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Serse, de G.F. Haendel.
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1. INTRODUCCIO







INTRODUCCIO

1. La importancia de la llum per a les plantes

Com a organismes seéssils que no poden canviar I'ambient on creixen, les plantes
necessiten percebre continuament les caracteristiques de les condicions ambientals que
les envolten i, conseqlentment, respondre modificant el seu creixement i
desenvolupament per adaptar-se optimament al medi canviant. Aixo resulta en una gran
plasticitat en el desenvolupament, que implica la integracié de molts senyals ambientals,
permetent a les plantes sincronitzar el seu creixement i moment de la reproducciéo amb els
canvis diaris i transitoris, estacionals o permanents, per tal de competir efectivament amb
els veins pels recursos essencials. A més de ser la font d’energia per a la reaccié de
fotosintesi, la llum és un dels senyals ambientals més importants que regulen el
desenvolupament de la planta. Les plantes capten la quantitat (fluéncia), qualitat (longitud
d’ona, A), periodicitat (durada relativa dia:nit) i direccié de la llum i utilitzen aquesta
informacio per modular multiples respostes fisiologiques, com la germinacié de la llavor, la
desetiolacid i I’'establiment de la plantula, 'arquitectura de la planta adulta i l'inici de la
reproduccio, entre d’altres. Al conjunt de respostes que afecten el desenvolupament de la
planta en funcié de la llum se I'anomena fotomorfogenesi (Franklin i Whitelam, 2004)
(figura I.1).

fotosintesi

fototropisme

\
germinacié  desetiolacio %

durada de la nit = fotoperiode

Figura I.1. Esquema de les principals respostes de les plantes a la llum durant les diferents etapes
del seu cicle biologic.



2. La desetiolacio

Si una planta germina a les fosques, la primera exposicié de les plantules a la llum
provoca la desetiolacié, el primer gran canvi en el desenvolupament vegetal (Kendrick i
col., 1994; Smith, 2000). A nivell fenotipic, aquesta resposta implica un canvi del patro
etiolat (hipocotil allargat, ganxo apical tancat, cotilédons petits i tancats que envolten el
primordi foliar no desenvolupat, color groc pal:lid) que tenen les plantules crescudes en
foscor (procés conegut com escotomorfogénesi) al patré completament diferent que
mostren les plantules crescudes en Ilum (inhibici6 del creixement de ['hipocotil,
desaparicié del ganxo apical, obertura i rapida expansio dels cotiledons i posteriorment de
les fulles, color verd) (figura I.2). A nivell cel-lular, aquesta resposta es manifesta en
forma d’inhibicié de l'allargament de les cél-lules de I'hipocotil, estimulacié de I'expansid
cel-lular als cotiledons i induccié del desenvolupament dels cloroplasts. A nivell metabdlic,
la desetiolacié implica el pas de I'heterotrofia, on la plantula obté I'energia de les reserves
de la llavor, a l'autotrofia, on l'obté de la fotosintesi. A nivell molecular, molts gens
implicats en diferents aspectes d’aquesta transicié en el desenvolupament s’ha demostrat
que estan rapidament regulats en resposta al senyal luminic (Ma i col., 2001; Tepperman i
col., 2001).

Figura I.2. Contrast de
fenotip entre una plantula
d’arabidopsis  crescuda en
foscor i una altra crescuda en
llum.

cotilédons

hipocotil

FOSCOR .
(ESCOTOMORFOGENESI) (FOTOMORFOGENESI)

La resposta a la desetiolaci6 ha estat ampliament estudiada com a model per
investigar els mecanismes primaris implicats en la captacié de la llum, transduccié del
senyal luminic i regulacié de la transcripcié. Aquests treballs s’han realitzat principalment
en arabidopsis, ja que es pot manipular molt precisament la durada i el tipus de senyal
inductor de la fotomorfogénesi (per exemple, diferents qualitats de llum, com es
comentara més endavant), i també perqué els fenotips etiolat i desetiolat que mostra
aquesta planta sén molt obvis i Utils per als cribratges genetics. A més, les respostes
reciproques d’expansio cel-lular que es donen a I'hipocotil i els cotilédons (inhibicid i
induccid, respectivament) pel senyal luminic en la desetiolacié suposen una important eina
de diagnostic per distingir mutants que tenen afectats passos especifics de les primeres
etapes de la senyalitzacié per llum (és a dir, mutants fotomorfogénics) d’altres mutants
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afectats en respostes del creixement per se, en els que el fenotip es veu afectat
globalment, causant un nanisme o gegantisme general de la plantula (per exemple,
mutants hormonals).

3. Els diferents fotoreceptors

La radiacié de la llum solar es composa de diferents longituds d’ona, que es
corresponen als diferents colors de |’'espectre luminic. Per captar els diferents espectres,
les plantes posseeixen diferents fotoreceptors. En les plantes superiors hi ha almenys tres
families principals de fotoreceptors: els fitocroms (phy) que absorbeixen la llum roja (R,
de lI'anglés Red) i roja llunyana (FR, de l'anglés Far Red); i els criptocroms (cry) i les
fototropines (phot), que absorbeixen llum UV-A i blava. També s’ha postulat I’'existéncia
de fotoreceptors de llum UV-B, tot i que la seva identitat és a hores d’ara encara
desconeguda (figura I.3).

o 0 Eﬂq 550 B0 A (nm)
1t | I

30

uvB CRIPTOCROMS FITOCROMS @3
Z=

FOTOTROPINES 53

3

ARO OID
A ﬁ 6'
CLOROFIL'LES CLOROFIL-LES -2

ULL HUMA

Figura I.3. Representacio de I'espectre luminic i dels fotoreceptors que capten les diferents longituds
d’ona que el composen, aixi com el procés en el que estan implicats (fotomorfogénesi o fotosintesi).

Els criptocroms i els fitocroms controlen el creixement i desenvolupament en
resposta a la qualitat, intensitat i periodicitat de la radiacié, mentre que les fototropines
controlen el creixement direccional (fototropisme) i/o moviments intracel-lulars dels
cloroplasts en resposta a llum (Briggs i Christie, 2002). La llum UV-B provoca respostes
com la inhibicié de l'allargament de I’'hipocotil i la regulacié de la transcripcié de multitud
de gens (Kim i col., 1998). Cadascuna de les tres classes de fotoreceptors identificats
consisteix en una petita familia génica que codifica proteines relacionades. En Arabidopsis,
el sistema vegetal més ben caracteritzat, trobem dos criptocroms (cryl i cry2), dos
fototropines (photl i phot2) i cinc fitocroms (phyA, B, C, D i E). Dins de cada familia, tot i
la redundancia, cada membre té funcions fisiologiques o fotosensores relativament
diferenciades, la qual cosa proporciona un nivell addicional d’especialitzacié (Quail,
2002a).



4. Els fitocroms

Els fitocroms sén i han estat els fotoreceptors més ampliament estudiats i
caracteritzats. S’han trobat fitocroms en tots els taxons de plantes inferiors i superiors
analitzats. En plantes superiors, aquests fotoreceptors es troben en tots els organs de la
planta. Van ser descoberts als anys 20 com un pigment diferenciat de la fotosintesi
implicat en la deteccid del fotoperiode i la induccié de la floracié. No va ser fins passats 30
anys quan es va determinar la naturalesa proteica d’aquests pigments. L'Us de mutants ha
establert les funcions de cadascun dels membres d’aquesta familia de fotoreceptors.
Després de certa controversia, a finals dels anys 90 es va establir la localitzacid
subcel-lular d’aquests pigments, obrint diferents hipotesis sobre els mecanismes de
transduccié de senyal d’aquests fotoreceptors. També a finals d’aquesta década es van
aillar proteines relacionades amb els fitocroms de bacteris i fongs, evidenciant que no
nomeés els organismes fotosintétics disposen d’aquest tipus de fotoreceptors (Kehoe i
Grossman, 1996; Karniol i col., 2005).

En les Ultimes decades, estudis genetics i cribratges basats en les interaccions
proteina-proteina han portat a la identificaci6 de nombrosos components moleculars
responsables de la transduccio del seu senyal. L'arribada de les analisis transcriptomiques
ens ha permés saber que la llum indueix la reprogramacié massiva de l'expressidé génica
en la planta, i que els fitocroms so6n en gran part responsables del control d’aquestes
xarxes transcripcionals. A més, aquest tipus d’experiments han posat de manifest les
interaccions existents entre els diferents fitocroms, i dels fitocroms amb altres
fotoreceptors i altres senyals ambientals en la regulacié de I'expressié génica. Fa tan sols
dos anys que s’ha aconseguit la cristal-litzacié del domini fotosensor d’un fitocrom bacteria
(Wagner i col., 2005), la qual cosa ajudara a entendre l’'evolucid dels fitocroms i aportara
explicacions moleculars al comportament fisico-quimic d’aquests fotoreceptors.

Aixi, tot i els avencos en la recerca sobre aquestes molécules i la dedicacié d'una
muni6 de grups d’investigacié a I’'estudi dels diferents aspectes de la regulacié i accio dels
fitocroms, nombroses qliestions romanen encara sense resposta.

4.1. Descripcio i modes d’accio dels fitocroms

Mentre que els criptocroms i les fototropines son fotoreceptors de naturalesa
flavoproteica, els fitocroms sén cromoproteines dimeriques solubles constituides per una
proteina d’uns 125 kDa unida covalentment a un cromofor tetrapirrolic lineal.

4.1.1. Conformacio dels fitocroms

Els fitocroms sén sintetitzats en la forma inactiva, que presenta un maxim
d’absorcié de llum R (Pr, A maxima 666 nm). Quan rep llum, aquesta forma es converteix
en la forma activa, que presenta un maxim d’absorcié de llum FR (Pfr, A maxima 730 nm).
La forma Pr del fitocrom es localitza al citoplasma, perd rapidament es transloca al nucli



quan es fotoconverteix a la forma Pfr. Evidéncies obtingudes en analisis fotofisiques
indiquen que la conversié de Pr a Pfr causa una obertura de la conformacié de la proteina
en relaci6 amb el cromofor, possiblement facilitant la interaccié de la forma Pfr amb els
seus interactors (revisat per Smith, 2000). Tot i que la forma Pfr és considerada la forma
activa del fitocrom, i per tant la forma que indueix les respostes de desenvolupament,
alguns autors suggereixen que la forma Pr també podria induir algunes respostes del
desenvolupament, tal i com s’anira comentant al llarg d’aquesta introduccié (revisat per
Neff i col., 2000) (figura I.4).
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Figura I.4. Esquema de les conformacions dels fitocroms i dels seus espectres d’absorcié. A,
representacio de les formes activa i inactiva del fitocrom i del fotoequilibri que s’estableix entre elles.
B, espectres d’absorcio de les dues formes dels fitocroms i estructura del cromofor fitocromobilina.

4.1.2, Tipus de respostes regulades pels fitocroms

Als anys 50 el fitocrom va ser caracteritzat com el pigment que controlava la
germinacié de llavors d’enciam. En aquestes llavors un pols de llum R indueix la
germinacié, perd aquesta induccié es pot inhibir exposant les llavors a un pols de FR. Les
llavors es poden tractar repetidament amb llum R i FR, i la resposta final (germinacié o no
germinacié) ve determinada per I’Ultim pols de llum. Aquesta resposta segueix la Llei de la
Reciprocitat de Bunsen-Roscoe, que diu que una resposta ha de dependre només del total
de fotons de llum rebuts, independentment de la durada de I'exposicié a la font de Ilum.
La reversibilitat i reciprocitat de les respostes R/FR és la classica resposta associada als
fitocroms, malgrat que els fitocroms també sdén responsables de respostes no
fotoreversibles (Mancinelli, 1994). Tot i que moltes respostes fisiologiques han estat
identificades com regulades per llum R i/o FR, les plantes generalment no estan
exposades a una llum monocromatica. A la natura les plantes perceben un senyal luminic
complex (de composicié qualitativa i quantitativa variable), i responen d’acord a aquest.
Una mostra d’aquest tipus de resposta és la sindrome de fugida de I'ombra (o SAS, de
I'anglés Shade Avoidance Syndrome). La SAS és |'estratégia que tenen moltes plantes per
detectar aquelles plantes veines que podrien competir amb elles pels recursos. Aquestes
respostes s‘indueixen per canvis en la raé R:FR de la llum, bé per I'empobriment de Ilum R
gue té lloc sota una coberta vegetal o bé per I'enriguiment de llum FR reflectida per
plantes veines, que conjuntament definim com canvis en la qualitat de la llum (Smith i



Whitelam, 1997). Aquestes respostes son molt semblants a les que ocorren quan les
plantes reben un tractament amb llum enriquida en FR a final del dia (EOD-FR, de I'anglés
End Of Day-FR). Tots dos tractaments provoquen una reduccié en la rad R:FR, percebuda
pels fitocroms de la planta i que resulta en l'allargament de les tiges i I'increment en la rad
llargada-amplada de les fulles. Aquests tipus de respostes sén reversibles amb
tractaments equivalents amb llum R (EOD-FR vs. EOD-R o llum de baixa raé R:FR vs. alta
raé R:FR), i inclouen altres com la ja comentada germinacié de llavors i el control
reversible de la induccié de la floracié per la interrupcié de la nit en plantes de dia curt.
Totes elles es coneixen com a respostes de baixa fluéncia (Low Fluence responses, LFRs), i
s’han descrit en molts tipus vegetals diferents. A part de les LFRs, hi ha altres dues
respostes mediades pels fitocroms: les respostes de molt baixa fluencia (Very Low Fluence
responses, VLFRs), activades per intensitats de Ilum extremadament baixes, i les
respostes d’alta irradiancia (High Irradiance Responses, HIRs), que depenen d’exposicions
prolongades a intensitats de llum relativament altes o de polsos de llum d’intensitats molt
altes. Les tres respostes es distingeixen per la quantitat de llum que requereixen, essent
0.1 a 1 pmol.m™ per a les VLFRs, 1 a 1000 pmol.m™ per a les LFRs, i més de
1000 pmol.m™? per a les HIRs. Les respostes VLFRs, com alguns canvis en |'expressié
génica induits per llum, no soén reversibles (Cerdan i col., 1997; Hamazato i col., 1997).
Les respostes HIRs, com la germinacio de llavors en determinades espécies vegetals, no
son reversibles ni reciproques, i algunes es donen en FR suggerint una certa activitat
biologica de la forma Pr del fitocrom (Neff i col., 2000).

4.1.3. Classificacio dels fitocroms

Dades fisioldogiques relacionades amb la varietat i complexitat de respostes
induides pels fitocroms van suggerir I'existéncia de dos tipus de fitocroms: una forma
fotolabil, que tal i com el seu nom indica es degrada al estar sotmesa a la llum, i una
forma fotoestable. L’existéncia d’aquests dos tipus de fitocroms ha estat demostrada
bioquimicament, i se’ls ha anomenat fitocroms tipus I i tipus II, respectivament. Tots dos
fan la fotoconversié de Pr a Pfr mitjancant llum R, perd0 mentre que la forma Pfr dels
fitocroms tipus II és estable, la dels de tipus I és inestable i és degradada rapidament
(Neff i col., 2000). Dels cinc fitocroms presents a arabidopsis, el phyA pertany al tipus I
(fotolabil) mentre que els phyB a E son del tipus II (fotoestables) (taula I.I). Els phyA i B
son els que predominen a la plantula.

4.1.4. Accions i interaccions dels membres de la familia dels fitocroms

Analisis filogenétiques de les seqliencies dels fitocroms indiquen I’existéncia de
guatre esdeveniments de duplicacio en I'evolucié dels gens dels fitocroms. La primera, que
va tenir lloc al originar-se les plantes espermatofites (plantes amb llavor), va generar les
linies PHYA/C i PHYB/D/E. Quan es van originar les plantes amb flor van donar-se dues
duplicacions més, separant PHYA de PHYC i PHYB/D de PHYE. Els fitocroms PHYB i D han
divergit més recentment (Mathews i Sharrock, 1997). Aquestes duplicacions han creat una
familia de proteines que detecten senyals ambientals idéntics perd que utilitzen aquests



senyals per a diferents funcions. S’han assignat funcions concretes als diferents fitocroms
basades en la caracteritzaciéd dels seus mutants individuals. Aixi, es va establir que el
phyA és el responsable exclusiu del control de la desetiolacié de la plantula sota llum FR
continua (FRc). S’acumula en plantules etiolades i els seus nivells cauen fins a 100 cops,
practicament desapareixent, quan aquestes s’‘exposen a llum R o blanca (W, de l'anglés
White), degut per una banda a la degradacié de la seva forma Pfr, que depén de llum i
requereix reconeixement selectiu i ubiquitinacid, i per altra a la repressiéo de la seva
expressio génica també per llum (Wang i Deng, 2002). En canvi, phyB, C, D i E intervenen
en processos regulats per llum R i FR en plantes crescudes en llum (Sharrock i Quail,
1989). PhyB té el paper majoritari en el control de la desetiolacié sota llum R continua
(Rc) (Quail, 2002a; Schafer i Bowler, 2002; Chen i col., 2004). A més, phyB, phyD i phyE
corregulen altres respostes en plantes crescudes en Illum, com les respostes de la SAS
(Smith i Whitelam, 1997). La identificaci6 més recent de mutants phyC ens ha permes
saber que phyC és un receptor debil de llum R que modula I'accié d’altres fitocroms en una
gran diversitat de respostes durant tot el cicle vital de la planta, com la desetiolacié de les
llavors, l'arquitectura vegetativa de la planta o la iniciacié de la floracié (Franklin i col.,
2003a; Monte i col., 2003) (taula I.I).

VLFRs Germinacié de llavors (llum UV, visible, FR)
phyA Fotolabil ) o, . o,
FR-HIRs Desetiolacio de plantules (FRc), Induccio de
la floracié (LD, dia llarg)
LFRs Germinaci6 de llavors (Rc), Respostes de la
SAS (allargament de peciols i entrenusos,
phyB Fotoestable expansi6 dels cotilédons, floracid)
R-HIRs Desetiolacid de plantules (Rc)
LFRs Germinacié de llavors (Rc), allargament de
peciols i hipocotils, expansié de cotiledons i
phyC Fotoestable de les fulles primaries, floracié
R-HIRs Desetiolacié de plantules (Rc)
LFRs Respostes de la SAS (allargament de
peciols i entrenusos, expansié dels
phyD Fotoestable cotilédons, floracié)
R-HIRs Desetiolacié de plantules (Rc)
LFRs Germinaci6 de llavors (Rc), Respostes de la
SAS (allargament de peciols i entrenusos,
phyE Fotoestable expansié dels cotilédons, floracid)
R-HIRs Desetiolacié de plantules (Rc)

Taula I.I. Resum de la classificacio i tipus de resposta dels diferents fitocroms.



4.1.5. Interaccié dels fitocroms amb altres fotoreceptors i senyals
ambientals

Exceptuant la germinacié de les llavors i la SAS, que en arabidopsis estan
exclusivament regulats pels fitocroms (Neff i col., 2000; Chen i col., 2004), altres
processos fisiologics com el desenvolupament de la plantula o la induccié de la floracié
estan regulats per la interconnexié de les xarxes de transduccié del senyal de criptocroms
i fitocroms. Aquesta coordinacié entre fitocroms i criptocroms, junt amb la coordinacié que
també existeix entre les funcions dels diferents fitocroms, millora la sensibilitat a les
fluctuacions ambientals i permet I'ajust de les respostes del desenvolupament (Chen i col.,
2004; Franklin i Whitelam, 2004).

A més, tant el gravitropisme, com el fotoperiode i la temperatura ambient modulen
significativament les respostes a la llum i la interaccié entre fotoreceptors. La coordinacié
entre la llum i el gravitropisme millora I'eficieéncia fotosintética, ja que la planta disposa la
seva part aéria optimitzat la captacié de llum, mentre que les seves arrels creixen en la
direccié que els permet una major aportacié de nutrients. La coordinacioé entre la llum i la
temperatura millora la supervivéncia de la planta, ja que aquesta germina i floreix en el
moment optim (Franklin i Whitelam, 2004).

4.1.6. Fitocroms bacterians

De la mateixa manera que les plantes, els bacteris també regulen constantment la
seva fisiologia i comportament per respondre i adaptar-se al medi. Sovint utilitzen un
sistema de “dos components”, que consisteix en una proteina sensora, que detecta els
canvis en el medi exterior i li comunica aquesta informacié a una proteina reguladora de la
resposta, que regulara I'expressio de gens especifics o iniciara altres funcions cel-lulars per
respondre a l'estimul ambiental. La comunicacié entre aquests dos components ocorre
mitjancant reaccions de fosforilacié-defosforilacié. Se sap que les proteines sensores
actuen com a histidin quinases, autofosforilant-se i transferint el grup fosfat a la molécula
reguladora, iniciant aixi la cascada d’esdeveniments que modularan |'expressié génica.
Moltes de les proteines fotosensores bacterianes sén similars als fitocroms vegetals,
sobretot en el domini d’unié al cromofor. Com ja s’ha comentat breument al introduir els
fitocroms, el descobriment d’aquests fotoreceptors en bacteris va demostrar que aquestes
proteines no son exclusives de plantes. La primera proteina d’aquest tipus identificada fou
el sensor RcaE del cianobacteri Fremyella diplosiphon. Després d’aquest, altres fitocroms
captadors de R/FR s’han trobat en altres cianobacteris com Synechocystis sp. PCC6803
(per exemple Cph1l/CphA, Cph2, i CphB/BphP), en bacteris no fotosintétics, com
Deinococcus radiodurans, Pseudomonas putida i Pseudomonas aeruginosa (anomenats de
manera general bacteriofitocroms o BphPs) i fongs (anomenats Fphs). Aquests fitocroms
bacterians també mostren la fotoreversié R/FR tipica dels fitocroms vegetals (Neff i col.,
2000; Wang i Deng, 2002).



4.1.7. Estructura i funcio dels diferents dominis de la moléecula del
fitocrom

L'aillament de mutacions de peérdua de funcid, l'expressié per transgénesi de
formes mutants i truncades de fitocroms, els estudis amb holoproteines phyA de
nombroses espécies vegetals purificades bioquimicament i la comparaci6 amb els
fitocroms bacterians van facilitar I'atribucié de certes funcions a diferents dominis de la
molécula de fitocrom. Aquesta consta de dos dominis estructurals principals. El domini
fotosensor, a la part Nt, té estructura globular. Uneix el cromofor lineal fitocromobilina
(PO®B) a través d’una cisteina conservada, i és suficient per l'absorcié de llum i la
fotoreverisiblitat. La P®B és sintetitzada als plastidis i consta de quatre anells, cadascun
dels quals juga un paper diferent en la configuracié del cromofor (revisat a Wang i Deng,
2002). La cristal-litzacié i posterior refinament de la resolucié del cristall del domini Nt del
fitocrom del bacteri D. radiodurans unit al seu cromofor biliverdina en la forma Pr ha
confirmat el lloc exacte d’unié al cromofor, situant altres aminoacids claus per aquesta
unio i per 'estabilitat de la regiéo (Wagner i col., 2005; 2007).

Una regio flexible connecta el domini fotosensor amb el domini regulador, a la part
Ct, conformacionalment més lineal. Aquest domini és important per la dimeritzaciéo en
solucié i la senyalitzacié. Conté diferents motius conservats (identificats per diferents
laboratoris i que, per tant, de vegades se solapen entre ells o s’estenen més enlla del
domini Ct): el nucli regulador central (Quail box), el motiu de dimeritzacié, el domini
histidina quinasa (HKRD) i un parell de motius Per-Arnt-Sim (PAS) que se solapen amb la
Quail box. La regié que comprén els dos PAS s’‘anomena PRD (PAS repeat domain). Els
dominis PAS tenen diverses funcions; poden ser usats en les interaccions
proteina-proteina o com a moduls resposta a petits lligands, canvis en les condicions
luminiques, nivells d‘oxigen i potencials redox. S’ha vist que la majoria de mutacions
puntuals en el domini PRD de phyA i phyB no afecten la fotoreversibilitat pero eliminen
I'activitat fisiologica, implicant-se per tant en la transferéncia d‘informacié als components
bioquimics i/o cel-lulars primaris de la cadena del senyal luminic (és a dir, en la funcid
reguladora dels fitocroms) (Quail, 1997; Neff i col., 2000). L'expressid per transgenesi en
arabidopsis de construccions amb els dominis Nt i Ct intercanviats entre phyA de civada i
phyB d’arrdos mostren que efectivament la funcié fotosensora resideix en la meitat Nt, i la
funcié reguladora resideix a la meitat Ct (Wagner i col., 1996). Tot i aquests resultats,
experiments on la regid Ct del phyB d’arabidopsis era substituida per dominis aliens als
fitocroms perd amb la capacitat de dimeritzar i dirigir la proteina al nucli cel-lular,
mostraren que aquest domini Nt “fotosensor” per si sol és capag d’activar totes les
respostes induides per la proteina phyB sencera, amb més sensibilitat fins i tot que
aquesta. Aix0 indicaria que el domini Ct del phyB no esta directament implicat en la
transduccié del senyal, sind que més aviat estaria atenuant l'activitat de phyB (Matsushita
i col., 2003). Finalment, dir que per al phyA de civada, tant el domini Nt com el Ct han
resultat necessaris per a la degradacio6 de la forma Pfr, essent la regié Nt necessaria per al



reconeixement i ubiquitinacié de la proteina, i la regiéo Ct per a la posterior degradacid
(Clough i col., 1999) (figura I1.5).
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Figura I.5. Mapa molecular del fitocrom. A la part superior es mostra un diagrama esquematic
d’'una molecula de fitocrom consens. Les posicions dels extrems (1-Nt, 1210-Ct) corresponen a la
sequiéncia de phyB, que és la més llarga dels 5 fitocroms. S’indiquen el lloc d’unié del cromofor POB,
els dominis PAS i el domini histidina quinasa HKRD. La linia discontinua vertical mostra la divisié en els
dos dominis estructurals. Les barres inferiors indiquen la localitzacié per a les diferents activitats,
propietats o caracteristiques de la molécula del fitocrom citades a la part esquerra.

4.2. Localitzacio subcel-lular dels fitocroms: regulacio per llum
i implicacions funcionals

Des de l'inici de I'estudi dels fitocroms ha estat evident que conéixer la distribucio
subcel-lular d'aquests fotoreceptors seria clau per entendre el seu funcionament. Les
analisis de localitzacié subcel:lular s’han realitzat mitjancant fusions dels diferents
fotoreceptors al gen reporter GFP (phy-GFP). Estudis pioners per al phyB han demostrat
que aquest es transporta al nucli depenent de la qualitat i quantitat de la llum, essent un
transport induit per llum R i reversible per FR (Kircher i col., 1999; Ueguchi-Tanaka i col.,
2005). A més, aquest procés és saturable, amb un temps de saturaci6 al 50% d’entre 1 a
2 hores (Kircher i col., 1999). El transport al nucli del phyB sempre va acompanyat de la
formacié de cossos nuclears, la qual s’atura quan I'impuls de llum desapareix, llavors la
quantitat de cossos nuclears va decaient gradualment en la foscor (Kircher i col., 2002;
Nagy i Schafer, 2002; Ueguchi-Tanaka i col., 2005). A més, s’ha vist que la formacio de
cossos nuclears associats amb la proteina de fusid phyB:GFP té una oscil-lacid dilirna
(Kircher i col., 2002). La formacié de cossos nuclears és una caracteristica del fotoreceptor
fisiologicament actiu, ja que les formes inactives de phyB s’acumulen en el nucli peré no
formen cossos nuclears. Més concretament, la localitzacié de phyB en cossos nuclears
depén del percentatge de phyB en la forma Pfr. El transport de phyB al nucli té lloc en
fluéncies molt baixes de llum R. En aquestes condicions, el phyB segurament es troba en



forma d’heterodimers PfrPr. La formacié de cossos nuclears de phyB requereix altes
fluencies de R, condicions en les quals es trobara en homodimers PfrPfr (figura I.6).
Aquesta observacié suggereix que els heterodimers PfrPr sén suficients per al transport al
nucli, i que els homodimers PfrPfr afavoreixen la localitzacié en cossos nuclears (Chen i
col., 2004) (figura I.6).

Figura I.6. Esquema de la citoplasma
localitzacioé subcel-lular dels
fitocroms utilitzant phyB
com a model. El transport al
nucli requereix com a minim
una molécula Pfr en el dimer : ; Q
del fitocrom. Al nucli, els
homodimers PfrPfr tenen més

cossos nuclears

- =

- Transport
probabilitats de formar cossos al nucli /
nuclears. Les fletxes verdes Compartimentalitzacié
indiquen senyalitzacié iniciada OIS UE S

per phyB. D.R., reversi6 per
foscor (dark reversion).

El domini Ct de phyB conté els requeriments estructurals tant per al transport
nuclear com per la localitzacié en cossos nuclears, mentre que el domini Nt regula ambdds
senyals de manera dependent de llum. Aixi, tant el domini Ct com el Nt contribueixen a la
localitzacié subcel-lular dels fitocroms (Nagy i Schéafer, 2000; Matsushita i col., 2003). A
més, les dades obtingudes per diferents laboratoris suggereixen que la cinética de la
localitzacié nuclear del phyB depén d'un mecanisme de retencié. El phyB és activament
retingut al citoplasma en la seva forma Pr en la foscor, i la fotoconversié Pr—Pfr mediada
per llum indueix la pérdua de retencid, que és seguida pel transport de la forma Pfr al
nucli. La funcié fisiologica i els mecanismes de retencié de phyB al citoplasma encara no
es coneixen.

Si es considera la mida i la dinamica dels cossos nuclears es fa dificil pensar que
aquests contenen Unicament phyB. Segurament es tracta de complexos
transcripcionalment actius i/o complexos de degradacié (Seo i col.,, 2003; 2004), que
possiblement contenen un elevat nombre de molécules que interaccionen amb el fitocrom
fisica o funcionalment. Per resoldre aquesta hipotesi s’hauran de dilucidar aquestes
estructures (Nagy i Schafer, 2002).

PhyA també es transporta al nucli i forma cossos nuclears similars a phyB. La
diferéncia és que el transport de phyA al nucli és un ordre de magnitud més rapid que el
de phyB (ocorre en questid6 de minuts), i és precedit per una formacié de cossos encara
més rapida i també depenent de la llum en el citoplasma (Kircher i col., 1999). Posteriors
estudis sobre la localitzacié subcel-lular de phyC, phyD i phyE permeteren concloure que
els cinc fitocroms identificats a arabidopsis localitzen al citoplasma en foscor, es
transporten al nucli de manera depenent de llum i alli formen cossos nuclears (Kircher i



col., 2002). Tots es transporten al nucli en la forma activa Pfr sota llum R i W, essent
phyA I'Unic que es transporta al nucli sota llum FRc. El phyA forma cossos nuclears minuts
després de ser transportat al nucli. L'acumulacié de phyB, C i E en cossos nuclears és un
ordre de magnitud més lent (a les poques hores de llum W), mentre que phyD és el més
lent amb una gran diferencia (després de 8 hores de llum W el nimero de cossos nuclears
és encara molt baix). Els cossos nuclears de tots els fitocroms desapareixen quan s’elimina
el senyal luminic, i en el cas de phyA també desapareixen rapidament sota llum R i W,
degut a que phyA és fotolabil i, per tant, mostra una rapida degradacié de la forma Pfr.
Per als cinc fitocroms s’ha suggerit que tant el transport com l'acumulacié en cossos
nuclears estan regulats pel rellotge circadiari.

Respecte als components implicats en la senyalitzacid per fitocroms (dels quals
se’n parlara més endavant) cal destacar que tot i que la majoria es troben al nucli, alguns,
com FIN219, PKS1 i PAT1, es troben exclusivament al citoplasma (Fankhauser i col.,
1999; Bolle i col., 2000; Hsieh i col., 2000), mentre que altres, com FHY1, NDPK2 i SRR1
poden localitzar-se tant al nucli com al citoplasma (Choi i col., 1999; Desnos i col., 2001;
Staiger i col., 2003). Aix0, junt amb el fet que un elevat percentatge de la forma activa
dels fitocroms sempre roman al citoplasma, suggereix que aquests fotoreceptors també
tenen una funcié citoplasmatica. S’ha suggerit que la fraccié de phyB Pfr citoplasmatica
podria tenir un paper en la regulacié de les respostes rapides als fitocroms com fluxos
d'ions a la membrana plasmatica, 'orientacid dels cloroplasts o el polarotropisme i el
fototropisme (Nagy i Schafer, 2002). Estudis farmacologics van suggerir que les proteines
G heterotrimétriques, el cGMP (monofosfat de guanosina ciclic), el calci i la calmodulina
s6n components primerencs de la senyalitzacié dels fitocroms en el citoplasma. La
implicacié directa de les proteines G sembla haver-se descartat, pero la implicacié del calci
ha guanyat forca degut a la identificacié d’una proteina citoplasmatica d’unié a calci, la
SUB1, que modula la senyalitzacié de phyA (revisat a Chen i col., 2004; Schepens i col.,
2004).

4.3. Mecanismes de transduccio del senyal luminic

Per entendre els mecanismes de senyalitzacié dels fitocroms, aquests s’han de
considerar dins del context general de la transduccié de la llum. Analisis transcriptomiques
recents indiquen que la llum indueix una important reprogramacié de I'expressidé genica en
la planta. Depenent de si una plantula es desenvolupa en llum (fotomorfogénesi) o en
foscor (escotomorfogenesi) (Ma i col., 2001; Tepperman i col., 2001), hi ha una expressié
diferencial d’aproximadament un 20% dels gens. Els efectes de la llum s’estenen fins a la
regulacié génica de la majoria de les rutes bioquimiques situades dins d’organuls cel-lulars
(Ma i col., 2001). Sembla doncs que les xarxes de la regulacié de la transcripcié de gens
diana especifics tenen un paper molt important en la transduccié del senyal luminic. Per
tant, entendre la jerarquia d’aquestes xarxes formades per factors de transcripcid i
identificar els elements reguladors clau en els diferents processos del desenvolupament
regulats per la llum resulta essencial. Més d'un fotoreceptor pot contribuir a una



determinada fotoresposta, de manera que hi ha d’haver punts d’integracié del senyal
procedent dels diferents fotoreceptors. A més, sovint les respostes de desenvolupament
depenen d’altres factors ambientals a part de la llum (com la temperatura i la gravetat),
indicant nous punts d’integraci6 de senyals d’aquestes diferents xarxes. A aquesta
complexitat, se li afegeix el fet que existeixen fotorespostes especifiques d’organ o de
moment del desenvolupament (Jiao i col., 2007).

La llum regula factors de transcripcié a diferents nivells. En primer lloc, pot existir
una regulacio, positiva o bé negativa, a nivell transcripcional. A nivell post-traduccional, la
llum pot modificar per fosforilacié la capacitat de certs factors de transcripcié d’unir-se a
determinats promotors i/o la seva localitzacié subcel-lular. A més, recentment s’ha
demostrat la importancia de la proteolisi mediada per ubiquitina en la regulacié dels nivells
de certs factors de transcripcid. En molts casos la llum exerceix aquesta regulacié a
diferents nivells sobre un mateix factor de transcripcid. A més, determinades families de
factors de transcripcid tendeixen a formar dimers, la qual cosa implica multitud de
combinacions, un nivell de complexitat afegit a la regulacié de factors de transcripcié per
llum (Jiao i col., 2007).

4.4. Mecanismes d’accio dels fitocroms

En el cas concret dels fotoreceptors fitocroms, ha estat demostrat que en moltes
ocasions aquests actuen mitjancant la regulacié selectiva de I'expressié génica. L'expressio
de nombrosos gens, principalment els que codifiquen enzims i altres components de la
maquinaria fotosintetica, esta regulada per llum, sovint pels fitocroms. Per altra banda,
pero, tal i com ja s’ha suggerit a l'apartat 4.2, algunes respostes dependents dels
fitocroms s’explicarien millor assumint alteracions rapides en els equilibris ionics inter o
intracel-lulars, com ja s’ha descrit en molses, falgueres i algunes algues (Kendrick i col.,
1994). Algunes respostes del creixement també ocorren en minuts, plantejant el dubte de
si les xarxes de transduccié que impliquen la regulacié de I'expressié génica en el nucli
poden ser suficientment rapides com per dur-les a terme. De manera que, donades les
respostes que regulen, els fitocroms podrien tenir com a minim dos mecanismes d’accio:
un que opera rapida i reversiblement per modular el balang idnic cel-lular, i un altre que
resulta en I'expressid selectiva de gens diana.

Sobre aquest Ultim mecanisme s’han proposat dues hipotesis no necessariament
incompatibles. En una, els fitocroms es consideren quinases que actuarien sobre multiples
substrats per regular diferencialment I'expressié genica. En I'altra, els fitocroms s’unirien a
un o més factors transcripcionals, dirigint la transduccié del senyal cap al control selectiu
de l'expressié génica (Smith, 2000). A continuacié es presenta una recopilacié de les
dades que recolzen cadascuna d’aquestes hipotesis.



4.4.1. Els fitocroms com a fosfoproteines i quinases

Els fitocroms sén fosfoproteines, la fosforilacié de les quals podria tenir un paper
regulador en la seva senyalitzacié. En la molécula del phyA de civada hi ha dues serines
gue son fosforilades in vivo: Ser-7 i Ser-598. La Ser-7 es troba fosforilada tant en la
forma Pr com en la forma Pfr, mentre que la fosforilacid6 de la Ser-598 sembla ser
especifica de Pfr. In vitro, hi ha dues serines que son fosforilades per la proteina quinasa A
(PKA): Ser-17, fosforilada preferentment en la forma Pr, i Ser-598, en la forma Pfr. Tot i
la identificacié d’aquests llocs de fosforilacid, no es coneix quin paper poden dur a terme
en la funcié primaria del phyA. El que si se sap és que mutacions que converteixen les
Ser-7 i 17 en alanines incrementen l'activitat de phyA, suggerint que la fosforilacié regula
negativament les respostes iniciades per aquest fotoreceptor. A més, s’ha vist que la
fosforilacio de la Ser-598, a la regid flexible, impedeix la unié del fitocrom amb NDPK2 i
PIF3, modulant aixi la interaccié proteina-proteina entre el fotoreceptor i possibles factors
transductors del seu senyal (Kim i col., 2005b).

L'activitat quinasa dels fitocroms es suggeri per la relativa similitud en el seu
domini Ct amb proteines quinases procariotes amb activitat histidina quinasa. L’activitat
quinasa va ser demostrada mitjancant l'obtencié de fitocroms recombinants que, no
obstant la similitud amb histidines quinasa d’organismes procariotes, presentaven activitat
serina/treonina quinasa sent capacos d’autofosforilar-se i transferir fosfat a altres
proteines (Yeh i Lagarias, 1998). El lloc responsable de |‘activitat quinasa del fitocrom no
s’ha identificat pero s’ha situat al domini Nt, al voltant de les Ser-7 i 17. El fet que, com
hem vist abans, les mutacions en aquests residus resultin en una major activitat de phyA
indicaria que l'autofosforilacié del fitocrom i/o la seva activitat quinasa juguen un paper
regulador negatiu en la senyalitzacié per llum (Kim i col., 2005a). A més, hi ha un ecotip
d’arabidopsis anomenat Lm-2 que té un canvi en un aminoacid del phyA i que presenta
hiposensibilitat a FRc i baixa autofosforilacié de phyA essent aquest fitocrom més estable
en llum, suggerint que l'activitat quinasa de phyA podria ser important per la seva funcié
(Friedrichsen i col., 2002).

Per cribratges de doble hibrid i assaigs quinasa in vitro s’han identificat diferents
substrats de l'activitat quinasa dels fitocroms. Totes les proteines que es presenten a
continuacié interaccionen amb diferents motius estructurals en el domini Ct dels fitocroms,
i sovint aquestes interaccions son regulades diferencialment per la llum. Tot i la seva
identificacid, el paper que aquestes fosforilacions causen in vivo encara no es coneix. PKS1
(phytochrome kinase substrate 1) és una proteina citoplasmatica que és fosforilada in
vitro pel phyA de civada. Aquesta fosforilacié és dependent de llum, essent més alta amb
Pfr que amb Pr. També se sap que PKS1 és fosforilada in vivo de manera dependent de
fitocroms (Fankhauser i col., 1999). Malgrat aix0, no existeixen evidéncies de la
participacié de PKS1 en la senyalitzacié de phyA in vivo (Quail, 2000). El que si s’'ha
demostrat és que PKS1 és un regulador negatiu de la fotomorfogénesi especific de la
senyalitzacié per phyB, podent-se tractar d'un factor de retencié dels fitocroms al



citoplasma (Fankhauser i col., 1999; Fankhauser, 2000; Kim i col., 2005b). El phyA també
interacciona amb una quinasa nucleosid-difosfat (NDPK2, nucleoside diphosphate kinase
2), que es troba tant al nucli com al citoplasma. La fosforilaci6 de NDPK2 és estimulada
per llum R in vivo. NDPK2 podria actuar com a regulador de la transcripcié (Zimmermann i
col., 1999), tot i que la regulacié de I'expressié genica podria ser deguda al fitocrom per si
mateix (ja que com hem comentat la fosforilacié del fitocrom impedeix la seva uni6 a
NDPK?2) i/o a l'activacid de la NDPK2. NDPK2 ha resultat ser un regulador positiu de les
vies de senyalitzacié tant de phyA com de phyB (Choi i col., 1999).

Altres substrats de I'activitat quinasa dels fitocroms sén els fotoreceptors
criptocroms (CRY1 i CRY2), essent la fosforilacié de cryl estimulada per llum R (Kim i col.,
2005b). Les proteines Aux/IAA també son fosforilades pels fitocroms. Tot i que es
desconeix la rellevancia funcional d’aquestes fosforilacions, podrien estar relacionades
amb la degradacié d'aquestes proteines, essent un mecanisme molecular de connexié
entre les vies de senyalitzaciéo de llum i auxines. Finalment, s’ha vist que els fitocroms
interaccionen amb el factor de transcripcié PIF3 en la transduccid rapida del seu senyal (Ni
i col., 1998), i que la fosforilacié del fitocrom és important per aquesta interaccié (Kim i
col., 2004). Manca ara per saber si el fitocrom és la quinasa que fosforila PIF3, ja que
recentment s’ha descrit la rapida degradacié per llum de PIF3, i que aquesta requereix
fosforilacio prévia (Al-Sady i col., 2006) (figura 1.7).
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No s’ha identificat cap quinasa que pugui fosforilar els fitocroms de manera
especifica, tot i que sembla que n’existirien varies. Quant a fosfatases, s’ha descrit que la
FyPP (una proteina fosfatasa 2A) interacciona i defosforila phyA en el citoplasma (Kim i
col., 2002). Una altra fosfatasa, la PAPP5, interacciona i defosforila els fitocroms
especificament en la forma Pfr en el nucli. Aquesta fosfatasa s’ha vist que influeix
positivament i estabilitza la interaccié del fitocrom amb NDPK2 (Ryu i col., 2005). Sembla
doncs que la transduccié del senyal de llum mediada pels fitocroms és regulada per
fosforilacions i defosforilacions. La fosforilacié bloguejaria les interaccions del fitocrom amb
els elements transductors del seu senyal, mentre que la defosforilacié enfortiria la
interacci6. A més, la fosforilacid desestabilitzaria els fitocroms, mentre que la
defosforilacié els estabilitzaria (Kim i col., 2005b) (figura I.8).
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Tot i el conjunt d’evidéncies bioquimiques que semblen indicar que la fosforilacio
reversible i I'activitat quinasa dels fitocroms han de ser importants per la transduccié del
senyal luminic, la rellevancia biologica d’aquests mecanismes encara es desconeix. La
identificacié del(s) lloc(s) exacte(s) d’autofosforilacio i del domini quinasa dels fitocroms,
de les proteines quinasa i fosfatasa que fosforilen/defosforilen els fitocroms in vivo, i dels
mecanismes bioquimics i funcionals de la fosforilacido de proteines substrat per part dels
fitocroms, ajudaran a resoldre aquesta qliestid.



4.4.2. Els fitocroms com a reguladors de la transcripcio

Independentment de si els fitocroms actuen com a fosfoproteines i/o quinases, es
considera que aquests fotoreceptors actuen com a reguladors directes de la transcripcio,
tot i que, com hem vist a l'apartat 4.3, la llum a través dels fitocroms pot regular
I’'expressié génica a diversos nivells. Com hem comentat a |'apartat anterior, assaigs de
doble hibrid han identificat diverses proteines que interaccionen fisicament amb phyA i
phyB. Posteriorment i mitjancant tecniques de genética reversa s’ha confirmat la
importancia d’alguns d’aquests interactors en la senyalitzacié de la llum a partir dels
fitocroms. El primer element identificat i el que ha estat més ben caracteritzat és PIF3
(phytochrome interacting factor 3), un factor de transcripcié nuclear del tipus bHLH (basic
Helix-loop-Helix). PIF3 es va trobar en un cribratge que utilitzava la part Ct de phyB com a
esquer. S’ha vist que interacciona amb igual eficiencia amb I'extrem Ct de phyA que de
phyB, pero que preferentment ho fa amb la proteina phyB intacta, essent aquesta
interaccié depenent de llum. Aixi, PIF3 s’uneix preferentment a la forma Pfr del fitocrom, i
la fotoconversio de la forma Pfr a la forma Pr provoca la dissociacié de PIF3. Sembla doncs
qgue PIF3 podria participar en les vies de transduccié del senyal de phyA i phyB, pero
geneticament se li ha atribuit un paper com a regulador negatiu de la desetiolacid,
principalment en la via del phyB (Kim i col., 2003).

PIF3 es localitza constitutivament al nucli (Ni i col., 1998), consistentment amb la
idea de pertanyer a la familia bHLH de factors de transcripcié. A més, se sap que PIF3
s'uneix al DNA de manera especifica, reconeixent la seqliéncia palindromica
d’hexanucleotids CACGTG, coneguda com a G-box (Martinez-Garcia i col., 2000). La G-box
és una representacié especifica d’un motiu més general anomenat E-box (CANNTG),
descrit com la seqiéncia consens a la que s’uneixen les proteines bHLH de sistemes no
vegetals (revisat a Quail, 2000). Aixi, inicialment es va suggerir que determinats gens sén
activats quan PIF3 es troba unit alhora a les G-box de les seves regions promotores i al
fitocrom actiu, pel que phyB regula directament la seva expressié a través de PIF3
(Martinez-Garcia i col., 2000). El phyB s’uneix a PIF3 unit als promotors dels gens un cop
I'estimul de llum I'ha convertit en la forma Pfr, regulant la seva expressi6 de manera
rapida (al voltant d’una hora) i fotoreversible, ja que desapareix si aquesta és
fotoconvertida a Pr. El fet que phyB pugui utilitzar PIF3 per regular directament un conjunt
de gens, molts d’ells també factors de transcripcid, suggereix I’'existéncia d’'una cascada de
senyalitzacié molt curta entre els fitocroms i la regulacié de |'expressié génica. En aquesta
cascada de senyalitzacid, els gens activats per factors de transcripcié que interaccionen
fisicament amb els fitocroms seran considerats gens diana primaris o directes dels
fitocroms, mentre que els gens regulats per aquests gens diana primaris rebran el nom de
gens diana secundaris o indirectes dels fitocroms (figura I1.9).
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La rapida degradacié per llum de PIF3, pero, té implicacions per aquest model tan
senzill (Al-Sady i col., 2006). No obstant, aixd no significa que aquesta sigui I’lnica via de
transduccio de senyal dels fitocroms, pero si que tant phyA com phyB, mitjancant la unid
amb factors de transcripcié claus, indueixen una primera onada de canvis en |'expressio
génica. Els nombrosos estudis sobre els fitocroms realitzats en el procés de la desetiolacié
suggereixen que la transduccié del senyal luminic en aquest procés té lloc a través d’una
xarxa transcripcional complexa que es ramifica rapidament a partir dels fitocroms (figura
1.10).

rellotge

Figura I.10. Model simplificat de la transduccié del senyal luminic en la desetiolaci6 per
llum FR. Es proposa que un conjunt de gens de resposta primerenca a llum sén diana primaris de la
forma activa de phyA a través de reguladors constitutivament presents al nucli (PIFs). Aquests gens
diana primaris codificarien factors de transcripcié que regularan I'expressié d’altres gens més tardans
que controlaran una o més branques de la xarxa transcripcional que regula diferents processos de la
fotomorfogenesi. Les fletxes discontinues indiquen interaccions o regulacions potencials (adaptat de
Quail, 2002b).
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El fet que PIF3 pertanyi a una subfamilia génica de proteines bHLH suggereix que
els fitocroms podrien regular directament una gran varietat de gens a través de la
interacci6 amb les diferents proteines bHLH. Se sap que aquestes proteines formen
homodimers i/o heterodimers amb membres de la mateixa familia, la qual cosa ens fa
pensar en |'ampliacié de la llista de promotors que podrien ser reconeguts especificament
per aquests factors (figura I.11).

Figura I.11. Xarxa transcripcional hipotética

generada per la combinaci6 en homo o é é
heterodimers de diferents membres de la

familia bHLH i Ila interaccié selectiva \ /
d'aquests dimers bHLH amb els membres de l

la familia dels fitocroms. En aquest model,
phyA i phyB unirien selectivament membres de la @ @ @ @ @ @
familia bHLH. Cada dimer bHLH podria reconéixer

diferents promotors geénics, i [I'especificitat N
d'aquest reconeixement vindria donada pels e

nucleotids adjacents a la caixa conservada G-box A|CACGTG|A TK)ACGTG|C C[CACGTG
(CACGTG).

A més, a la identificaciéo de PIF3 (Ni i col., 1998; Kim i col., 2003) li ha seguit
la d'altres membres de la subfamilia, coneguda com a grup VII o subfamilia 15 (Heim
i col., 2003; Toledo-Ortiz i col., 2003): HFR1 (Fairchild i col., 2000), PIL1 (Makino i
col., 2002), PIF4 (Hug i Quail, 2002), PIL5/PIF1 (Yamashino i col., 2003; Huq i col.,
2004), PIL6/PIF5 (Yamashino i col., 2003; Khanna i col., 2004) i PIL2/PIF6
(Yamashino i col., 2003; Khanna i col., 2004), tots ells implicats en la senyalitzacio
mediada pels fitocroms. Com s’observa, aquesta subfamilia inclou tant PIFs (PIF1,
PIF3, PIF4, PIF5 i PIF6), com PILs (PIF3-like protein), que no tenen la capacitat
d’interaccionar directament amb els fitocroms (com HFR1 i PIL1), perd que s’ha
demostrat que heterodimeritzen amb els PIFs, possiblement modulant la seva activitat
(Fairchild i col., 2000; Khanna i col., 2004). Alguns PIFs van ser primer identificats
com a PILs i després s’han reanomenat com a PIFs al demostrar-se la seva interaccié
directa amb el fitocrom (Huq i col., 2004; Khanna i col., 2004).

El domini bHLH que defineix a la classe bHLH de factors de transcripcié consta de
60 aminoacids organitzats en dos subdominis: un domini basic Nt de 15-20 residus, i un
domini HLH format per dues alfa hélixs amfipatiques separades per una regié variable de
volta o llag. El domini basic esta implicat en la unié a DNA, mentre que el domini HLH és
requerit per a la interaccidé proteina-proteina (és a dir, dimeritzacid). Varies subfamilies de
proteines bHLH d’arabidopsis mostren motius conservats fora del domini bHLH, els quals
podrien proporcionar capacitat addicional d'unié al DNA i especificitat i/o capacitat
d’interaccié amb proteines (Heim i col., 2003; Toledo-Ortiz i col., 2003). Per exemple, s’ha
demostrat la unié in vitro de PIF4, PIF5 i PIF6 a la forma Pfr de phyB, mentre que PIF1 i
PIF3 uneixen la forma Pfr tant de phyA com phyB (Zhu i col., 2000; Khanna i col., 2004).
Totes aquestes proteines disposen del motiu d’unié a phyB actiu APB. PIL1 també el
presenta tot i que no uneix phyB. La rad per la que aquesta unié no es produeix es



desconeix, tot i que potser altres regions de las proteina podrien estar interferint amb el
domini APB, impedint aquesta unio (figura I.12).

Figura I.12. Diagrames de la seqiiéncia
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El motiu APB s’ha demostrat necessari i suficient per la unié a phyB perd no a cap
altre membre de la familia dels fitocroms, la qual cosa suggereix |'existéncia d’altres
motius similars per a la unidé a altres fitocroms. Recentment s’ha identificat un motiu
d’unié a phyA en PIF3, al que s’ha anomenat APA (Al-Sady i col., 2006).

4.5. Intermediaris especifics de la senyalitzacio per fitocroms

La majoria dels components de la senyalitzacié de phyA o phyB que es coneixen
avui en dia han estat identificats per analisis genétics classics basats en I'estudi de la
desetiolacié de la plantula sota diferents tipus de llum. Aquests cribratges han identificat
dos grups principals de mutants: un grup variat, que inclou components que serien
especifics de la senyalitzacié de phyA, phyB o ambdods fitocroms, i el grup de reguladors
globals COP/DET/FUS.

4.5.1. Components especifics de la senyalitzaciéo de phyA

Els mutants afectats exclusivament en el procés de senyalitzacié per phyA es van
trobar en cribratges realitzats sota llum FRc. Aixi, es van identificar components com
FHY1, FHY3, FIN2, SPA1, FAR1, FIN219, PAT1, EID1, HFR1, LAF1, LAF6 i FHY4 (revisat a
Wang i Deng, 2002). Els mutants fhy1, fhy3, fin2, fin219, farl, lafl, laf6 i hfr1 mostren
menys sensibilitat en FRc, indicatiu de que els respectius gens codifiquen reguladors
positius de la senyalitzacié per phyA. Els mutants spal i eid1 mostren major sensibilitat a
FRc, indicant que SPA1 i EID1 s6n reguladors negatius. El fet que els mutants individuals
de tots aquests gens mostrin només defectes parcials i en diferents graus de severitat en
la desetiolacio de la plantula sota llum FR indica que hi ha certa redundancia entre les
funcions dels gens que codifiquen, la qual cosa suggereix que la senyalitzacié a partir del
phyA no és lineal, sind que consta de multiples ramificacions. Alguns d’aquests
intermediaris han estat caracteritzats molecularment, perd no tots. Caracteritzar-los,



determinar les interaccions proteina-proteina entre ells i identificar nous factors que
interaccionen amb ells ajudara a comprendre la via de senyalitzacié de phyA. HFR1,
identificat genéticament com a regulador positiu especific de la via de senyalitzacié de
phyA (Fairchild i col., 2000), també ha estat relacionat amb les respostes de la SAS, la
qual cosa el situa també en la via de senyalitzaciéo d’altres fitocroms per la regulacio
d’altres respostes (Sessa i col., 2005) (figura I.13).
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Figura I.13. Esquema simplificat de les vies de

senyalitzaci6é de phyA i phyB elaborat a partir
d’estudis genétics i moleculars. S’han identificat

components tant positius (fletxes) com negatius (fletxes ‘
bloguejades) de la transduccié del senyal especifics de la HY5/HYH
senyalitzacié de phyA, phyB o compartits en una via de ‘
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COP/DET/FUS, que regularan altres components i finalment ? ? .r ? ?
la fotomorfogénesi. En aquesta figura no es diferencia
entre els elements que ja han estat clonats i els que no.

La tecnologia de les micromatrius de DNA utilitzada en els ultims anys per
investigar els gens regulats per phyA a nivell de tot el genoma (Ma i col., 2001;
Tepperman i col., 2001) ha servit per ampliar la llista de factors candidats a formar part
de la senyalitzacié de phyA, aixi com per establir jerarquies entre ells, tot i que manca
encara un gran treball per comprovar I'aportacié de cadascun d’aquests components al
desenvolupament de la planta en resposta a la llum.

4.5.2, Components especifics de la senyalitzaciéo de phyB

També han estat identificats putatius factors especifics de la via de senyalitzacio de
phyB. La caracteritzacio dels mutants red1, pef2, pef3 i sri1 ha postulat RED1, PEF2 i PEF3
com a reguladors positius de la senyalitzacié per phyB, i SRL1 com a regulador negatiu
(revisat a Wang i Deng, 2002). D’aquests, només RED1 ha estat caracteritzat



molecularment (Hoecker i col., 2004). Amb posterioritat altres factors com ELF3, GI i
SRR1 s’han identificat i caracteritzat com a reguladors positius de la senyal de phyB,
connectant-la a més amb el rellotge circadiari (Huq i col., 2000; Wesley i col., 2001;
Staiger i col., 2003). Recentment GI també s’ha implicat en el control de les respostes
VLFR mediades per phyA de manera independent al rellotge circadiari (Luccioni i col.,
2002), la qual cosa el situa també en la via de senyalitzacié d’aquest fitocrom. En el cas
de la proteina bHLH PIF4, s’ha vist que forma part de la senyalitzacié de phyB (Huq i
Quail, 2002), de la mateixa manera que passa amb PIF1 i PIF3. Tant PIF1 com PIF3 i PIF4
participen en la desetiolacié de la plantula mediada per phyB, tot i que tenen papers
diferenciats. PIF1 i PIF3 semblen actuar primerencament en la regulacié de la biosintesi de
clorofil-les prevenint el dany oxidatiu causat per |'excés de precursor lliure, que pot arribar
a ser letal (Kim i col., 2003; Bauer i col., 2004; Huq i col., 2004; Monte i col., 2004). PIF3
a més, participa en diferents respostes, entre elles en el control de l'allargament de
I’hipocotil sota llum Rc exclusivament (Kim i col., 2003). PIF4, en canvi, sembla estar
reprimint I’'expansio cel-lular a I'hipocotil i els cotiléedons en resposta a Rc (Hug i Quail,
2002). Funcions similars es postularien per a PIF5 i PIF6, els altres membres de la seva
subfamilia que disposen d’un motiu actiu d’'unié a phyB (Khanna i col., 2004) (figures
I.12, 1.13).

4.5.3. Components comuns de la senyalitzacié de phyA i phyB

La identificacié i clonatge de components comuns de la senyalitzacid de phyA i
phyB ajudara a la comprensié de la integracié d’aquestes dues vies en la regulacié de la
fotomorfogenesi. Alguns factors, com PEF1 i PSI2, encara no han estat identificats, mentre
que de la funcié d’altres, com PIF1, PKS1 i NDPK2 se'n té forca més informacié (figura
I1.13). PIF1, que interacciona amb la forma fotoactiva de phyA i phyB, participa com altres
PIFs en la desetiolacié de la plantula, com ja s’ha comentat en 'apartat anterior. Pel que
fa a PIF3, tot i que uneix in vitro tant phyA com phyB, la unié a phyB és molt més eficient.
Aix0, junt amb el fet que PIF3 afecta I'obertura i expansié dels cotilédons mediada per
phyA i phyB pero la inhibicié de l'allargament de I'hipocotil només quan aquesta és
mediada per phyB, suggereix que aquest factor possiblement jugui un paper més
important en la via de senyalitzaci6 de phyB (Kim i col., 2003). PKS1, malgrat
interaccionar amb phyA i phyB i ser fosforilat in vivo per phyA, s’ha descrit com a
regulador negatiu de la senyalitzacié de phyB exclusivament (Fankhauser i col., 1999). Pel
que fa a PIL1, el seu mutant ha resultat ser hiposensible tant a llum Rc com a FRc, la qual
cosa el situa en la via de senyalitzacié tant de phyA com de phyB (Salter i col., 2003).



4.5.4. Components integradors de la transduccio de la llum

Els estudis genétics també van identificar mutants nuls de la familia de factors
COP/DET/FUS, els quals tenen un fenotip constitutivament desetiolat a la foscor. Es tracta
de factors que reprimeixen la fotomorfogénesi a la foscor, i la seva activitat és revertida
per la llum. Els diferents factors COP, DET i FUS pertanyen a les vies de senyalitzacié de
diferents fotoreceptors (criptocroms, phyA, phyB i possiblement també la resta de
fitocroms), integrant el senyal de tots ells (figura I.13). COP1 codifica un repressor de la
fotomorfogénesi que forma part d’'un gran complex proteic i té activitat E3 lligasa respecte
alguns factors de transcripcié (Saijo i col., 2003; Seo i col., 2003). En plantules cultivades
en foscor, COP1 s’acumula al nucli, on interacciona amb factors de transcripcid que
desencadenen la desetiolacié, com HY5, HYH, LAF1 i HFR1 (Holm i col., 2002; Seo i col.,
2003; Duek i col., 2004), marcant-los per la degradacié via proteasoma amb I'ajuda de la
proteina SPA1 i la participacié de COP9 signalosoma (CSN) i COP10, una E2 que conjuga
ubiquitina (Yanagawa i col., 2004). Després de la il-luminacid, es donen canvis rapids tant
en I'expressio génica (una hora després del tractament) com en I'abundancia de proteines
(dues hores després del tractament) d’aquests factors de transcripcié iniciadors de la
transcripcié. A més llarg termini (unes quantes hores després de l'inici de la irradiacio) el
lent transport de COP1 fora del nucli elimina la repressié dels factors de transcripcio,
iniciant-se la desetiolacié de la plantula (Osterlund i col., 1999; 2000; Hardtke i col.,
2000). A DET1 se li ha associat dues activitats: una remodeladora de la cromatina
(Benvenuto i col., 2002), i l'altra implicada en la degradacié de proteines via proteasoma
juntament amb COP1. S’ha vist que DET1 i DDB1, un factor que interacciona amb DET1,
(Schroeder i col., 2002) formen un complex amb COP10 anomenat complex CDD. DET1 és
probablement necessari per a la localitzacié nuclear i I'estabilitat d’aquest complex. CDD
interacciona amb el complex que formen COP1 i alguna E2 lligasa, actuant com a
potenciador de la E2 (Yanagawa i col., 2004) (figura I.14). Aixi, s’ha suggerit que, a la
foscor, COP1 i DET1 actuen junts regulant la degradaci6 mediada pel proteasoma dels
factors de transcripcié que promouen la fotomorfogénesi (Yanagawa i col., 2004).

Figura I.14. Model de les interaccions funcionals
de les proteines COP/DET/FUS. A la foscor, COP9
signalosoma (CSN) interacciona directament amb el SN

complex CDD i possiblement amb el complex COP1 per
regular la seva unid i/o activitat. El complex COP1 té
activitat E3 ubiquitina lligasa i, mitjangant la unié a una
proteina E2 i a HY5, facilita la transferéncia d’ubiquitina
de la E2 a HY5. L'activitat de l'enzim E2 també és
incrementada pel complex CDD, que també
interacciona directament amb el complex COP1.
Subseglients rondes d’ubiquitinacid porten a la
poliubiquitinaci6 de HY5 i a la seva degradacié via
proteasoma (adaptat de Yanagawa i col., 2004).
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4.6. Desetiolacio versus plantes cultivades en llum

Com hem vist fins ara, els nombrosos estudis sobre els fitocroms realitzats en el
procés de la desetiolacié suggereixen que la transduccié del senyal luminic en aquest
procés té lloc a través d’una xarxa transcripcional complexa rapidament ramificada a partir
dels fitocroms (figura I.10). Tot i aquests estudis, hi ha una gran llacuna en la
comprensio de l'accié d’aquests fotoreceptors, ja que la funcié dels fitocroms en plantes
crescudes en llum ha estat molt poc estudiada. Sota aquestes condicions és el phyB el
més abundant, el fotoequilibri entre les formes Pfr i Pr ja esta establert, els fitocroms ja
estan al nucli (Kircher i col., 2002) i els nivells de COP1 sén baixos (tot i que encara sén
suficients per modular el desenvolupament (von Arnim i col., 1997). Existeixen moltes
altres diferéncies entre plantules etiolades i plantules cultivades en llum (Tepperman i col.,
2001; Ma i col., 2003). Per estudiar la transduccié del senyal luminic un cop les plantes
s’han desetiolat, nosaltres en hem centrat en l'estudi de la SAS, una de les respostes
dependents de fitocroms que es donen en plantes cultivades en llum.

4.7. Respostes a la qualitat de la llum: la Sindrome de Fugida
de I'Ombra (SAS)

Sempre que les plantes creixen proximes, en boscos, en comunitats herbacies, en
prats o bardisses, hi ha competéncia per la llum. Els recursos d’energia radiant sén poc
estables i irregulars, i I’evolucié ha dotat les plantes amb dues estratégies principals per a
la supervivéncia en aquestes condicions ambientals. Essencialment, les plantes poden
evitar I'ombra, o tolerar-la. En particular, les angiospermes (plantes amb flors) han
desenvolupat una capacitat extraordinaria per fugir de I'ombra, i aquesta és possiblement
una de les claus del seu éxit. La SAS és una de les estratégies competitives més
importants que tenen les plantes, i la seva efectivitat és indubtablement conseqiiéncia de
les multiples respostes que té la planta ombrejada (Smith, 1982).

La distribucid de l'espectre energétic de la llum diurna és molt alterat per la
vegetacio. Per una banda, els pigments fotosintétics clorofil-les i carotenoides absorbeixen
la llum de la majoria de l'espectre visible (del blau al roig), tot i que una petita part de la
llum verda és reflectida o transmesa (per aix0 veiem les plantes verdes). La radiacio FR,
en canvi, és molt poc absorbida i, per tant, es transmet a capes inferiors de la planta o es
reflecteix. Un parametre que s’utilitza per descriure I'ambient natural de llum és la raé
entre la radiancia fotonica de llum R respecte a la radiancia fotonica de llum FR:

radiancia fotonica entre 655 i 665 nm

Raé R:FR =
radiancia fotonica entre 725 i 735 nm

Aixi, la rad R:FR durant el dia esta al voltant del 1.15 i no varia gaire durant l'any,
essent molt poc afectada pel clima o la nuvolositat. Sota una coberta vegetal, la llum solar
esta filtrada sobretot en la part de I'espectre que va del blau al roig (figura I.15).



La ra6 R:FR en aquestes condicions es situa entre els 0.05 i 0.7, degut
principalment a la reduccioé en el component R (Smith, 1982). La proximitat de vegetacid,
tot i no ombrejar la planta, també altera la raé R:FR. Les plantes proximes reflecteixen
especificament llum FR, que enriqueix la llum solar, i conseqiientment redueix també la
rad R:FR, degut principalment a l'increment en el component FR (Ballaré, 1990) (figura
I.15). Aquestes condicions s’anticipen a I'ombrejat vegetal, i produeixen respostes en la
planta encaminades a sobreviure i competir per la llum, respostes observables en
condicions naturals abans de que la planta sigui efectivament ombrejada (Ballaré, 1990).
Aguest senyal que indica la proximitat de vegetals es fa interessant des del punt de vista
de l'estudi de les respostes modulades pels fitocroms, ja que provoca respostes
exclusivament fotomorfogéniques, és a dir, degudes exclusivament a un efecte de la llum
com a senyal informatiu ambiental i no com a font d’energia per la fotosintesi.
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Figura I.15. Alteracio de la distribuci6 de I'espectre luminiques R:FR
energétic de la llum diiirna per la vegetacié. A, representacio
de les condicions vegetals que alteren la rad R:FR i que activen la L"(’n':'i::i'a‘)"a 1134117
SAS. Quan una planta creix aillada (esquerra) la llum del dia que li
arriba li proporciona una raé R:FR alta, i la SAS no esta activada. Coberta vegetal 0.05-0.77
Quan una planta creix sota una coberta vegetal (al mig), rep una Proximitat vegetal 0.38-0.9*

raé R:FR baixa degut a I'empobriment en llum R de la llum solar.
Quan la planta creix amb vegetacié proxima (dreta), rep una rad
R:FR baixa degut a I'enriquiment en llum FR de la llum solar. En les
dues Ultimes situacions, la SAS s’activa. B, espectre energétic de la
llum durant el dia i sota una coberta vegetal. Sota el grafic es
mostra la quantificacié de la radé R:FR en ambdues condicions, aixi
com la rad R:FR estimada (*) provocada per la preséncia de
vegetacié propera no ombrejant.

Per a estudiar els efectes de la proximitat vegetal abans de que la planta estigui
efectivament ombrejada, s'ha de variar la qualitat de la llum mantenint constant la
quantitat de radiacié fotosintéticament activa (RFA=400-700 nm). Aix0 s’aconsegueix
utilitzant tubs de llum W fluorescent que aporten la RFA constant, i enriquint aquesta amb
FR emesa per una font quasi monocromatica, simulant aixi les condicions d’'ombra o



proximitat vegetal (Smith, 1982). Per comoditat, al llarg d’aquest treball a aquestes
condicions les anomenarem ombra simulada.

4.7.1. Fisiologia de la SAS

Les respostes a I'ombra o proximitat vegetal son multiples i variades, i totes elles
s’inicien en resposta a un sol senyal ambiental, la reduccié de la raé R:FR, captada pels
fitocroms, que ocorre en comunitats vegetals molt poblades. Aquestes respostes resulten
en un redireccionament dels recursos, invertint-los en el creixement en extensié dels
entrenusos i els peciols en un esforg de la planta per optimitzar la captacié de la llum, en
detriment del creixement de les fulles i els 6rgans d’emmagatzematge de la planta. Si la
reduccié de la rad R:FR persisteix i la planta no és capag de sobrepassar les plantes
veines, es pot accelerar la floracié, augmentant les possibilitats de supervivencia (Franklin
i Whitelam, 2005).

A la figura I.16 es detallen els principals tipus de resposta que es donen en
plantes creixent en condicions de SAS, observant-se que les respostes de la SAS so6n
importants durant tot el cicle vital de la planta, des de la germinacié a la floracid i
establiment de la llavor (Smith i Whitelam, 1997).

Aquest fenomen adaptatiu de les plantes als seus veins, que en condicions naturals
resulta avantatjos per a la supervivéncia de la planta, en monocultius d’alta densitat pot
frenar la produccié de fulles, fruits i llavors, el que es tradueix en una collita inferior a la
que potencialment poden oferir aquelles plantes. Per tant, entendre la fisiologia dels
fitocroms i el control molecular d’aquesta sindrome pot ajudar a millorar substancialment
la productivitat dels conreus.

4.7.2. Paper dels fitocroms en la SAS

Per determinar la funcié dels fitocroms individuals en les respostes de la SAS s’han
estudiat aquestes respostes en mutants per un o més membres d’aquesta familia de
fotoreceptors. Els mutants phyB de multiples espécies quan creixen en llum W mostren el
fenotip tipic de les respostes de la SAS: tiges i peciols allargats, mida de la fulla reduida,
contingut de clorofil-les reduit i floracid primerenca (Devlin i col., 1992; Lopez-Juez i col.,
1992; Tian i col., 2002). Aixo implica que phyB té un paper principal en les respostes a la
SAS. El fet perd que aquests mutants encara mostrin algunes de les respostes de la SAS
indica la participacié d’altres fitocroms (Whitelam i Smith, 1991). Plantes mutants phyD
responen a I'ombra de la mateixa manera que plantes silvestres (Aukerman i col., 1997;
Devlin i col., 1999), perd quan es comparen les respostes de la SAS del doble mutant
phyB/phyD amb les del mutant simple phyB es veu que el doble mutant presenta peciols
més llargs i floracid més primerenca, indicant redundancia de funcié entre phyB i phyD en
la regulacio de les respostes de la SAS (Devlin i col., 1999). L'obtencié del triple mutant
phyA/phyB/phyE i I'estudi de les respostes d’'aquest a tractaments d’/EOD-FR (molt similars
a la SAS, apartat 4.1.2 d'aquest capitol) van dur a atribuir a phyE les funcions
d’allargament dels entrenusos de les fulles de la roseta i la floracié primerenca en resposta



a aquests tractaments (Devlin i col., 1998). Per tant, sembla que phyB, phyD i phyE
actuen de manera redundant en les respostes de la SAS (Franklin i col., 2003b).

Malgrat que phyA és rapidament degradat per Ilum, també s’ha demostrat que
juga un paper en l'allargament de I'hipocotil en resposta a canvis en la radé R:FR. Els
mutants phyA cultivats en baixa radé R:FR tenen hipocotils més llargs que les plantes
silvestres, indicant que phyA esta reprimint I'allargament de I’'hipocotil mediat per phyB en
resposta a I'ombra (Whitelam i col., 1993).

El fet que el triple mutant phyB/phyD/phyE no respongui a baixes raons R:FR ni a
tractaments EOD-FR i que el mutant simple phyC o dobles i triples mutants d’aquest amb
altres fitocroms no manifestin cap fenotip diferent al de plantes silvestres en resposta a
baixa rad R:FR fa que es descarti un paper de phyC en les respostes de la SAS (Franklin i
col., 2003a; Franklin i col., 2003b; Monte i col., 2003).

A) B)
PROCES FISIOLOGIC R P R R A
Germinacié Retardada
Creixement en Accelerat

extensié/allargament

Allargament dels entrenusos

Rapidament incrementat

Allargament dels peciols

Rapidament incrementat

Allargament de la fulla

Incrementat

Desenvolupament de la fulla

Retardat

Creixement de I'area de la fulla

Marginalment reduit

Gruix de la fulla

Reduit

Desenvolupament dels

cloroplasts Retardat
Sintesi de clorofil-la Reduida
Raé clorofil-la a:b Alterada
Dominancia apical Enfortida
Ramificaci6 Inhibida
Fillolament (en cereals i pastures) Inhibit
Floracié Accelerada

Taxa de floracié

Molt incrementada

Establiment de la llavor

Severament reduida

Desenvolupament del fruit

Truncat

Distribucioé d’assimilats

Marcadament canviada

Emmagatzematge en organs de
reserva

Severament reduit

Figura I.16. Fisiologia de la
SAS. A, taula on s’‘enumeren
les diferents respostes
fisiologiques de la SAS que
tenen lloc en nombroses
especies vegetals. B, aspecte
de plantules (part superior) i
plantes adultes (part inferior)
d’arabidopsis en condicions de
SAS activa (esquerra, ON) o
inactiva (dreta, OFF).



4.7.3. Components moleculars de la SAS

Després de la percepcié de la rad R:FR pels fitocroms, la informaci6 relativa als
components que formen part del control de la SAS és forca desconeguda. A linici
d'aquesta tesi existien treballs que mostraven que |'expressié de 2 gens, ATHB2/HAT4
(d’ara en endavant ATHB2) i ATHB4, que codifiquen per factors de transcripcié d’una
familia de proteines homeobox (HD-Zip), esta rapida i reversiblement regulada per la SAS.
En plantules i plantes adultes, ATHB2 s’expressa en nivells baixos sota llum W (raons R:FR
altes), pero és rapida i fortament induit per I'ombra simulada (raons R:FR baixes), és a
dir, en condicions que activen la SAS (Carabelli i col., 1993; 1996). L'expressié d'aquest
gen esta regulada pel phyB, a més de com a minim un altre fitocrom fotoestable que
jugaria un paper principal (Carabelli i col., 1996). L'expressié d’ATHB4 també és induida
per ombra simulada (Carabelli i col., 1993). Mitjangant transgénesi es va demostrar que
ATHB2 afecta la morfologia de la planta durant tot el seu desenvolupament (Schena i col.,
1993), i que també esta implicat en la regulaci6 de la SAS, ja que les plantes de
sobreexpressio d’ATHBZ2 presenten un fenotip que recorda molt a les respostes de la SAS.
Aquestes plantes presenten inhibicié de I'allargament dels cotiledons (degut a la inhibicid
de l'allargament tant de les cél-lules epidérmiques com de les del mesofil i en palissada),
induccié de I'allargament de I'hipocotil (degut a la induccidé de I'allargament apical-basal de
les cel-lules epidérmiques, corticals i endodérmiques), inhibicio la formacio d’arrels laterals
i també inhibicié del creixement secundari dels sistema vascular tant de l'arrel com de
I’hipocotil (Steindler i col., 1999). Els autors postulen que ATHB2 provoca tots aquests
efectes redistribuint lateralment les auxines en la planta, augmentant la quantitat
d’auxines transportada activament pels teixits no vasculars en detriment de la quantitat
d’auxines transportades pels teixits vasculars (Steindler i col., 1999; Morelli i Ruberti,
2000). A més, en experiments in vitro aquests autors van demostrar que ATHB2 actua
com a regulador negatiu de I’'expressiéo génica en experiments d’expressié transitoria.
Posteriorment s’ha demostrat que ATHB2 reprimeix la seva propia expressié (Ohgishi i
col., 2001).

Durant l'elaboracié d’aquest treball s’han identificat dos gens més, PIL1 i HFRI,
I’'expressid dels quals esta rapida i reversiblement regulada per 'ombra simulada. Analisis
genetiques han demostrat que PIL1 esta implicat en les respostes del hipocotils de
plantules joves a exposicions a ombra transitories (Salter i col., 2003). Aquests autors
també mostren com l'expressié de PIL2, un gen homoleg a PIL1, també presenta nivells
de transcripcié elevats en resposta a baixes raons R:FR. A més, la resposta de |'expressio
de PIL1 i PIL2 a ombra simulada oscil-la circadiariament. Donat que la desrepressié de
PIL2 per baixa rad R:FR és més lenta que la de PIL1 (té lloc en unes tres hores) els autors
postulen un possible paper de PIL2 en les respostes de la SAS més tardanes.

HFR1 regula negativament les respostes de la SAS, ja que els mutants hfrl
presenten respostes de la SAS més acusades que les plantes silvestres. En aquests
mutants cultivats en baixa rad R:FR i alhora baixa RFA, I'area dels cotilédons esta reduida,



els peciols estan molt allargats, la complexitat del sistema vascular esta reduida i les
plantes adultes presenten floracié primerenca (Sessa i col., 2005).

Analisis gendmiques realitzades durant l'elaboracié d’aquest treball també han
identificat desenes d’altres gens regulats per I'ombra simulada (Devlin i col., 2003),
suggerint que el programa de la SAS és dut a terme per la regulacié pels fitocroms d’una
xarxa transcripcional complexa, tal i com s’ha proposat per la desetiolacié. Malgrat aixo,
se sap molt poc sobre com la percepcié de la llum pels fitocroms es tradueix en canvis en
I’'expressid génica durant la SAS, quins factors cel-lulars o activitats bioquimiques hi estan
implicats, i si els canvis en I’'expressid génica després de I'ombra simulada sén necessaris
per dur a terme els canvis morfologics i fisiologics que resulten en respostes de la SAS
mesurables.

4.7.4. Paper d’altres senyals en les respostes de la SAS

A part dels canvis en la rad R:FR, la reduccié en la quantitat total de llum també
pot provocar les respostes de la SAS. Concretament, tant reduccions en la RFA (ja
comentades) com en la llum blava, captada pels criptocroms i les fototropines, poden
provocar les respostes de la SAS en cogombre i tabac. A més, plantes de tabac insensibles
a etilé no responien als estimuls de la SAS, mentre que l'aplicaci6 de baixes
concentracions d’etilé induien també en tabac respostes de la SAS, assenyalant a l'etilé
com un component important en la regulacié de les respostes de la SAS induides per llum
blava. A més, donat que existeix una acumulacié d’etilé en comunitats vegetals denses,
aquesta hormona podria ser per si mateixa un indicador afegit de la preséncia de
competidors proxims (revisat a Franklin i Whitelam, 2005).

4.7.5. Relacio de les hormones amb les respostes de la SAS

Totes les hormones vegetals implicades en el creixement en llargada soén
candidates a participar en les respostes de la SAS. Les auxines s’han implicat en la
plasticitat de tota la planta i més especificament en la curvatura fototropica. Se sap que el
fototropisme implica tant un transport d’auxines diferencial com una senyalitzacio
diferencial d’auxines (revisat a Vandenbussche i col., 2005). A part d’aquesta resposta,
I'allargament de la planta en resposta a una baixa rad R:FR també depen d’auxines
(Steindler i col., 1999). S’ha suggerit que el mecanisme per l'allargament depén de la
distribucié lateral d’auxines a la tija i en conseqiéncia de la reduccié del transport
d’auxines cap a les arrels (Morelli i Ruberti, 2002). A més, les respostes de la SAS
requereixen una senyalitzacio intacta d’auxines (Vandenbussche i col., 2003).

La baixa rad R:FR també incrementa la produccié d’etilé, produint-se I'acumulacid
d’aquesta hormona en altes densitats vegetals. EIl mutant d’arabidopsis sobreproductor
d’etilé eto2 té una resposta exagerada a baixes intensitats de llum (Vandenbussche i col.,
2003), i tractaments amb etilé poden causar moviment de les fulles de la planta cap
amunt (hiponastia), de la mateixa manera que ho fa el tractament amb llum de baixa raé
R:FR (Millenaar i col., 2005). A més, plantes transgeniques insensibles a etilé tenen reduit



I'allargament de la tija i I'elevacié de les fulles en resposta a baixa raé R:FR o a elevada
densitat vegetal (Pierik i col., 2004). Els estudis relatius a aquesta hormona semblen
indicar que la senyalitzacié per etilé seria més important en la fugida de I'ombra sota una
coberta vegetal on tant la quantitat com la qualitat de la llum esta reduida, més que en la
detecci6 de plantes properes on només esta tenint lloc un enriquiment en llum FR
(Vandenbussche i col., 2003).

Les respostes d’allargament induides per la rad R:FR i per etilé sd6n dependents
d’acid gibberél-lic (GA). A més, el fenotip de resposta de la SAS constitutiva del mutant
phyB es suprimeix amb la inactivacié de GA1, un gen que codifica I'enzim que catalitza el
primer pas de la biosintesi de gibberel:-lines (GAs). Depenent de l'espécie, phyB regula
negativament la sensibilitat i/o la biosintesi de GAs. Recentment s’ha vist que les auxines i
I'etilé determinen la integritat de les proteines DELLA de la via de les GAs (Vriezen i col.,
2004) i que l'etile i les auxines controlen la regulacié per GAs de l'allargament de les
cél-lules i la formacié d’estomes a I'hipocotil (Saibo i col., 2003), integrant aixi diferents
vies de senyalitzacié hormonals.

La via de senyalitzacido dels brassinosteroides (BRs) que estimula I'allargament
també és un altre factor implicat en la ja complexa regulacié de les respostes de la SAS. El
mutant d’arabidopsis dwf1-101, defectiu en la biosintesi de BRs, no té hipocotils allargats
en altes densitats vegetals (Luccioni i col., 2002). La sobreexpressié de I'enzim inactivador
de BRs BAS1 suprimeix el fenotip del mutant phyB-4 (Neff i col., 1999). L'observacié de
que els BRs controlen la distribucié lateral de les auxines o la senyalitzacié per auxines en
els hipocotils fa que s’especuli sobre la connexié d'aquestes hormones amb el model de
resposta a baixa rad R:FR proposat fins ara, en el que les auxines semblaven jugar un
paper principal (Morelli i Ruberti, 2002). En ombra, nivells elevats de BRs podrien
incrementar el transport lateral d’auxines, el que provocaria una major senyalitzacié per
auxines. De manera alternativa, els BRs i les auxines podrien estimular directament gens
diana comuns (Nakamura i col., 2003; De Grauwe i col., 2005).

En resum, les dades actuals suggereixen que les GAs, les auxines, els BRs i I'etilé
regulen les respostes de la SAS (figura 1.17).

Figura I.17. Model de la interaccio
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Resulta a més molt interessant el fet que la transduccié de la llum i de les
hormones tenen un procés en comu fonamental: la inactivacié per degradacié de proteines
marcades per ubiquitinacid, la qual cosa ha fet que alguns autors postulin interaccions
llum-hormones en el procés de degradacié de proteines (Vandenbussche i col., 2005).

4.7.6. Interes biotecnologic de la SAS

Com ja s’ha comentat, les respostes de la SAS resulten en un redireccionament
dels recursos invertint-los en el creixement en extensié dels entrenusos i els peciols en un
esfor¢ de la planta per optimitzar la captacié de la llum, en detriment del potencial de
creixement de les fulles i els 6rgans d’emmagatzematge de la planta, que sovint sén els
organs d’interés agronomic. Aquest creixement longitudinal de la planta per evitar 'ombra
implica processos com la divisid, expansid i diferenciacié cel-lular, que depenen de
complexes interaccions moleculars i cel-lulars. Per tant, la identificacié dels components
que connecten diferents vies de senyalitzacid té i tindra un impacte en la nostra habilitat
per modificar cultius horticoles i agricoles per a la seva millora (Robson i Smith, 1997).

Als anys 90 es van obtenir diferents millores en la produccid sobreexpressant
diferents fitocroms en plantes d'interés agronomic. La sobreexpressié del PHYA de civada
en tabac transgeénic, per exemple, augmentava la collita ja que algunes de les respostes
de la SAS degudes a la sembra i cultiu de plantes properes no es manifestaven en
aquestes plantes (Robson i col., 1996). De manera similar, la sobreexpressié de phyB
d’arabidopsis en patateres transgéniques augmentava la produccié de tubercles (Thiele i
col., 1999). La sobreexpressio de phyA de civada en alber (Populus alba) hibrid resulta en
plantes nanes amb una resposta reduida a I'ombra simulada, possibilitant el cultiu de
plantes properes i una major produccié de fusta per area cultivada (Olsen, 1997).

Malgrat aquests prometedors resultats, alterar els nivells d’expressio dels
fotoreceptors no és la millor manera de manipular els cultius, degut a I’elevat nombre de
canvis que es produeixen en la planta, no tots ells desitjables. Per exemple, tot i que la
sobreexpressi6 de phyB en patateres transgéniques augmentava la produccié de
tubercles, la mida dels tubercles era més petita (Thiele i col., 1999). Lalber hibrid que
sobreexpressava phyA havia perdut la seva capacitat d’aclimatacié a temperatures fredes
degut a la perdua de les respostes d’EOD-FR, fent que les plantes fossin més susceptibles
a congelacié (Olsen, 1997).

Per tant, clonar i modificar aquells gens per sota de l'accié dels fitocroms que
afecten un grup de caracters determinat permetra desenvolupar un sistema més fi per
controlar els trets de les plantes en resposta a la llum (Neff i col., 2000). En aquest sentit,
la manipulacié de les respostes de la SAS especificament ha esdevingut una diana per la
manipulacio per transgeénesi (Sawers i col., 2005). La identificacié dels factors interactors
dels fitocroms i d’altres factors implicats en la fotomorfogenesi de les plantes resulta
doncs clau per comprendre les complexes interaccions entre la senyalitzacié dels fitocroms



i altres sistemes reguladors del desenvolupament de la planta, i manipular la produccid
dels conreus de manera desitjada.



2. OBIJECTIUS







OBJECTIUS

Com ha quedat exposat en la introduccid, la desetiolacié és un procés regulat per
llum per al que s’ha suggerit una xarxa transcripcional complexa de transduccié del senyal
luminic gracies a amplis estudis genétics. Aquesta xarxa es ramifica a partir del moment
en que la llum és captada pels fitocroms. El nostre grup esta interessat en I'estudi de la
transduccié del senyal luminic un cop les plantes estan creixent en llum, i per aix0 s’ha
centrat en la sindrome de fugida de I'ombra. La nostra hipotesi de treball es basa en que,
de la mateixa manera que passa en el procés de la desetiolacié, durant la SAS també hi
haura una rapida i extensa ramificacié del senyal a partir dels fitocroms. Al inici d’aquest

treball, molt pocs factors implicats en aquest procés havien estat identificats.

Aixi doncs, partint d’aquest context, l‘objectiu principal d’aquesta tesi és
disseccionar la cadena de transduccié del senyal del procés conegut com a
sindrome de fugida de I'ombra en Arabidopsis thaliana, identificant components que
en formen part i analitzant la seva funcid i regulacié. Per a tal fi es van desenvolupar els

seglients objectius concrets:

1. Identificar gens regulats primerencament pels fitocroms en el procés de la

sindrome de fugida de I'ombra.

2. Estudiar el paper d’elements de la transduccido de la llum ja coneguts en la
regulacio de I'expressié dels gens PAR.

3. Cercar nous elements de la transduccié de la Illum en resposta a |'ombra,

mitjancant una estratégia genética.

4. Estudiar la funcié de gens PAR concrets, iniciant l'estudi d’ATHB2 i ATHB4, i
aprofundint en l'estudi de PAR1.



