteínas DELLA son degradadas y la elongación mediada por PIF4 

puede ocurrir (de Lucas, et al., 2008). Por otro lado, también se encontró que los niveles de 

DELLA son reducidos en respuestas de escape al sombreado de un modo independiente a 

las GA (DjakovicBPetrovic et al., 2007). Este podría se uno de los mecanismos por el cual 

se integran las vías de señalización de hormonas con la luz en señales fluctuantes de 

sombreado vegetal. 
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Los niveles de expresión de 
�� y 
�
 son altos solo en el tratamiento de SL. En el 

tratamiento de SS los niveles de expresión son bajos, que en SL sean altos indica que la 

transición entre sombra y luz solar, es lo que provoca el aumento en los niveles de 

expresión. Este resultado sugiere que este cambio de expresión al percibir luz solar plena 

sería una de las señales que indica que la plántula no permanece en sombra. Si bien el 

factor de transcripción HY5 ha sido intensamente estudiado el rol que cumple en la 

percepción de plantas vecinas aún no esta claro. Devlin y colaboradores (2003) encontraron 

que los niveles de expresión de 
�� disminuyen en respuesta a bajas relaciones de R/RL, 

principalmente bajo el control de phyB. Por otro lado, RoigBVillanova y colaboradores 

(2006), sugieren que este factor de transcripción no es necesario para la elongación del 

hipocotilo en bajas relaciones de R/RL ya que no encontraron que sea necesario para 

inducir respuestas tempranas de escape al sombreado. Cuando estudiamos la respuesta 
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fisiológica del mutante ��� y el doble mutante ������ vemos estas mutantes tiene un largo 

de hipocotilo mayor en todos los tratamientos, perdiendo así la respuesta sinérgica a la 

permanencia en sombra. Esos resultados indican que HY5 es necesario para la correcta 

integración de las señales fluctuantes de sombreado vegetal. A diferencia del trabajo de 

RoigBVillanova y col. (2006) en el cual no encontraron una implicancia de HY5 en 

respuestas de escape al sombreado, nuestros datos sugieren que existe una conexión entre 

HY5 y las respuestas de sombreado vegetal. Esto podría deberse a que al trabajar en 

condiciones de sombreado vegetal no solo estamos mirando respuestas a bajas relaciones de 

R/RL sino también con baja irradiancia total. 

HY5 es un regulador central que actúa activando una cascada transcripcional de la 

fotomorfogénesis, induciendo ente otras cosas factores de transcripción de respuestas 

tempranas (Lee et al., 2007). Para profundizar sobre el papel que juega HY5 en la 

integración de la información provista por periodos alternados de luz solar plena y sombra 

estudiamos los perfiles globales de expresión del mutante ���en el tratamiento de SL 

 Al comparar la expresión global de genes del mutante ��� con el genotipo salvaje, 

encontramos que  ����������
�����
�y����, blancos directos de HY5 (lee et al., 

2007) y ���� tienen niveles de expresión aumentados en el mutante ��� (Fig. 30 y 34), 

indicando que en el genotipo salvaje estarían regulados negativamente por HY5. Los 

niveles de expresión de ����� ����� 
��� y ���� se encuentran aumentados 

principalmente en plántulas que permanece en sombra y las mutantes �8	� y las dobles 

mutantes ��0� ��0� y ##����� presentan hipocotilos mas cortos en las cuatro condiciones 

lumínicas (LL, LS, SL y SS), particularmente en SS. En conjunto estos resultados 

evidencian la importancia de estos genes en el alargamiento del hipocotilo en las plántulas 

que permanecen sombreadas todo el día. Al ocurrir la transición hacia la luz solar plena, el 

aumento de los niveles de HY5 disminuye los niveles ����������
����������
� �

����, siendo posiblemente una de las vías de señalización que inhiben el crecimiento del 

hipocotilo en plántulas que perciben períodos de luz solar plena. 

Sibout y col. (2006) han sugerido que HY5 y HYH modulan la expresión de genes 

relacionados a las vías de señalización de auxinas mediante el control de unos pocos genes 

centrales de respuesta a auxinas. Al comparar los patrones de expresión de los genes 

inducidos por auxinas que están sobreBexpresados en el tratamiento de SS, entre el genotipo 
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salvaje y la mutante ���, vemos que solo un 20 % ellos esta regulado por 
�� (Tabla 6, 

Anexo). Sin embargo, dentro de estos genes se encuentran distintos reguladores de las vías 

de señalización de auxinas que tienen una implicancia importante en la fotomorfogénesis, 

como son ����4� ���3 e ���A. Estos resultados apoyan la hipótesis que HY5 estaría 

actuando en las vías de señalización de auxinas mediante el control de unos pocos 

reguladores centrales. Por otra parte, nuestros resultados fisiológicos indican que HY5 

podría estar regulando negativamente la sensibilidad a las auxinas. Al cultivar a la mutante 

��� en una solución de auxinas ocurre una promoción de la elongación del hipocotilo 

mucho mayor que el genotipo salvaje, sugiriendo que el efecto positivo de HY5 en la 

fotomorfogénesis antagoniza con el efecto de las auxinas (Fig. 34). En conjunto, estos 

resultados sugieren que la transición a la luz solar plena provoca un aumento en los niveles 

de expresión de 
�� generando una disminución en los niveles de auxinas, deteniendo el 

alargamiento del hipocotilo y evitando la respuesta sinérgica a la permanencia en sombra. 
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Otro modo por el cual abordamos la búsqueda de genes que participen en la integración 

temporal de señales fluctuantes de sombreado fue mediante la búsqueda de mutantes. Así 

encontramos una mutante, 277F, que sobreBexpresa al gen LHY. Esta mutante es más alta 

en todos los tratamientos, principalmente en el de SL, eliminando casi toda la respuesta 

sinérgica a la permanencia en sombra (Fig. 32). Por otra parte, la doble mutante ���##�� 

presentan una inhibición del hipocotilo mayor en todos los tratamientos, particularmente en 

LS y SS, disminuyendo así la respuesta sinérgica en SS (Fig. 35). 

�
� y ���� son inducidos por luz pero son expresados rítmicamente con picos de 

expresión al amanecer (Alabadi  � ��., 2001). Esta fluctuación en la expresión de LHY 

sugiere que en la integración de las señales fluctuantes de sombreado LHY podría cambiar 

el peso relativo del ambiente lumínico haciendolo menos importante a la mañana (mayores 

niveles de LHY) que a la tarde (menores niveles de LHY). Este podría ser el motivo por el 

cual en la mutante 277F y en la doble mutante ���##�� vemos mayores cambios en el largo 

del hipocotilo en los tratamientos que perciben combinaciones de periodos de sombra y luz 

solar plena (SL o LS). 
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�� se pega a promotores de osciladores circadianos, entre los que se encuentran LHY 

y CCA1 (Lee et al., 2007). Ambos genes tienen un nivel de expresión mayor en el mutante 

����sugiriendo que HY5 inhibe la expresión de �
� y ���� en el tratamiento de SL en el 

genotipo salvaje (Fig. 34). La aplicación exógena de auxinas en el doble mutante ���##�� 

provoca una menor elongación del hipocotilo comparada al genotipo salvaje, mientras que 

en la sobreBexpresante de �
� (277F) la elongación del hipocotilo es mayor (Fig. 36). 

Estos datos sugieren que la interacción entre las auxinas y LHY es positiva. Cuando ocurre 

la transición hacia la luz solar plena, el aumento de los niveles de 
�� disminuye los 

niveles de �
� y la sensibilidad a las auxinas inhibiendo así la elongación del hipocotilo. 
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Los resultados expuestos en esta tesis presentan dos situaciones distintas en las cuales 

complejas redes de señalización regulan el crecimiento de las plántulas integrando señales 

lumínicas, ya sea señales iniciadas por distintos fotorreceptores o señales fluctuantes en el 

tiempo. Generalmente, la radiación natural genera la acción simultánea de varios 

fotorreceptores y muchos procesos fisiológicos están bajo el control de ellos. 

Consecuentemente, no es sorprendente que la acción de cada fotorreceptor este afectada por 

la presencia de los otros (Casal, 2000). Las distintas vía de señalización iniciadas por los 

fotorreceptores en forma independiente todavía son piezas desconectadas que deben ser 

relacionadas en un sistema dinámico que incluya la acción simultánea de distintas señales.  

En altos flujos de luz, phyB y cry1 operan independientemente. De este modo puede 

ocurrir redundancia si la vía de señalización de un fotorreceptor es suficiente para inducir el 

máximo o casi el máximo de la respuesta, dejando poco lugar a la contribución del otro 

fotorreceptor. La interacción entre phyB y cry1 solo se observa cuando la planta se 

encuentra en condiciones de luz subóptima (Casal y Boccalandro, 1995, Casal y Mazzella, 

1998). De este modo la planta logra mediante la integración de ambas vías de señalización, 

maximizar una respuesta que no lograría en condiciones subóptimas de luz, mediante la 

interacción de dichas vías. Este mecanismo de integración se genera gracias a la activación 

de reguladores positivos de la vía de señalización del phyB como HY5, HYH, SPA1 y 

SPA4 por medio de los criptocromos (Fig. 37). 
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Cuando una planta permanece en sombra, se favorece el alargamiento del hipocotilo 

pero periodos breves de exposición a la luz solar causa caídas en la tasa de crecimiento del 

tallo proporcionalmente mayores a la permanencia de esta condición lumínica. En este 

trabajo encontramos que este patrón de respuesta estaría desencadenado por la acción de 

distintas vías de señalización. Por un lado la regulación hormonal, principalmente las 

auxinas y GA y por otro lado la señalización a través de factores de transcripción centrales 

como son PIF4 y PIF5 que promueven el alargamiento del hipocotilo. La permanencia de la 

señalización por auxinas en sombra, permitiría pasar un umbral de tiempo y lograr una 

respuesta máxima en una plántula que crece totalmente sombreada. En cambio, al ocurrir la 

exposición hacia la luz solar plena, los niveles de HY5 aumentan y esta señal podría regular 

negativamente la señalización de auxinas e inhibir la expresión de reguladores positivos del 

crecimiento como son ����������
����������
������ inhibiendo de ese modo el 

crecimiento del hipocotilo. Genes como �
� regularían el impacto de la condición de luz 

solar plena o sombra en distintos momentos del día (Fig. 38). La correcta integración de 

estas señales le permite a una plántula que recibe condiciones fluctuantes de sombra y luz 

solar plena, redistribuir los recursos de un modo distinto al que hace una plántula que 

permanece todo el tiempo en sombra. En consecuencia, podría optimizar la captación de luz 

durante el corto tiempo en que percibe luz plena. 
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En conclusión, en ambos casos se observa que las plantas integran las distintas señales 

del ambiente mediante la interconexión de distintas vías de señalización, generando una 

respuesta distinta a la que se alcanza mediante las vías independientes en esas condiciones 

lumínicas (Fig. 39). El patrón general sería entonces el de integración sinérgica de las vías 

de transducción de señales.  
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ATG Descripción 
AT3G59060 PIL6 (PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR 5); DNA binding / transcription factor
AT1G09530 PAP3/PIF3/POC1 (PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 3)
AT2G43010 PIF4 (PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4); DNA binding / transcription factor
AT1G02340 HFR1 (LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED); DNA binding / transcription factor
AT4G16780 ATHB-2 (ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX PROTEIN 2)
AT5G47370 HAT2; transcription factor
AT5G04190 PKS4 (PHYTOCHROME KINASE SUBSTRATE 4)
AT5G11260 HY5 (ELONGATED HYPOCOTYL 5); DNA binding / transcription factor
258349_at AT3G17609
AT4G25350 SHB1 (SHORT HYPOCOTYL UNDER BLUE1)
AT5G15840 CO (CONSTANS); transcription factor/ zinc ion binding
AT1G19150 LHCA6 (Photosystem I light harvesting complex gene 6); chlorophyll binding
AT3G08010 ATAB2; RNA binding
AT2G04030 CR88 (EMBRYO DEFECTIVE 1956); ATP binding
AT2G40100 LHCB4.3 (LIGHT HARVESTING COMPLEX PSII); chlorophyll binding
AT2G40080 ELF4 (EARLY FLOWERING 4)
AT1G15550 GA4 (GA REQUIRING 4); gibberellin 3-beta-dioxygenase
AT4G36930 SPT (SPATULA); DNA binding / transcription factor
AT5G48150 PAT1 (PHYTOCHROME A SIGNAL TRANSDUCTION 1); transcription factor
AT3G27690 LHCB2:4 (Photosystem II light harvesting complex gene 2.3); chlorophyll binding
AT1G52830 IAA6 (indoleacetic acid-induced protein 6); transcription factor
AT1G74660 MIF1 (MINI ZINC FINGER 1); DNA binding / transcription factor
AT1G14290 acid phosphatase, putative
AT2G42870 HLH1/PAR1 (PHY RAPIDLY REGULATED 1); transcription regulator
AT1G09570 PHYA (PHYTOCHROME A); G-protein coupled photoreceptor/ signal transducer
AT2G37640 ATEXPA3 (ARABIDOPSIS THALIANA EXPANSIN A3)
AT5G51810 AT2353/ATGA20OX2/GA20OX2 (GIBBERELLIN 20 OXIDASE 2); gibberellin 20-oxidase
AT5G24470 APRR5 (PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 5); transcription regulator
AT4G31500 CYP83B1 (CYTOCHROME P450 MONOOXYGENASE 83B1); oxygen binding
AT5G02810 PRR7 (PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 7); transcription regulator
AT3G59060 PIL6 (PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR 5); DNA binding / transcription factor
AT2G35940 BLH1 (embryo sac development arrest 29); DNA binding / transcription factor
AT4G16780 ATHB-2 (ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX PROTEIN 2)
AT4G32280 IAA29 (indoleacetic acid-induced protein 29); transcription factor
AT1G14920 GAI (GA INSENSITIVE); transcription factor
AT1G09530 PAP3/PIF3/POC1 (PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 3)
AT2G32950 COP1 (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1)
AT4G14690 ELIP2 (EARLY LIGHT-INDUCIBLE PROTEIN 2); chlorophyll binding
AT5G04190 PKS4 (PHYTOCHROME KINASE SUBSTRATE 4)
AT5G53660 AtGRF7 (GROWTH-REGULATING FACTOR 7)
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AT5G02200 FHL (FAR-RED-ELONGATED HYPOCOTYL1-LIKE); protein binding
AT4G37580 HLS1 (HOOKLESS 1); N-acetyltransferase
AT4G13790 auxin-responsive protein, putative
AT1G02340 HFR1 (LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED); DNA binding / transcription factor
AT1G02400 ATGA2OX6/DTA1 (GIBBERELLIN 2-OXIDASE 6); gibberellin 2-beta-dioxygenase
AT2G42810 PAPP5/PP5 (PROTEIN PHOSPHATASE 5)
AT1G08540 SIGB (SIGMA FACTOR B); DNA binding / DNA-directed RNA polymerase/ transcription factor
AT5G44110 POP1
AT5G24120 SIGE (RNA polymerase sigma subunit E)
AT5G11260 HY5 (ELONGATED HYPOCOTYL 5); DNA binding / transcription factor
AT1G69530 ATEXPA1 (ARABIDOPSIS THALIANA EXPANSIN A1)
AT1G30040 ATGA2OX2; gibberellin 2-beta-dioxygenase
AT1G69640 acid phosphatase, putative
AT1G06040 STO (SALT TOLERANCE); transcription factor/ zinc ion binding
AT1G78600 zinc finger (B-box type) family protein
AT2G46340 SPA1 (SUPPRESSOR OF PHYA-105 1); signal transducer
AT2G37970 SOUL-1; binding
AT2G02950 PKS1 (PHYTOCHROME KINASE SUBSTRATE 1)
AT2G29090 CYP707A2 (cytochrome P450, family 707, subfamily A, polypeptide 2); oxygen binding
258349_at AT3G17609
AT5G47370 HAT2; transcription factor
AT4G25260 invertase/pectin methylesterase inhibitor family protein
AT4G02440 EID1 (EMPFINDLICHER IM DUNKELROTEN LICHT 1)
AT2G43010 PIF4 (PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4); DNA binding / transcription factor
AT1G15550 GA4 (GA REQUIRING 4); gibberellin 3-beta-dioxygenase
AT5G51810 AT2353/ATGA20OX2/GA20OX2 (GIBBERELLIN 20 OXIDASE 2); gibberellin 20-oxidase
AT1G14920 GAI (GA INSENSITIVE); transcription factor
AT1G02400 ATGA2OX6/DTA1 (GIBBERELLIN 2-OXIDASE 6); gibberellin 2-beta-dioxygenase
AT1G30040 ATGA2OX2; gibberellin 2-beta-dioxygenase
AT1G52830 IAA6 (indoleacetic acid-induced protein 6); transcription factor
AT4G32280 IAA29 (indoleacetic acid-induced protein 29); transcription factor
AT4G13790 auxin-responsive protein, putative
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ATG Descripción 
AT3G10720 putative pectinesterase contains similarity to pectinesterase GB:AAB57671 [Citrus sinensis]
AT4G27260  GH3 like protein GH3 protein, Glycine max., PIR2:S17433 
AT4G30280  xyloglucan endo-1,4-beta-D-glucanase-like protein xyloglucan endo-1,4-beta-D-glucanase (EC 3.2.1.-) 
AT3G23050  indoleacetic acid (IAA)-inducible gene (IAA7) identical to (IAA7) gene 
AT3G23030  auxin-inducible gene (IAA2) identical to auxin-inducible gene (IAA2) 
AT4G37390  auxin-regulated protein GH3, putative similar to auxin-regulated protein GH3 
AT5G62280  putative protein predicted proteins, Arabidopsis thaliana 
AT1G59740  oligopeptide transporter, putative similar to oligopeptide transporter 
AT1G29500  auxin-induced protein, putative similar to SP:P33083 from [Glycine max] 
AT5G02760  protein phosphatase - like protein protein phosphatase 2C homolog, Mesembryanthemum crystallinum
AT1G29430  auxin-induced protein, putative similar to SP:P33083 from [Glycine max]


	Portada
	Índice
	Resumen
	Abstract
	Agradecimientos
	Introducción
	Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Referencias
	Anexo

