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SUMMARY

Dramatic changes will need to be undertaken in the coming years for our agriculture to face climate
change challenges while improving sustainability. In the context of the PRIMA project UToPIQ
(https://utopiq.webs.upv.es/), the host lab is generating tomato (Solanum lycopersicum) lines with a
reduced response to light signals simulating the presence of neighboring plants (referred to as proximity
shade). These shade-tolerant lines are expected to perform better under high-density or intercropping
configurations, farming practices that involve plants growing in close proximity to one another. The
experimental activities will focus on identifying tomato lines defective in transcription factors of the
phytochrome-interacting factors (PIF) family, which are promoters of the response to shade and
evaluating how the identified mutants respond to simulated shade in the lab at molecular and phenotypic
levels, including elongation growth and photosynthetic performance. At the end of the project, we expect
to show whether shade-tolerant lines identified in the lab may represent an improvement for farming
agrosystems involving closely interacting plants.
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RESUMEN

En los proximos afios, sera necesario implementar cambios significativos en la agricultura para enfrentar
los desafios del cambio climatico mientras se mejora la sostenibilidad de los sistemas agricolas. En el
contexto del proyecto PRIMA UToPIQ (https://utopig.webs.upv.es/), el laboratorio estd generando
lineas de tomate (Solanum lycopersicum) con una respuesta reducida a las sefiales de luz que simulan la

presencia de plantas vecinas, conocida como sombra de proximidad o proximity shade. Se espera que
estas lineas tolerantes a la sombra presenten un mejor rendimiento en sistemas de cultivo de alta
densidad o en cultivos intercalados, practicas agricolas en las que las plantas crecen proximas unas a
otras. Las actividades experimentales se centraran en la identificacion de lineas de tomate defectuosas
en factores de transcripcion de la familia de phytochrome-interacting factors (PIF), los cuales son
promotores de la respuesta a la sombra y evaluar como responden los mutantes identificados a la sombra
simulada en el laboratorio, tanto a nivel molecular como fenotipico, incluyendo el crecimiento por
elongacion y el rendimiento fotosintético. Al finalizar el proyecto, se espera demostrar si las lineas de
tomate tolerantes a la sombra identificadas en el laboratorio representan una mejora significativa para
los sistemas agricolas donde las plantas crecen en interaccion cercana.
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ANEXO I. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE
DE LA AGENDA 2030

Anexo al Trabajo de Fin de Grado y Trabajo de Fin de Master: Relacion del
trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030

Grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio Bajo No
Procede

ODS 1. Fin de la pobreza. X

ODS 2. Hambre cero. X

ODS 3. Salud y bienestar. X

ODS 4. Educacién de calidad. X

ODS 5. Igualdad de género. X

ODS 6. Agua limpia y saneamiento. X

ODS 7. Energia asequible y no contaminante. X

OoDS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico. X

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. X

ODS 10. Reduccion de las desigualdades. X

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. X

ODS 12. Produccién y consumo responsables.

ODS 13.  Accidn por el clima.

ODS 14.  Vida submarina. X

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X

ODS 16. Paz, justicia e instituciones solidas. X

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

Descripcidn de la alineacion del TFG/TFM con los ODS con un grado de relacion mas alto.

El TFM se alinea de manera significativa con los ODS 2, 9, 12 y 13. Al contribuir a la mejora de
practicas agricolas sostenibles y resistentes frente al cambio climatico, el TFM promueve el aumento
de la productividad y la seguridad alimentaria, ademés de fomentar la innovacion en sistemas
agricolas. Asimismo, el enfoque experimental y biotecnoldgico del proyecto impulsa la investigacion
en infraestructuras sostenibles, alinedndose con los principios de innovacién responsable y
sostenibilidad climética.
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ABREVIATURAS

UV: Radiacion ultravioleta PAR: Photosynthetic active radiation
R: Luz roja FR: Luz roja lejana

R:FR: Proporcion luz roja/luz roja lejana  SAS: Shade avoidance sindrome

phy A: Fitocromo A phy B: Fitocromo B
W: Luz blanca W+FR: Luz blanca combinada con luz roja lejana
LD: Baja densidad (low density) HD: Alta densidad (high density)

HDg: Plantas grandes en alta densidad HDp: Plantas pequena en alta densidad

INTRODUCCION

La luz es una forma de radiacion electromagnética que se propaga en forma de ondas, cada una con
longitudes especificas que determinan sus caracteristicas y efectos sobre los organismos vivos (Ryer,
1998). En las plantas, la luz solar desempefia un papel esencial no solo como fuente de energia, sino
también como sefal reguladora de numerosos procesos bioldgicos (Rajapakse et al., 1999; Kendrick and
Kronenberg, 1994).

Las plantas, como organismos fotosintéticos, tienen la capacidad de transformar la energia solar en
energia quimica y de fijar el CO, atmosférico, produciendo compuestos organicos esenciales para su
crecimiento y desarrollo. Ademas de su papel en la fotosintesis, la luz regula multiples respuestas
fisioldgicas a lo largo del ciclo de vida de las plantas, mediante un conjunto de procesos conocidos como
fotomorfogénesis (Kendrick and Kronenberg, 1994). Estas respuestas incluyen procesos reversibles,
como la apertura de estomas y el fototropismo, o irreversibles, como la germinacion de semillas, el
crecimiento de la planta y la induccion floral (Quail, 1991; Chory, 1993; Deng, 1994; Dong et al., 2015;
Fernando and Schreoeder, 2016).

La disponibilidad de luz en los ecosistemas naturales y agricolas puede variar considerablemente debido
a factores como la latitud, la sombra generada por otras plantas o la densidad de la vegetacion (Martinez-
Garcia et al., 2010). Estas condiciones cambiantes obligan a las plantas a ajustar su fisiologia y
morfologia para evitar que su crecimiento y rendimiento fotosintético se vea afectado.

1. Adaptacion de las plantas a la variabilidad del espectro luminico y su respuesta a la
competencia por la luz

La luz solar que incide sobre la superficie terrestre se compone principalmente de radiacion ultravioleta
(UV), luz visible y radiacion infrarroja.

La luz visible abarca un rango de longitud de onda que oscila entre los 380 y 750 nm, e incluye los
colores perceptibles por el ojo humano, desde el azul hasta el rojo lejano (Figura 1). Dentro de este
espectro, el rango comprendido entre 400 y 700 nm (Smith, 1982), denominado como Radiacion
Fotosintéticamente Activa (PAR, por sus siglas en inglés), resulta fundamental para el metabolismo de
las plantas. Este segmento del espectro es utilizado por los pigmentos fotosintéticos, como la clorofila
y los carotenoides, para convertir la energia luminosa en energia quimica durante la fotosintesis (Morales
etal., 2002). Es por ello, que la eficiencia de la fotosintesis y la sintesis de compuestos organicos a partir
de CO» y agua, dependera directamente de la intensidad de PAR disponible (Olle et al., 2019).

Ademas, la radiacion fotosintéticamente activa influye en otros procesos bioldgicos como la
germinacion, la induccion floral y el fototropismo, modulando la respuesta de las plantas a las
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variaciones ambientales y permitiendo su adaptacion a diferentes condiciones de luz (Ouzounis et al.,
2015).

Light visible to the human eye

UVRS, 280-315 nm

Phototropins;320-500 nm:
phot1, photli

Cryptochrom, 320-500 nm

cryl, cry2
Uv-B UV-A Photosynth di Near-IR
]

Wavelength, nm

Figura 1. Rango de longitudes de onda percibidas por los principales fotorreceptores de las plantas. Imagen extraida de
Ouzounis et al., 2015.

Dentro del rango de luz visible, cada tipo de luz o longitud de onda tiene un papel diferencial en el
desarrollo. La luz azul (450-495 nm) desempefia un papel fundamental en la regulacion de la apertura
estomatica y la fotosintesis, mientras que la luz roja (620-700 nm) esta implicada en la fotosintesis y la
floracion. A su vez, la luz roja lejana (700-750 nm) también participa en los procesos de elongacion,
regulacion del crecimiento y fotosintesis (Zhen et al., 2021).

Cuando la luz solar incide sobre las plantas, los pigmentos fotosintéticos (clorofilas y carotenoides),
absorben principalmente longitudes de onda que incluyen tanto luz azul (B) como roja (R). Mientras
que la luz roja lejana (FR) se refleja y/o transmite a través de los tejidos vegetales (Smith, 1982; Ballare,
1999; Casal, 2012). Esto significa que la densidad de la poblacion vegetal influye directamente en la
calidad y cantidad de luz disponible. A medida que las plantas crecen y ocupan mas espacio, el perfil de
luz en el entorno se vuelve dindmico y la proporcion de los diferentes espectros luminicos varia. Por
ello, tanto la radiacion fotosintéticamente activa (PAR) como la proporcidn entre la luz roja y roja lejana
(R:FR) son factores clave en la respuesta adaptativa de las plantas a su entorno.

En la naturaleza, las plantas se enfrentan a una amplia variedad de condiciones luminicas, que van desde
la exposicion directa de la luz hasta sombras proyectadas por otras plantas.

Cuando las plantas se encuentran aisladas o en condiciones de baja densidad, reciben luz solar directa,
la cual contiene una elevada PAR y un alto R:FR (Martinez-Garcia et al., 2023). Sin embargo, un
aumento en la densidad de la vegetacion genera una bajada en R:FR a valores intermedios o bajos (<0.8)
debido al incremento en la cantidad de luz FR proveniente del reflejo que genera la vegetacion adyacente
(Casal, 2012; Roig-Villanova & Martinez-Garcia, 2016). Este descenso en R:FR es tanto un indicativo
de la proximidad de otras plantas, como una alerta sobre la posible competencia por los recursos
disponibles, lo que obliga a las plantas a ajustar sus estrategias de crecimiento y desarrollo para
sobrevivir en un entorno mas competitivo. La sefial de bajada de R:FR sin cambios en PAR se denomina
sombra de proximidad o proximity shade.

Ademas, las plantas pueden estar expuestas a una sombra dosel o canopy shade, que se produce cuando
la luz que llega a la planta ha sido previamente absorbida y filtrada por plantas mas altas. Este filtrado
conlleva una reduccion de PAR y valores muy bajos de R:FR (<0.1) (Smith, 1982; Yanovsky et al., 2000;
Valladares & Niinemets, 2008; Ballare, 1999; Martinez-Garcia et al., 2010; Casal, 2012,2013) (Figura
2).
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Figura 2. Caracteristicas de la luz en situaciones de crecimiento aislado, proximidad de la vegetacion y sombra de dosel.
Imagen extraida de Martinez-Garcia et al., 2023.

2. Efecto de la sombra en las plantas

La luz es un recurso imprescindible para el desarrollo y la supervivencia de las plantas. Como
consecuencia, la evolucion ha favorecido la aparicion de mecanismos y estrategias que optimizan la
captacion luminica y permiten a las especies vegetales adaptarse a las fluctuaciones de este recurso
(Martinez-Garcia et al., 2010).

Frente a una variacién en la proporcion de R:FR, las plantas han desarrollado diferentes estrategias
evolutivas que les permiten hacer frente a la sombra provocada por competidores cercanos, bien
evitandola o aumentando su tolerancia a esta.

La tolerancia a sombra hace referencia a la capacidad de una planta para tolerar condiciones de baja
R:FR. Las plantas tolerantes son capaces de adaptarse a las condiciones luminicas existentes mediante
estrategias de crecimiento conservadoras y adaptaciones morfologicas y metabolicas (Valladares et al.,
2008).

No obstante, la mayoria de las plantas desarrollan estrategias para evitar la sombra. Para lograrlo,
reajustan su patron de crecimiento y desarrollo, optimizando la captacion de luz en entornos con una
alta densidad de vegetacion. Sin embargo, esta estrategia puede tener efectos adversos, ya que, al
centrarse en promover el crecimiento para competir por la luz existente, su eficiencia fotosintética puede
verse disminuida, asi como su capacidad para defenderse frente a factores externos, como plagas o
condiciones ambientales adversas (Sessa et al., 2018).

2.1 Plantas que evitan la sombra

La percepcion de un bajo R:FR por parte de plantas que evitan la sombra lleva a desencadenar respuestas
adaptativas, conocidas como sindrome de evitacion o huida de la sombra (Shade Avoidance Syndrome,
SAS, por sus siglas en inglés), que permiten a las plantas adaptarse y anticiparse a una posible situacion
de sombra y actuar para evitarla (Galstyan et al., 2011). Para lograr esto, la planta reajusta su crecimiento
y desarrollo, promoviendo la elongacion del tallo para sobrepasar a las plantas vecinas y asi alcanzar
una mayor cantidad de luz. Ademas, se produce un reajuste en la fotosintesis en anticipacion a posibles
condiciones futuras de sombra (Morelli et al., 2021). Alternativamente, las especies vegetales sensibles
a sombra pueden acelerar su ciclo de floracion, asegurando la produccion de semillas viables para la
proxima generacion, antes de que la sombra limite su crecimiento (Devlin et al., 2003).

En consonancia con estas respuestas, estas especies tienden a modificar su desarrollo para favorecer la
extension de los entrenudos, lo que les permite elongar rapidamente en condiciones de sombra. Este
crecimiento en altura se da a expensas del desarrollo de las hojas, el cual queda en un segundo plano.
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Ademas, estas plantas tienden a aumentar la dominancia apical, priorizando el crecimiento del tallo
principal sobre la formacion de ramas laterales. Estas adaptaciones permiten que las hojas jovenes se
desarrollen y escapen de las zonas sombreadas, maximizando asi su exposicion a la luz (Martinez-Garcia
etal., 2010).

En cuanto a la acumulacion de pigmentos fotosintéticos, estas especies reducen su produccion como
mecanismo de ahorro de recursos, pero también como estrategia de adaptacion de la fotosintesis a las
nuevas condiciones luminicas (Morelli et al., 2021). Ademas, en respuesta a R:FR se prioriza el
crecimiento vertical sobre la produccion de pigmentos fotosintéticos (Smith, 2000; Franklin, 2005).

Dentro de las especies que evitan la sombra (es decir, que presentan el SAS), se encuentran la planta
modelo Arabidopsis thaliana y algunos de los principales cultivos, como el tomate (Solanum
lycopersicum), y el guisante (Medicago sativa) (Warnasooriya & Brutnell, 2014).

2.2 Plantas tolerantes a sombra

En general, las especies tolerantes a sombra, bajo condiciones de baja luminosidad, emplean una
estrategia conservadora en el uso de los recursos. Esto se traduce en tasas de crecimiento reducidas,
acompafiadas de cambios estructurales y bioquimicos destinados a optimizar la eficiencia en la
conversion de energia fotosintética y a minimizar las pérdidas por respiracion (Smith, 1982; Valladares
y Niinemets,2008).

Desde un punto de vista morfoldgico, las plantas tolerantes a sombra presentan caracteristicas
especificas cuando crecen en condiciones de poca luz. Entre estas, destaca una baja respuesta de
elongacidn al reducirse la proporcion R:FR, ya que no experimentan un crecimiento exagerado en altura
para alcanzar la luz. También, muestran una reduccién en la dominancia apical, que favorece una mayor
ramificacion y permite un crecimiento mas equilibrado (Valladares y Niinemets, 2008). Por otro lado,
tienden a conservar los 6rganos preexistentes, en lugar de producir constantemente nuevos tejidos y
mantienen el contenido de pigmentos fotosintéticos, como clorofilas y carotenoides, que les permite
maximizar la captacion de luz disponible para la fotosintesis.

3. Regulacion molecular de la evitacién a la sombra

Estudios llevados a cabo en Arabidopsis thaliana han permitido identificar los mecanismos a través de
los cuales las plantas perciben los cambios en la cantidad (PAR) y calidad (R:FR) de la luz. Estos
estudios han permitido aumentar la comprension de la sefializacion hormonal, la expresion génica y los
ajustes metabdlicos que facilitan la adaptacion de las plantas a entornos cambiantes de luz y sombra.

3.1 Percepcion del cambio en R:FR: Fitocromos

A nivel molecular, las plantas perciben la luz a través de distintos tipos de fotorreceptores. Estos
fotorreceptores detectan cambios en la composicion de la luz, para posteriormente transducir la sefal y
regular asi diversas respuestas fisiolégicas y morfolédgicas.

Entre los principales fotorreceptores se encuentran los criptocromos (Cry), las fototropinas (PHOT), el
UV RESISTANCE LOCUS 8 (UVRS) y los fitocromos (Phy) (Figura 1). Todos estos fotorreceptores
participan en un proceso conocido como fotomorfogénesis, que le permite a las plantas ajustar su
crecimiento y desarrollo ante un entorno luminico cambiante (de Carbonnel et al., 2010).

Los criptocromos (cryl, cry2) y las fototropinas (photl, phot2) absorben luz en la region del ultravioleta
A al azul (Ahmad y Cashmore, 1993; Briggs y Huala, 1999; Christie y Briggs, 2001; Lin y Shalitin,
2003; Whitelam y Halliday, 2007) y participan en procesos como la regulacion del ritmo circadiano, la
fotomorfogénesis, la floracion y el fototropismo. A su vez, el fotorreceptor UVRS es el responsable de
absorber la luz ultravioleta en el rango que va de 280 a 315 nm, lo que desencadena respuestas de estrés
en las plantas (Jenkins, 2009; Kaiserli y Jenkins, 2007).
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Los fitocromos son los fotorreceptores mas estudiados en el control de la fotomorfogénesis, ya que son
los responsables de absorber luz R y FR (Rajapakse et al., 1999). Estos fitocromos presentan dos
isoformas fotoconversibles: una forma inactiva, Pr, que no tiene actividad bioldgica, y una forma activa,
Pfr, que desencadena procesos como la germinacion de semillas, la elongacién del tallo y la floracion.
Es por ello que cuando los fitocromos detectan una reduccién en R:FR (Martinez-Garcia et al., 2023),
activan una cascada de sefializacidn que alerta a la planta sobre la cercania de otras, desencadenando asi
respuestas adaptativas.

En condiciones de oscuridad, estos fotorreceptores se sintetizan en el citoplasma en su forma inactiva,
conocida como Pr, que absorbe principalmente R, con un maximo de absorcion de 666 nm. Al absorber
esta luz, el fitocromo Pr pasa a su forma activa, denominada Pfr, la cual absorbe FR, con un méaximo de
absorcion de 730 nm (Martinez-Garcia et al., 2010). Esta conversion a Pfr, activa una sefial que permite
el desplazamiento del fitocromo al nucleo, donde se desencadenan una serie de respuestas bioldgicas
(Nagatani, 2004). Este ciclo de fotoconversion reversible y dinamico entre Pr y Pfr, permite a los
fitocromos actuar como interruptores moleculares en la regulacién de las respuestas a la luz. A su vez,
esta dinamica también los hace susceptibles a mecanismos de degradacion como respuesta adaptativa
(Bae and Choi, 2008; Franklin, 2008).

En ambientes con un alto R:FR, los fitocromos tienden a mantenerse en su forma activa, Pfr. Esto inhibe
las respuestas asociadas al SAS. En cambio, en entornos donde predomina un bajo R:FR, el fitocromo
se desplaza hacia su forma inactiva, Pr. Esta transicion desencadena respuestas adaptativas en la planta,
como el SAS.

En Arabidopsis thaliana, la familia de los fitocromos consta de cinco miembros, denominados (PHYA-
PHYE). Estos regulan procesos dependientes de la luz como la germinacion, la desetiolacion, el
desarrollo de los estomas y la transicion a la floracion (Martinez-Garcia et al., 2023). Entre ellos,
destacan phyB y phyA por su papel en la regulacién del crecimiento ante variaciones en R:FR (Figura
3).

El phyA es fotolabil, es decir inestable bajo condiciones de luz, lo que hace que frente a un elevado
R:FR este se degrade. Esta rapida degradacion permite que phyA desempeiie su papel en las respuestas
iniciales y transitorias a la exposicion de FR. Sin embargo, la inestabilidad de este fitocromo limita su
actividad a posteriori (Chen et al., 2004; Leivar and Quail, 2011). Sin embargo, en condiciones de
sombra de proximidad, se acumula y modera la respuesta de elongacion, ayudando a la planta a
responder de manera controlada (Martinez-Garcia et al., 2000; Yang et al., 2018; Molina-Contreras et
al., 2019).

El phyB desempefia un papel crucial en la regulacion del crecimiento del hipocétilo en respuesta a
sombra. En condiciones de sombra, phyB se inactiva e induce las respuestas adaptativas a sombra, como
la elongacion del hipocotilo (Bae y Choi, 2008).

Tal y como se ha mencionado anteriormente, una vez que los fitocromos se encuentran en su forma
activa (Pfr), se trasladan al nucleo de la célula, donde interactian con los factores de transcripcion,
denominados PIFs. Estos factores de transcripcion participan en una amplia variedad de procesos
biologicos.
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Figura 3. Modelo que representa el efecto antagonico de phyA y phyB inducido por la sombra en la elongacion del
hipocdtilo. Imagen extraida de Martinez-Garcia et al., 2014.

3.2 Transduccion de la senal: PIFS

3.2.1 Arabidopsis thaliana
Los PIFs pertenecen a la superfamilia de factores de transcripcion conocidos como helix-loop-helix
(bHLH) (Ni et al., 1998), los cuales constan de dominios cortos en el extremo N-terminal que les
permiten interactuar con las formas activas de los fitocromos. Esta interaccion inactiva a los PIFs,
impidiendo que regulen la expresion de sus genes diana.

Los PIFs se unen preferentemente a secuencias especificas en el promotor de sus genes diana, conocidas
como G-box (CACGTG) y PBE-box (CACATG). La estructura de las regiones promotoras de estos
genes diana puede variar, ya que pueden contener desde uno a multiples sitios de union para los PIFs,
con uno o mas motivos G-box o PBE-box. Esta variabilidad en la estructura de los promotores hace que
estos genes consten de una regulacion flexible y compleja que facilita la adaptacion de las plantas a
diversas condiciones ambientales (Pfeiffer et al., 2014).

Los PIFs regulan genes implicados en la adaptacion de las plantas a diferentes condiciones de luz, en
procesos como la fotomorfogénesis, la germinacion de semillas y el alargamiento del hipocétilo (Leivar
y Monte, 2014; Pham et al., 2018).

En Arabidopsis thaliana, existen siete miembros de la familia PIF: PIF1, PIF3, PIF4, PIFS5, PIF6, PIF7
y PIF8. Todos estos miembros interactiian con la forma activa de phyB, pero solo PIF1 y PIF3 tienen la
capacidad de interactuar con phyA (Leivar and Quail, 2011).

Cuando los fitocromos se activan, interaccionan los PIFs y provocan su fosforilacion (Shen et al., 2005,
2008; Bu et al., 2011b; Park et al., 2012). La fosforilacion implica la adicion de grupos fosfato a las
proteinas, lo que, por consiguiente, puede alterar su actividad, estabilidad o localizacion dentro de la
célula. Esta modificacion es crucial para regular el papel de los PIFs en la respuesta a la luz. La
fosforilacion de los PIFs del grupo conocido como cuarteto PIF o PIFQ (PIF1, PIF3, PIF4 y PIFS5), los
cuales son fotolabiles, provoca su ubiquitinacion, que consiste en la union de ubiquitina, marcando asi
estas proteinas para su degradacion.

Mediante este proceso, el proteasoma, complejo enzimatico responsable de descomponer y reciclar
proteinas no deseadas o dafiadas, reconoce y elimina los PIFs. Sin embargo, la fosforilacion de PIF 7y
PIF8 de Arabidopsis, que son considerados fotoestables, impide su union a genes diana, pero no su
degradacion. En el caso de PIF7, su interaccion con los fitocromos induce a su fosforilacion y posterior
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asociacion con las proteinas 14-3-3, proteinas reguladoras capaces de interactuar selectivamente con
proteinas fosforiladas y regular diversos procesos fisiologicos (Adams et al., 2014), las cuales lo retienen
en el citosol, impidiendo su activacion como factor de transcripcion (Huang et al., 2016).

Aunque PIF8 estd menos caracterizado (Simon-Moya et., 2021), se presupone que presenta una
estabilidad similar a la de PIF7.

En condiciones de R:FR alto, el phyB se activa y desencadena la fosforilacion de PIFs. Esta
modificacion puede resultar en la degradacion de los PIFs o en su incapacidad para unirse al DNA, lo
que suprime su actividad transcripcional y, por ende, limita la expresion de los genes asociados al
crecimiento (Li et al., 2012: Kohnen et al., 2016). Sin embargo, en condiciones de R:FR bajo (sombra),
el phyB se inactiva y provoca la desfosforilacion de los PIFs. Esta desfosforilacion permite que los PIFs
se acumulen y/o activen, lo que a su vez promueve la expresion de genes involucrados en las respuestas
del SAS.

PIF7, y en menor medida PIF4 y PIFS5, son los principales responsables de desencadenar respuestas de
elongacion mediadas por la sombra en Arabidopsis, PIF1 y PIF3 son los principales implicados en
reprimir la sintesis de clorofilas y carotenoides y, en general, el desarrollo fotosintético (Figura 4).

Dado que el presente estudio se enfoca en los procesos que se ven afectados por la sombra, es esencial
centrarse en los PIFs que estan directamente involucrados en esta respuesta.

PIF 1a PIF1
PIF 1b

PIF3 «— PIF3
PIF4
PIF4 +—
PIF5
PIF 7a
PIF 7b PIF7

PIF 8a PIES
PIF 8b

Figura 4.Rol de los PIFs en Arabidopsis y homologia en Solanum lycopersicum. Los cuadrados verdes indicando un
rol promotor y los rojos un rol represor.

3.2.2. Tomate (Solanum lycopersicum)

La familia PIF también ha sido estudiada en tomate (Solanum lycopersicum). En esta especie la familia
consta de 8 genes: PIF1a, PIF1b, PIF3, PIF4, PIF7a, PIF7b, PIF8a y PIF8b (Rosado et al., 2016; Oh et
al., 2020). En este caso, mientras que los homologos de PIF6 no se encuentran en el genoma del tomate,
los homologos de PIF1, PIF7 y PIF8 estan duplicados (Figura 4). Segiin Rosado ef al. (2016), se cree
que los PIFs mencionados anteriormente estan duplicados debido a un proceso de poliploidizacion
completa del genoma del tomate, seguido de un proceso de seleccion positiva que mantuvo estas
duplicaciones. Por otro lado, los otros miembros de la familia, los cuales permanecen como genes de
copia Unica, podrian haberlo hecho por una pérdida aleatoria de genes o por la falta de presion selectiva

sobre ellos.
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Arabidopsis consta de PIF4 y PIF5 mientras que en tomate solo hay PIF4 (Llorente ef al., 2016b).

La caracterizacion de los PIFs en tomate no ha sido tan amplia como en Arabidopsis, por lo que solo
alguno de estos genes ha sido caracterizado y se ha comenzado a conocer su contribucion en la respuesta
a sombra y en la regulacion de los procesos metabolicos involucrados en esta condicion.

De los dos homoélogos de PIF1 en tomate, solo PIF1a ha sido caracterizado (Llorente et al., 2016b). Las
clorofilas presentes en las capas externas del fruto verde ejercen en efecto de “autosombra” al filtrar R
y dejar pasar FR al interior del fruto. Esto genera una bajada de R:FR y por tanto una acumulacion de
PIFla y una represion de la sintesis de carotenoides. Sin embargo, la maduracion del fruto conlleva la
degradacion de estas clorofilas, hecho que hace aumentar la proporcion R:FR de la luz que penetra en
el fruto, lo que disminuye la estabilidad proteica de PIF1a e induce a su degradacion, promoviéndose la
sintesis de carotenoides (Llorente et al., 2016b, 2016a; Fray and Grierson, 1993; Fantini et al., 2013;
Giorio et al., 2008).

Por otro lado, PIF3 se encarga de regular la biosintesis de tocoferoles en los frutos de tomate (Gramegna
etal., 2018).

PIF4 regula la senescencia de las hojas y la floracion, asi como la maduracion de los frutos. Ademas, el
silenciamiento esta asociado a un aumento en la acumulacion de carotenoides (Rosado et al., 2019).

Segun Oh et., 2020 en tomate PIF7 tiene un papel fundamental en la regulacion de la respuesta a la luz
en procesos como la desetiolacion y la senescencia. A diferencia de otros factores de transcripcion, PIF7
es fotoestable, y no se degrada en presencia de luz. Ademas, su expresion aumenta en presencia de
sombra hecho que indica su posible implicacion en los mecanismos de adaptacion a sombra, como la
elongacion del hipocotilo.

En cuanto a PIFS, la informacion referente a su implicacion en la respuesta a sombra es limitada. Sin
embargo, estudios como el de Oh et al., 2020, sugieren que este factor de transcripcion esta implicado
en la regulacion de la elongacion del hipocotilo bajo estas condiciones. Aunque probablemente no juega
un papel tan significativo en esta respuesta ya que en condiciones de oscuridad se degrada, hecho que
indica que su actividad esta regulada por la luz.

4. Creando plantas tolerantes a sombra

Cardamine hirsuta es un claro ejemplo de especie tolerante a sombra y se ha comprobado que al menos
parte de su tolerancia a sombra se debe a una menor actividad PIF (Martinez-Garcia et al., 2023).

En plantas tolerantes a la sombra, como Cardamine, se observa una menor actividad de los PIFs. Esta
caracteristica permite que las plantas tolerantes a la sombra eviten respuestas como la elongacion del
hipocétilo en condiciones de bajo R:FR, una estrategia clave para adaptarse a entornos sombreados
(Galstyan et al.,, 2011; Molina-Contreras et al., 2019). Ademas, el papel de la proteina LONG
HYPOCOTYL IN FR 1 (HFR1) ha sido identificado como un regulador esencial en esta adaptacion.
Aunque estructuralmente es similar a los PIF, HFR1 no puede unirse ni al ADN ni al phyB, pero forma
heterodimeros con los PIF, bloqueando su actividad y modulando asi las respuestas de adaptacion a la
sombra (Galstyan et al., 2011; Hornitschek et al., 2012).

Por el contrario, en plantas que evitan la sombra, como Arabidopsis, los PIF estan activos y promueven
la elongacion del hipocoétilo en respuesta a la sombra. Sin embargo, investigaciones previas han
demostrado que es posible transformar estas plantas en tolerantes a la sombra al reducir o eliminar la
actividad de ciertos PIF, como PIF7 o el grupo PIFQ (PIF1, PIF3, PIF4 y PIF5). Por ejemplo, en plantas
mutantes para PIF7, la elongacion del hipocétilo se ve inhibida incluso bajo condiciones de sombra, lo
que evidencia el papel central de PIF7 en la respuesta SAS (Paulisic et al., 2021).



El analisis comparativo entre Cardamine y Arabidopsis ha permitido identificar las bases genéticas y
moleculares de la tolerancia a la sombra. En Cardamine, los niveles elevados de HFR1 y la baja
expresion de PIF7 contribuyen de manera sinérgica a la tolerancia a la sombra. Ademas, la estabilidad
de HFR1 en esta especie parece estar regulada por mecanismos postraduccionales que limitan su
degradacion, lo que prolonga su actividad funcional (Molina-Contreras et al., 2019). Por otro lado, en
Arabidopsis, la actividad de los PIFs predomina, lo que facilita las respuestas de elongacion
caracteristicas de plantas que evitan la sombra.

Tabla 1. Caracteristicas y diferencias clave entre PIF y HFR1.

PIFs HFR1
Funcion Reguladores positivos del Regulador negativo del
crecimiento en sombra crecimiento en sombra,
antagoniza a los PIFs
Fotolabilidad Se degradan en condiciones de | No son fotolabiles
luz, excepto PIF7 y PIF8
Interaccion molecular Interactiian con los fitocromos, | Forma heterodimeros con
activando genes de elongacion | los PIFs; inhibiendo su
actividad
Procesos asociados Germinacion, elongacion, Limitacion del crecimiento
sindrome de evitacion de en sombra
sombra
Regulacion Sistema ubiquitina-proteasoma | Sistema ubiquitina-
proteasoma

En Arabidopsis thaliana, diversos estudios han demostrado que las mutaciones en los PIFs, que pueden
ir desde mutaciones simples hasta mutaciones cuddruples (pifq), desencadenan una serie de respuestas
moleculares y fenotipicas asociadas con la tolerancia a la sombra, siendo la reduccién en la elongacion
del hipocétilo una de las mas destacadas. Estas observaciones sugieren que mutar los PIFS en tomate
también podria resultar en una menor respuesta a la sombra por parte de este cultivo. Este enfoque
permitiria desarrollar variedades con una mejor adaptacion a ambientes sombreados, lo cual seria
relevante para optimizar la produccion agricola en cultivos densos o en regiones con limitaciones de luz.
Ademas, estas nuevas variedades podrian servir como un modelo para estudiar los efectos fisiologicos
y genéticos asociados a la tolerancia a la sombra en especies cultivadas.



OBJETIVOS

Este trabajo se planted para estudiar si mutantes de tomate deficientes en PIFs presentan fenotipos de
tolerancia a sombra. Para estudiar esta hipotesis, se parte de unos mutantes previamente generados
mediante la tecnologia CRISPR/Cas9, obtenidos tanto en el laboratorio como a través de la colaboracion
con otros investigadores. A partir de estas lineas mutantes, se han definido los siguientes objetivos:

1. Identificar lineas homocigotas que presenten pérdida de funcién en algunos PIFs.
2. Evaluar como responden los mutantes identificados a la sombra, a nivel molecular y fenotipico.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Para la realizacion de este proyecto se han utilizado dos variedades de tomate (Solanum lycopersicum):
Micro-Tom y M8&2.

Micro-Tom es una variedad que resulta del cruce entre Florida Basket'y Ohio 4013-3 (Scott et al., 1989).
Este cultivar es considerado una planta modelo en investigacién debido a sus propiedades distintivas,
entre las que cabe destacar su tamafio reducido (15-20 cm de altura) que favorece su cultivo en alta
densidad (1,357 individuos/m?). Ademas, presenta un ciclo de vida corto (70-90 dias) y es facil de editar
genéticamente. Debido a estas caracteristicas, Micro-Tom se ha utilizado como fondo de genético para
la generacion de lineas transgénicas de diferentes genes de la familia de los PIFs mediante la tecnologia
de CRISPR-Cas9. Las lineas de pérdida de funcion de pifia, pifib, pifia/l1by pif7a/7b fueron generadas
previamente en el laboratorio de Manuel Rodriguez Concepcion (Tabla 2).

MS82 es una variedad comercial de tomate que es ampliamente utilizada para la realizacion de estudios
genéticos debido a la elevada robustez que presenta, la cual le otorga una alta capacidad de adaptacion
a condiciones controladas. Ademas, esta variedad muestra una produccion elevada y estable. Ambas
caracteristicas hacen de esta variedad una excelente candidata para la realizacion de ensayos de respuesta
a diferentes condiciones ambientales.

La variedad M82 se ha utilizado como fondo genético para la generacion de varias lineas transgénicas
con genes pertenecientes a la familia de los PIFs mediante la tecnologia de CRISPR-Cas9. La linea de
pérdida de funcion de pif7b utilizada en este proyecto se genero6 previamente en el laboratorio de Manuel
Rodriguez-Concepcion. Mientras que las lineas pif8a, pif7a/7b, pif4/7a/7b (pift) y pif4/7a/7b/8a (pifq)
fueron generadas y cedidas por el laboratorio de Yogev Burko (Agricultural Research Organisation
Volcani Center, Israel) (Tabla 2).

Tabla 2.Caracterizacion de las lineas de tomate empleadas.

Lineas transgénicas Fondo Tipo de mutante Generado por
pifla MT Miguel Simén
piflb MT Miguel Simén

pifla/lb MT Miguel Simén
pif7b M82 Lineas de perdida de Esteban Burbano
funcién generadas
pif7a/7b MT mediante la Esteban Burbano
) tecnologia
pif8a M82 CRISPR/Cas9. Yogev Burko
pif7a/7b M82 Yogev Burko
pifd/7al7b (pift) M82 Yogev Burko
pif4/7a/7b/8a (pifq) M82 Yogev Burko

Todas las plantas de tomate utilizadas durante el proyecto se germinaron y crecieron en condiciones
controladas en las instalaciones del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP) de la
Universidad Politécnica de Valencia.
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Para evitar contaminaciones, al empezar cualquier ensayo, se esterilizaron las semillas mediante una
limpieza con lejia al 40% + 0,5% de Tween 20, seguido de tres limpiezas consecutivas con H>O durante
5 min. Las semillas estériles se sembraron en placas de Petri con medio s6lido MSx0,5 (Murashige y
Skoog), sin vitaminas, se cubrieron con papel de aluminio para protegerlas contra la luz y se
transfirieron, durante cuatro dias, a cabinas de crecimiento in vitro, en condiciones climaticas
controladas, a 24°C e iluminadas con luz fluorescente blanca (Tabla 3). Posteriormente, las plantulas
fueron transferidas a tierra (tiesto) y crecidas, en un fitotron de los invernaderos del IBMCP, en
condiciones estandar de dia largo (16h de luz a 24°C y 8h de oscuridad a 24°C).

Tabla 3. Condiciones luminicas de la camara de crecimiento.

PAR 78.72 76.35

Luz azul (B) 0.44 0.43
Luz roja (R) 5.90 5.70
Luz roja lejana (FR) 0.14 0.14
R/FR 42.14 40.71

Las condiciones de baja densidad (LD, low density) y alta densidad (HD, high density), también
denominadas condiciones de luz y de sombra respectivamente, fueron simuladas en el fitotron mediante
la modificacion de las condiciones luminicas. La condicién de baja densidad se corresponde con
condiciones de luz blanca (W) con un PAR promedio de 137 y una ratio de luz roja-roja lejana de 4.81
(Tabla 4). Mientras que la condicion de alta densidad se obtiene mediante la combinacion de luz blanca
y luz roja lejana (W+FR), la cual se caracteriza por un PAR promedio de 127 y una ratio rojo-rojo lejano
de 0.13 (Tabla 5). Mediante estas condiciones luminicas se ha intentado recrear las condiciones de luz
y sombra que las plantas experimentan en la naturaleza.

Tabla 4.Condiciones luminicas en W.

w Parte delantera Medio Parte trasera
PAR 146.32 146.91 118.12
Luz azul (B) 0.55 0.56 0.45
Luz roja (R) 4.21 4.29 3.47
Luz roja lejana (FR) 0.86 0.87 0.73
R/FR 4.84 4.88 4.72

Tabla 5.Condiciones luminicas de W+FR.

W+FR Parte delantera Medio Parte trasera
PAR 126.88 141.06 113.64
Luz azul (B) 1.33 1.55 1.08
Luz roja (R) 3.37 4.07 3.36
Luz roja lejana (FR) 2741 33.02 20.86
R/FR 0.12 0.12 0.16

Otra de las formas de simular las diferentes condiciones de densidad, baja densidad (LD) y alta densidad
(HD), es siguiendo la distribucion de las plantas que se observa en la Figura 5, siendo los puntos verdes

los alveolos en los que se ponen a crecer las plantas a analizar.
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Figura 5.A) Crecimiento de las plantas en baja densidad, tanto en condiciones de luz blanca (W) como en condiciones
de sombra (W+FR). B) Crecimiento de las plantas en alta densidad en condiciones de luz blanca (W). Los puntos verdes
indican donde se han sembrado las plantas control.

Una vez en tiesto y transferidas al fitotrén, durante los primeros tres dias, todas las plantas crecen en
condiciones de luz blanca (W). Posteriormente, para la determinacion de la elongacion del hipocotilo,
permanecen durante 11 dias, la mitad de las plantas de cada genotipo de estudio en condiciones de luz
blanca (W) y la otra mitad se transfieren a la condicion que simula una alta densidad, la cual combina
luz blanca y luz roja-lejana (W+FR).

Transcurridos estos 11 dias se procede al analisis de las muestras mediante la medicion del contenido de
clorofilas con el SPAD, la medicion de parametros fotosintéticos con el LICOR, la toma de fotografias
para la posterior medicion de los hipocétilos, el internodo 1 y el area foliar. Asi como también se procede
a la recoleccion de muestras de hoja para la posterior medicién de pigmentos fotosintéticos mediante
HPLC.

Extracciones de DNA

La extraccion de las muestras para el posterior genotipado se realizo a partir de muestras de hoja joven
siguiendo un protocolo de lisis mediante sales. El material se tritur6 mediante el Tissuelyser (Qiagen),
fue digerido con buffer TNES (Tris-HCI 200mM pH 7.5-8, NaCl 25mM, EDTA 25mM pH 7.5-8 y 0.5%
de SDS) durante 1 min y posteriormente se realizaron las limpiezas con isopropanol y etanol al 70%.

Genotipado y secuenciacion

Los genotipados realizados para el analisis de secuencias de las plantas T3 del doble mutante de pif7a/7b
de MT, asi como el genotipado de la Cas9 para estas mismas plantas, y el genotipado de los alelos de
pifla de MT fueron realizados mediante PCR utilizando la Greenlaqg DNA Polymerase (NZY) y los
primers indicados en la Tabla 6, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las PCRs se realizaron en
termocicladores Classic K960 (Heal Force) y la amplificacion fue posteriormente verificada mediante
geles de agarosa al 1%.

Las muestras destinadas a la secuenciacion, una vez genotipadas, fueron purificadas mediante el kit de
purificacion Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Posteriormente, las muestras fueron secuenciadas mediante Sanger para la deteccion de
posibles mutaciones a nivel de secuencia (SNPs e INDELSs).

Tabla 6. Primers utilizados.

PIF7a_genoCRISPR F Forward CGAAAGAACACATGGTACATC
PIF7a_genoCRISPR R SEQ Secuenciacion GTAATGTCAGAGCCAGGAC
PIF7a genoCRISPR R Reverse GTAACTACTCCACTAGCTAGC
PIF7b_genoCRISPR F Forward CATAGCTAATGTGGCAGTC
PIF7b_genoCRISPR R _SEQ Secuenciacion GCGTAACTAGTGAGTTCATG
PIF7b_genoCRISPR R Reverse GCACCAAAACCAAACAAAAC
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El analisis de las secuencias se llevo a cabo mediante la plataforma Benchling, la cual permite el analisis
de los cromatogramas y el alineamiento (MAFFT) de nuestras secuencias “‘problema”, empleando una
secuencia control conocida para la identificacion de posibles mutaciones a nivel de secuencia.

Fenotipado

Las imagenes utilizadas para la medicion de la elongacion del hipocétilo y del internodo 1, asi como
para la medicion del desarrollo del area foliar fueron tomadas con un Google Pixel 7 tras los 11 dias de
tratamiento en condiciones de luz blanca (W) y en condiciones de sombra o alta densidad (W+FR). Para
el analisis del area foliar se tomaron fotos individuales de cada planta (Imagen Xa). Sin embargo, para
la medicién del hipocotilo y del internodo 1 (Imagen Xb) se tomaron fotos grupales (mismo genotipo y
tratamiento luminico), utilizando siempre una regla de 15 cm como escala de la imagen.

El analisis de estas imagenes se ha realizado utilizando el software /mageJ, el cual permite procesar y
cuantificar datos obtenidos a partir de imagenes, como serian la longitud y el area en nuestro caso. Previo
a la obtencion de estos datos, es necesario calibrar la imagen y aplicarle una escala, la cual obtenemos
mediante la medicion de la regla de 15cm, presente en todas las imagenes tomadas. Este programa
permite medir con precision las dimensiones y calcular el area foliar mediante técnicas de segmentacion
de la imagen.

Medicion del contenido de clorofilas

La medicion del contenido de clorofilas se realiza mediante el equipo SPAD 502 Plus, el cual permite
hacer mediciones instantaneas y no invasivas del contenido de clorofila, reduciendo el riesgo de
deficiencias en el rendimiento de las plantas. Para realizar las mediciones, el equipo se coloca
directamente sobre el tejido foliar, seleccionando siempre las hojas mas jovenes (area de medicion: 2
mm X 3 mm).

Este equipamiento realiza las mediciones del contenido foliar utilizando dos LED como fuente de luz
y mediante la diferencia de densidad optica de dos longitudes de onda, 650 nm y 940 nm.

Medicion del rendimiento fotosintético

Los distintos parametros fotosintéticos son tomados mediante el uso del equipo LI-600 (LICOR®). El
LI-600 es un poroémetro portatil que combina la medicion de la conductancia estomatica y la
fluorescencia de clorofila a en una misma area foliar. Funciona mediante un sistema de flujo abierto
diferencial que permite cuantificar la transpiracion (E), midiendo la tasa de flujo y la fraccion molar de
vapor de agua en el aire que entra y sale de la camara del dispositivo. A partir de estos datos, se calcula
la conductancia estomatica (gsw) considerando la conductancia total del vapor de agua (gtw) y la
conductancia de la capa limite del vapor de agua (gbw).

Durante el proceso, al igual que en la medicion de la acumulacion de clorofilas, se seleccionan las hojas
mas jovenes para garantizar resultados representativos y consistentes.

De todos los parametros que toma este equipo, nosotros nos focalizamos principalmente en el
rendimiento fotosintético (PhiPS2).

Extraccion y analisis de metabolitos

Para la extraccion de clorofilas y carotenoides en muestras de hoja verde se parti6 de 4 mg de muestra
en polvo (muestra previamente liofilizada) en tubos de 2mL con 2-3 bolas de cristal. Para la extraccion
de metabolitos se afiadieron 20 ul de patron y 980 ul de una solucion de hexano, acetona y metanol
(2:1:1) a cada muestra, seguido de 1 min de Tissuelyser a 30Hz para proceder a la lisis tisular. Se
afadieron 400 ul de Tris-NaCl (pH=7.5), seguido de 1 min de Tissuelyser a 30Hz. Se afiadieron 800 pl
de cloroformo, se aplic6 1 min de Tissuelyser a 30Hz y se centrifugd durante 5 minutos a 4°C 'y a 13000
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rpm para la separacion de la fase organica (fase inferior), la cual se evapord posteriormente en el
Speedvac durante 40 min. Las muestras se resuspendieron en 150 pl de acetona y se filtraron con un
filtro de 0.2 pl en viales de cristal de 2 mL de color &mbar.

La separacion y deteccion de los compuestos se realizo a partir de 10 pl de las muestras mediante la
Agilent 1200 series HPLC system (Agilent Technologies). Se utiliz6 una columna C30 de fase-reversa
(YMC Carotenoid, 250x4,6mmx3um) con tres fases méviles — metanol (A), H2O/metanol (20/80, v/v)
con 0,2% de acetato de amonio (B) y tert-metil butil éter (C). Los metabolitos se separaron siguiendo el
siguiente gradiente: 95% Ay 5% B de forma isocratica hasta el minuto 12, seguido de la configuracion
80% A, 5% By 15% C a partir de los 12°, la cual aumenta de forma lineal hasta llegar a 30% A, 5% B
y 65% C a los 30 minutos. La relacion del flujo se mantuvo a 1mL/min. El equipo de HPLC constaba
de un detector de array de diodo fotométrico que permite la deteccion de los diferentes clorofilas y
carotenoides dentro del espectro de luz visible. La visualizacion de los cromatogramas y el andlisis de
los datos se realizé utilizando el software Agilent ChemStation.

Microscopia

Mediante el Macroscopio Leica DMS 1000 con iluminacion diascopica se visualizaron y capturaron
imagenes de los pelos radiculares de las plantulas mutantes de PIF1 una semana después de su
germinacion.

Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos de este trabajo (ANOVAs y T-test) han sido realizados con Excel
(Microsoft Office) y RStudio. Excel se ha utilizado para la ejecucion de analisis basicos y calculos
preliminares. Mientras que con RStudio se han realizado las gréficas y los analisis estadisticos (T-test y
ANOVA de dos factores) para la evaluacion de las posibles diferencias entre genotipos y tratamientos.
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RESULTADOS

1. CARACTERIZACION DEL EFECTO DE LA SOMBRA EN LA VARIEDAD M82

El efecto de la sombra en tomate se evalu6 inicialmente utilizando la variedad comercial M82. Una de
las respuestas mas caracteristicas del SAS es la estimulacion del crecimiento por elongacion, observada
tanto en condiciones de sombra natural como en ensayos de invernadero donde se simula una baja
proporcion R:FR (Child & Smith 1987).

Ademas de la elongacion del hipocétilo y del primer internodo (llamado también epicotilo), el SAS
afecta a aspectos como el desarrollo del area foliar, que en el caso del tomate se ve aumentada, ampliando
asi la superficie para la captacion de luz disponible (McLaren & Smith, 1978). La disminucion del R:FR,
también puede generar una disminucion en la produccion de clorofilas y carotenoides, lo que resulta en
hojas de color més palido y un menor rendimiento fotosintético.

Para contrastar esta informacion y evaluar la respuesta SAS de las plantas de tomate con fondo genético
MS2, se disefi6 un experimento con dos maneras de generar la sefial de sombra de proximidad. Por una
parte, se compararon plantas crecidas en condiciones de luz blanca (W, alto R:FR) o en luz blanca
complementada con FR para simular la sombra de proximidad (W+FR, bajo R:FR). La proporciéon R:FR
bajo las condiciones de W fue de 4.88, mientras que en las condiciones de sombra simulada (W+FR) se
redujo a 0.12 debido al incremento de FR, manteniendo en ambos casos un PAR aproximado de 146.91.

Todas las plantas fueron germinadas y crecidas en W durante 3 dias. Tras este periodo, una parte de las
plantas se mantuvo bajo las mismas condiciones, mientras que la otra parte fue transferida a condiciones
de sombra simulada (W+FR) durante 11 dias (Figura 6). Al finalizar este periodo, se llevaron a cabo las
mediciones de las distintas variables estudiadas.

Por otro lado, se crecieron plantas en W a baja densidad (LD, alto R:FR) o alta densidad (HD, bajo
R:FR) durante el mismo periodo de tiempo (Figura 6). Este experimento no solo permitié analizar el
efecto combinado de ambos tratamientos sobre el crecimiento temprano de las plantas en condiciones
controladas, sino que también permitid establecer un paralelismo con las condiciones que se dan en el
campo, ya que en los cultivos agricolas la sombra de proximidad viene dada por las plantas que suelen
crecer en alta densidad, hecho que las expone a sefiales luminicas similares a las simuladas en este
experimento.

Figura 6. A) Crecimiento de las plantas en baja densidad, tanto en condiciones de W como en condiciones de
sombra simulada (W+FR). B) Crecimiento de las plantas en alta densidad en condiciones de W.

a) Respuestas de crecimiento

El efecto de ambos tratamientos, tratamiento luminico y de densidad, en el crecimiento de las plantas se
determind mediante el analisis fenotipico de la elongacion del hipocotilo, el primer internodo (o
epicotilo) y el area foliar (Figura 7).
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En condiciones de LD, las plantas sometidas a W+FR mostraron una elongacion del hipocotilo
significativamente mayor (Pvaior:0.01) a la de las plantas expuestas a W (45 vs 38 mm), hecho que sugiere
una respuesta adaptativa al tratamiento de sombra simulada. Por otro lado, al comparar las plantas
cultivadas a distintas densidades (LD y HD) no se observaron diferencias significativas (Pvaior = 0.15)
en la elongacion del hipocotilo (LD: 38 mm; HD: 35 mm) (Figura 7A).

En cuanto a la elongacion del primer internodo, las plantas sometidas al tratamiento de W+FR mostraron
una longitud significativamente mayor (Pyaior:0.001) que las expuestas a W (19 vs 12 mm); hecho que
indica que las plantas responden a la sombra simulada elongando sus entrenudos como mecanismo
adaptativo. En cambio, la elongacion del primer internodo en condiciones de HD es muy similar a la
que presentan las plantas que han crecido en LD bajo W (Pyaior: 0.1) (Figura 7B).

En cuanto al desarrollo del area foliar, los resultados son consistentes con los descritos de alargamiento
del hipocotilo y el primer internodo, ya que muestran diferencias estadisticamente significativas (Pvalor:
0.05) con el tratamiento de sombra simulada (W+FR vs W) pero no con la densidad (HD vs LD). En
concreto, se midio una mayor area foliar en las plantas crecidas en (W+FR) con respecto a los controles
en W (3500 mm? vs 2500 mm?), mientras que el tratamiento de densidad no tiene un efecto significativo
sobre el area foliar (Pyaior: 0.1) (Figura 7C).
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Figura 7. Respuestas a sombra simulada (W+FR vs W) y sombra de proximidad (HD vs LD) en plantas M82.A) Analisis
de la longitud del hipocatilo. B) Anélisis de la longitud del primer internodo. C) Anélisis del area foliar. En los gréficos se
muestra el anélisis de los absolutos a la izquierda y sus respectivos datos realtivizados a la derecha.
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Tras el analisis inicial de todas las plantas del experimento, se decidio llevar a cabo un ajuste estadistico
de los datos teniendo en cuenta las posibles variaciones causadas por el efecto borde. El efecto borde
hace referencia a las diferencias de crecimiento, desarrollo o rendimiento de las plantas situadas en los
bordes de un ensayo experimental en comparacion con las plantas del interior (Hadjichristodoulou, A.
1993), debido a que estas estdn sometidas a condiciones ambientales de luz, aireaciéon o espacio
diferentes, hecho que genera sesgos en los resultados.

Para evitar este sesgo y asegurar que las conclusiones fueran representativas, se volvié a realizar el
analisis previo excluyendo las plantas de los bordes del experimento realizado en condiciones de HD.
Dentro de este experimento, ademas, diferenciamos entre plantas largas (HDg) y cortas (HDp) debido a
que bajo condiciones de HD se distinguen estos dos tipos de plantas (Figura Suplementaria 1).

Al comparar los resultados obtenidos de las plantas que han crecido en W y comparando las condiciones
de LD y HD, los datos muestran como en HD la elongacidn del hipocotilo es similar a la elongacion en
LD (35 mm vs 36 mm) (Pyar: 0.1). Sin embargo, la longitud es significativamente menor (Pyaior: 0.001)
que la de las plantas que crecen bajo W+FR (44 mm), lo que sugiere que un ambiente competitivo puede
limitar el crecimiento en altura. Entre las plantas mas largas y las mas pequefias (35 mm vs 28 mm) de
las crecidas en HD existe una diferencia estadisticamente significativa (Pvaior: 0.001). Mientras que las
plantas mas largas, muestran una elongacién mas pronunciada tipica del SAS, las plantas mas pequefias,
muestran un crecimiento mas reducido debido a la sombra proyectada por las plantas vecinas (Figura
Suplementaria 1 y 2A).

En lo que respecta a la elongacion del primer internodo, las plantas mas largas (HDg) (13 mm) no
presentan una diferencia relevante (Pyaior: 0.1) de las que crecen en LD (11 mm). Mientras que las plantas
HDp (7 mm) elongan significativamente menos (Pvaior: 0.001) que el resto de las plantas. Tal y como se
puede observar en la Figura Suplementaria 2B, el tratamiento de sombra simulada produce la elongacion
mas acentuada del andlisis. En cuanto al desarrollo del area foliar (Figura Suplementaria 2C), los
resultados obtenidos siguen el mismo patrén que los de la elongacion del internodo. Con una diferencia
significativa (Pvaior: 0.001) entre las plantas HDp (500 mm?) y el resto de las plantas (HDg: 2600 mm?;
LD W: 2500 mm?; LD W+FR: 3400 mm?).

b) Contenido de clorofilas y carotenoides

Por otro lado, se realizaron mediciones del contenido de clorofilas mediante el SPAD y mediante HPLC,
el cual también nos otorga informacion detallada sobre el contenido de carotenoides.

En cuanto al contenido de clorofilas, medido como indice SPAD, se observan diferencias significativas
(Pyator: 0.001) entre las plantas crecidas en LD bajo las distintas condiciones luminicas (W o W+FR), ya
que se distingue una clara tendencia hacia una menor acumulacién de clorofilas en condiciones de
sombra simulada en comparacion con la acumulacion en W (31 vs 37). Por otro lado, al comparar los
niveles de clorofilas de las plantas crecidas en W pero en distinta densidad (LD y HD) se ha visto que
las plantas crecidas en HD presentan una acumulacion de clorofilas significativamente menor (Pvalor:
0.001) con respecto a las plantas crecidas en LD (35 vs 37) (Figura 8). Estos resultados sugieren que el
tomate M82 muestra respuestas SAS diferenciadas segiin el tipo de sombra, ya que responde al
tratamiento de sombra simulada a nivel de crecimiento y de pigmentos fotosintéticos, pero a la sombra
de proximidad real solo responde disminuyendo el nivel de clorofilas en hoja.

Estos resultados coinciden con los obtenidos mediante HPLC (Figura Suplementaria 3B), en los cuales

también se observd una menor acumulacion de carotenoides y clorofilas en W+FR respecto a W

(Carotenoides: 2.9 vs 3.6; Clorofilas: 2.2 vs 2.7) y no se observaron diferencias significativas entre las

plantas crecidas en W pero en distintas densidades (Pvaior: 0.22). En cuanto al contenido total de

tocoferoles no se vieron diferencias significativas (Pvaior: 0.48) ni entre las distintas densidades ni entre

las condiciones luminicas (Figura Suplementaria 3C). Sin embargo, se distingue una clara tendencia
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hacia una menor acumulacion de tocoferoles en W+FR en comparacion con la acumulacion en W (1.2
vs 1.4).
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Figura 8. Respuestas a sombra simulada (W+FR vs W)y sombra de proximidad (HD vs LD) en plantas M82. A) Analisis
de la acumulacion de clorofilas (SPAD). En los graficos se muestra el analisis de los absolutos a la izquierda y sus
respectivos datos realtivizados a la derecha.

Teniendo en cuenta el efecto borde, vemos que el contenido de clorofilas (SPAD) presenta la misma
tendencia que antes del filtrado de los datos. Se ha observado que en condiciones de sombra simulada
hay una menor acumulacién de clorofilas (Pyaor: 0.001) en comparacion con la presente en condiciones
control de W (32 vs 38). Sin embargo, en condiciones de HD, las plantas presentan la misma respuesta
(Pvator: 0.05) que las plantas crecidas en LD (Figura Suplementaria 4).

¢) Rendimiento fotosintético

El andlisis del rendimiento fotosintético de las plantas se llevé a cabo utilizando el equipo LICOR 600,
mediante la medicion del parametro de la eficiencia fotosintética efectiva del fotosistema II (PhiPS2).
Atendiendo a los datos obtenidos, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre W
y WHFR (Pyaior: 0.140), ni entre LD y HD (Pyaior: 0.235) (Figura 9). A pesar de no encontrar diferencias
significativas, se ha observado una ligera tendencia hacia un menor rendimiento fotosintético en las
plantas crecidas en W+FR frente a los controles en W y en HD frente a LD (Figura 9), lo que concuerda
con la reduccion observada en los niveles de clorofilas (Figura 8).
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Figura 9. Analisis del rendimiento fotosintético efectivo del PSIl (PhiPS2) en condiciones de sombra.

De nuevo, teniendo en cuenta el efecto borde en el analisis del rendimiento fotosintético vemos como
este factor no se ve alterado ni por el tratamiento luminico ni por el tratamiento de las diferentes
densidades (Pvaior: 0.235 y 0.140 respectivamente), ya que la respuesta se mantiene en todos los casos
en torno a 0.7 (Figura Suplementaria 5).

2. CARACTERIZACION DE MUTANTES DE PERDIDA DE FUNCION DE PIF1 EN EL
FONDO GENETICO MICRO-TOM

La siguiente ronda de experimentos se llevo a cabo utilizando lineas transgénicas de tomate en fondo
Microtom (MT) deficientes en PIF1a, PIF1b o ambos, previamente desarrolladas por Miguel Simén
Moya durante su tesis doctoral (Simon-Moya et al., 2021). Estas lineas de pérdida de funcion fueron
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generadas mediante la tecnologia CRISPR-Cas9, con el objetivo de estudiar las funciones divergentes
de los factores de transcripcion PIFla y PIF1b, los cuales mostraron diferencias significativas en su
expresion y en su interaccion con phyB. Mientras que PIF1a conserva la capacidad de interactuar con
phyB, PIF1D ha perdido esta funcion, lo que sugiere una diferenciacion evolutiva en sus roles biologicos
(Simon-Moya et al., 2021).

La caracterizacion fenotipica inicial de las lineas mutantes demostré que ambos factores de transcripcion
estan implicados en procesos como la regulacion de la germinacion de las semillas, la sintesis de
pigmentos en las hojas y la produccion de frutos. Ademas, se identificaron funciones especificas de
PIF1a, relacionadas con el alargamiento de los pelos radiculares. Sin embargo, no se encontré ningin
proceso regulado especificamente por PIF1b (Simon-Moya et al., 2021). Por ello, en el presente estudio
no se han incluido las lineas deficientes solo en PIF1b, aunque si las pifi/a y las dobles mutantes pifla/Ib
(Figuras 10 a 14).

La caracterizacion de los mutantes simples de pifia se realizo utilizando dos alelos distintos, los cuales
fueron genotipados y secuenciados en este estudio (Figura 10). El alelo pifia.l consta de una insercion
de una adenina (A) que produce un cambio en el marco de lectura, que se traduce en la obtenciéon de una
proteina truncada no funcional (Figura 11). Este alelo es del que consta el doble mutante de pifia/Ib.
Por otro lado, el alelo pifla.2 presenta una delecion de 12 pares de bases (ACCAAGCTGTCA), lo que
se traduce en la pérdida de 4 aminoacidos, pero no en una pérdida del marco de lectura, por lo que esta
mutacion acaba generando una proteina que consta de todos los dominios funcionales presentes en
PIF1a.

I A A i eoesmeeereed T
TAACGGCAGTGGAGGTGGTGGTGATGCGGTTATTCCCTCTG-ACCAAGCTGTCAGTAGAGAGATCCGTCATGTAGAGGAAACTACTC

Pif1a - Alelo 1 (pifia.1)
Insercién 1pb
(A)

TAACGGCAGTGGAGGTGGTGGTGATGCGGTTATTCCCTCTGAACCAAGCTGTCAGTAGAGAGATCCGTCATGTAGAGGAAACTACTC

ACGGCAGTGGAGGTGGTGGTGATGCGGTTATTCCCTCTG-ACCAAGCTGTCAGTAGAGAGAT CCGTCATGTAGAGGAAACTACTCCACATCATCTGTTTA

Pifla-Alelo 2 (pifia.2)
Delecién 12pb
(ACCAAGCTGTCA)

Figura 10. Cromatograma del alelo 1y 2 de la linea mutante pifia.
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Figura 11. Representacion esquematica de la proteina PIF1a en los alelos mutados mediante CRIPR/Cas9. APA,
dominio de unién a phyA; APB, dominio de union a phyB.

2.1 Confirmacion de la pérdida de funcion de PIF1a en el alelo pifia.2

Uno de los fenotipos mas distintivos de las lineas de tomate deficientes en PIF1a es el desarrollo de
pelos radiculares (Simon-Moya et al., 2021). Tanto las plantas no mutadas como el mutante pifib
presentaban pelos radiculares, mientras que en las raices de pifia.l y del doble mutante pifia/ib tan
solo se observaban los primordios de los pelos radiculares (Simon-Moya et al., 2021).
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En base a esta informacion, se repitio este experimento utilizando el segundo alelo del mutante pifia,
pifla.2, el cual no fue testado en la tesis anteriormente mencionada. Se esperaba que si el alelo pifia.2
generaba una pérdida de funcion se observaria un fenotipo de ausencia de pelos radiculares similar al
del alelo pifia.l.

Mediante el Macroscopio Leica DMS 1000 se visualizaron y capturaron imagenes de las raices de las
plantulas una semana después de su germinacion. Mientras que las plantulas silvestres y piflb
presentaban pelos radiculares, los mutantes pifia, tanto pifia.l como pifla.2 y el doble mutante
pifla/lb, no presentaron pelos radiculares (Figura 12), hecho que confirma la replicabilidad del
experimento e indica que el alelo pifia.2 es de pérdida de funcion.

A B

pifta.1 pifia.2 pifia/1b

pifib pifia/1b pifia.1 WT

pif1b wT

Figura 12. Ay B) Fenotipo visual de los pelos radiculares del WT y de las plantulas mutantes de PIF1.

2.2 Caracterizacion de la respuesta a sombra de proximidad

a) Respuestas de crecimiento

Para caracterizar las respuestas de crecimiento de plantulas silvestres y deficientes en PIF1 se evaluaron
parametros fisiologicos clave, como la elongacion del hipocotilo, la del primer internodo y el desarrollo
del area foliar; bajo W y W+FR. Estos analisis se realizaron con el fin de analizar como responden los
diferentes genotipos al tratamiento de sombra simulada (W+FR) y determinar si muestran algun grado
de tolerancia (Figura 13).

Respecto a la elongacion del hipocotilo, no existen diferencias significativas (Pyaior. 0.741) ni entre W'y
W+FR ni entre los diferentes genotipos. Sin embargo, las plantulas silvestres (MT) tienden a presentar
una mayor elongacion del hipocotilo en WHFR con respecto a W (22 mm vs 19 mm). Esto se debe a que
la planta cuando percibe un menor R:FR, activa el SAS, lo que hace que la planta elongue. Por otro lado,
pifla.2 también presenta una mayor elongacion en W+FR, aunque muy tenue, siendo este cambio
imperceptible en pifia.l y en el doble mutante pifia/lIb (Figura 14A). Estos datos sugieren que la
mutacion individual de estos genes apenas tiene un efecto diferencial en la elongacion del hipocotilo
comparado con las plantas no editadas de Microtom (MT).

En el analisis de elongacion del primer internodo, tampoco se han visto diferencias significativas en
ninguno de los casos (Pvaior: 0.373) pero se confirman las tendencias observadas con el alargamiento del
hipocétilo (méas evidentes al comparar los datos relativos a los valores en W para todos los genotipos).
El control (MT) muestra una tendencia hacia un mayor alargamiento del internodo en W+FR en
comparacion con W (12 mm vs 7.5 mm), lo que indica una respuesta tipica de SAS. Este hecho también
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sucede en los mutantes simples pifia.2, pero se atenua en pifia.l y en el doble mutante pifia/1b, siendo
este ultimo el que presenta una respuesta mas atenuada a la sombra simulada (7 mm) (Figura 14B).

Respecto al area foliar (Figura 14C), los datos muestran como no existen diferencias significativas ni
entre Wy WHFR, ni entre los genotipos en ninguno de los casos (Pvaior: 0.702). En cuanto a tendencias,
se ha visto un aumento del area foliar en W+FR respecto a W en MT, pifia.l y en el doble mutante
pifla/l1b que se atenia en el mutante simple pifia.2. Estos resultados sugieren que los alelos pifia.ly
pifla.2 no serian funcionalmente idénticos en cuanto a la respuesta a sombra en estadios tempranos de
desarrollo de la planta de tomate. Mientras que la mutacion pifia. I atentia las respuestas de elongacion,
la mutacion pifia.2 parece afectar a la expasion foliar (Figura 13).

pifla.2 pifla’lb

Figura 13. Caracterizacion del crecimiento de la planta silvestre MTy los mutantes PIF1.
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b) Contenido de clorofilas y carotenoides

El contenido de clorofilas, que fue tomado mediante mediciones con el SPAD, mostrd que las plantas
silvestres de MT presentan una acumulacion similar en W y en W+FR (39.5 vs 39), hecho no esperado
ya que una de las respuestas caracteristicas del SAS es la disminucion significativa de la clorofila bajo
condiciones de sombra. Este esperado descenso en W+FR, se da sin embargo de forma significativa
(Pyator: 0.001) en los alelos mutados pifia.l y pifla.2 y en pifla/Ib (Figura 15).
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Figura 15. Anélisis de la acumulacion de clorofilas (SPAD) del control y las lineas mutantes de PIF1.

Por otro lado, en cuanto al contenido total de clorofilas y carotenoides obtenidos mediante HPLC, los
datos mostraron que no existen diferencias significativas ni entre los distintos genotipos (Pvalor: 0.846) ni
entre los tratamientos de Wy W+FR (Pyaior: 0.131). En cualquier caso, los datos relativos muestran una
tendencia a la disminucion en los niveles de clorofilas y carotenoides en W+FR para todos los genotipos

excepto para el alelo pifla.2, aunque probablemente sea debido a la gran dispersion de datos (Figura
Suplementaria 6 A-B).

En cuanto al contenido de tocoferoles (Figura Suplementaria 6C), aunque las diferencias no sean
significativas ni entre los genotipos ni entre los diferentes tratamientos (Pvaior: 0.534), el WT mostrd una
clara tendencia a una menor acumulacion de tocoferoles bajo W+FR, pero no ocurre lo mismo en el
resto de los mutantes.

¢) Rendimiento fotosintético

Respecto al rendimiento fotosintético efectivo del fotosistema II (PhiPS2), los datos mostraron que este
pardmetro no se ve afectado por las condiciones luminicas (W o W+FR), ni por la pérdida de funcion
de PIF1, ya que todos los genotipos responden igual que el control y no existen diferencias significativas
(Pyator: 0.224) (Figura 16).
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Figura 16. Analisis del rendimiento fotosintético efectivo del PSIl (PhiPS2) en condiciones de sombra.

3. CARACTERIZACION DE MUTANTES DE PERDIDA DE FUNCION DE PIF7 EN EL
FONDO GENETICO MICRO-TOM
3.1 Generacion de lineas de pérdida de funcion de PIF7

El genoma de tomate contiene dos genes codificantes para homologos de PIF7, denominados PIF7a y
PIF7b. El trabajo llevado a cabo en el laboratorio por Esteban Burbano Erazo permitié conseguir
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transgénicas CRISPR-Cas9 de tomate en Microtom con ediciones en uno o ambos genes, pero no se
llegaron a aislar lineas monoalélicas homocigotas. Antes de llevar a cabo la caracterizacion de la
respuesta a sombra de mutantes deficientes en PIF7 fue por tanto necesario realizar una seleccion de las
lineas homocigotas en la generacion T3 mediante el genotipado y la secuenciacion de los individuos de
esta generacion. De entre todos los individuos homocigotos, inicamente se seleccionaron aquellos que
eran Cas9 negativos.

Se seleccionaron las lineas pif7a/7b-3.8, pif7a/7b-3.14 y pif7a/7b-4.25, a partir de ahora nombradas
como P3.8, P3.14 y P4.25, respectivamente. Estas lineas mostraban mutaciones tanto en P/F7a como
en PIF7b. Los individuos P3.8 y P3.14 provienen de la misma madre (P3) y ambos constan de la misma
mutacion en PIF7b, una delecion de 2pb (TG) que provoca un cambio en el marco de lectura y por tanto
la pérdida de funcion de este gen (Figura 17). En cuanto a PIF7a, los individuos P3.8 presentan una
delecion de 11pb (TGAACAGCTGC) y los individuos P3.14 presentan una delecion de 7pb
(AGCTGCT), traduciéndose ambas en una pérdida del marco de lectura y en la obtencion de una
proteina no funcional (Figura 18). En cuanto al individuo P4.25, este proviene de otra madre distinta a
los otros dos mutantes y en consecuencia también consta de mutaciones diferentes en ambos genes;
presentando una delecion de 1 base (C) en PIF7a y una delecion de 64 pb junto con un SNP (G>A) en
PIF7b lo que se traduce en ambos casos en una pérdida del marco de lectura (Figura 18).

Los experimentos de caracterizacion de estas lineas se hicieron de la misma forma que en los apartados
anteriores. En este caso, se utilizdé como control la planta silvestre de la variedad Micro-Tom, dado que
los mutantes fueron generados en este fondo genético.
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Figura 17. Cromatogramas de las lineas P4.25, P3.8 y P3.14 con mutaciones en los factores PIF7a y PIF7b.
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Figura 18. Representacion esquemadtica de las proteinas PIF7a y PIF7b en los alelos mutados mediante CRISPR/Cas9.
APA, dominio de unién a phyA; APB, dominio de unidn a phyB.
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3.2 Caracterizacion de la respuesta a sombra de proximidad

a) Respuestas de crecimiento

Una vez aplicado el tratamiento luminico (W o W+FR) se llevo a cabo el analisis de elongacion del
hipocétilo, el primer internodo y el area foliar de los diferentes genotipos (Figura 19 y 20).

En primer lugar, se midi6 la elongacion del hipocotilo (Figura 20A). Los datos analizados muestran
como las plantas MT no editadas presentan una elongacion del hipocétilo significativamente mayor
(Pvator:0.001) en W+FR en comparacién con la elongacion en W (24 mm vs 18.5 mm). Las lineas P3.8 y
P3.14 presentan un comportamiento similar al del WT, mostrando un crecimiento significativamente
mayor (Pyaior: 0.001) en W+FR respecto a W (20 mm vs 14 mm). En el caso del mutante P4.25, no se
observan diferencias significativas (Pyaor. 0.014) en la longitud del hipocotilo entre los tratamientos
luminicos. Estos datos indican que esta linea presenta una respuesta atenuada a la sombra simulada
(W+FR) en cuanto a alargamiento del hipocotilo, lo que la hace mas tolerante a esta condicion (Figura
19).

En el andlisis de la elongacion del primer internodo se vié que MT presenta una clara tendencia a una
mayor elongacion en W+FR con respecto a W (12 mm vs 7mm). En cuanto a las lineas mutantes, todas
presentan una mayor elongacion del primer internodo en W+FR, pero esta solo es significativa en P3.14
(Pyator: 0.001) (Figura 20B).

Finalmente, respecto al analisis del area foliar, en MT no se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos luminicos (Pvaor: 0.0732), aunque se repite una clara tendencia a una mayor area foliar
en WHFR con respecto a W (2400 mm? vs 1900 mm?). En cuanto a los mutantes, todos presentan una
mayor area foliar en W+FR respecto a W, pero las diferencias son unicamente significativas en las lineas
P3.8 y P3.14 (Pvaior:0.001) (Figura 20C).

Es importante destacar que las lineas mutantes presentan un tamafio absoluto menor en comparacion
con la linea silvestre (MT). Esta reduccion en el tamafo se atribuye a las mutaciones en los genes PIF7a
y PIF7b (Figura 19).

wsey i".}" S TS

MT p3.8 P3.14 P4.25

Figura 19. Fenotipo visual del control y las lineas mutantes pif7a/7b en condiciones de W'y W+FR.
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b) Contenido de clorofilas y carotenoides

En el analisis de la acumulacion de clorofilas realizado con el SPAD se vio como bajo el tratamiento de
sombra simulada (W+FR vs W) el contenido de este pigmento fotosintético era significativamente
menor (Pyaor: 0.001) tanto en MT como en las lineas mutantes (38 vs 40) (Figura 21).
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Figura 21. Analisis de la acumulacion de clorofilas (SPAD) del control y las lineas mutantes pif7a/7b. En los graficos se
muestra el anélisis de los datos absolutos a la izquierda y sus respectivos datos relativizados a la derecha.

26



Con estas mismas muestras se cuantifico el contenido de clorofilas y carotenoides mediante HPLC
(Figura 22A y B). Mediante este analisis se observd un descenso tanto en el contenido de clorofilas
como en el de carotenoides en condiciones de sombra simulada en el WT y en las lineas mutantes P3.8
y P3.14; aunque estas diferencias solo eran significativas en el contenido de carotenoides (Pyaior: 0.001).
Por otro lado, la linea P4.25 presenta unos niveles similares de los diferentes pigmentos en condiciones
de W y W+FR, siendo ligeramente superiores los niveles de tocoferoles en condiciones de sombra
simulada (Figura 22C).
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Figura 22. A) Contenido total de carotenoides del WT y los mutantes de PIF7. B) Contenido total de clorofilas del WT y
los mutantes de PIF7. C) Contenido total de tocoferoles del WT y los mutantes de PIF7. En los graficos se muestra el
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¢) Rendimiento fotosintético

Por ultimo, respecto al analisis del rendimiento fotosintético de las plantas, no se observaron diferencias
significativas (Pvaior: 0.877) entre los tratamientos de W y W+FR en ninguno de los genotipos (Figura
23).
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Figura 23. Anélisis del rendimiento fotosintético efectivo del PSII (PhiPS2) en condiciones de sombra.
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4. EXPERIMENTO DE LINEAS MUTANTES PIF EN FONDO GENETICO M82

Los experimentos realizados hasta este punto con plantas de tomate Microtom (MT) mostraron que este
fondo genético muestra una respuesta a sombra bastante débil, lo que dificulta detectar fenotipos de
tolerancia en los mutantes ensayados. La ronda inicial de nuestros experimentos mostréd que la respuesta
a sombra de plantas M82 era mucho mas clara (Figuras 7-8). Por tanto, se decidié contactar con el
investigador Yogev Burko (ARO Volcani Center, Israel), que habia generado varios mutantes deficientes
en PIFs por CRISPR-Cas9 en fondo M82, para colaborar en la caracterizacion de la respuesta a sombra
de proximidad de estas lineas.

Ademas de las cuatro lineas cedidas por el colaborador Yogev Burko (pif8a, pif7a/7b, pif4/7a/7b o pifi
y pif4/7a/7b/8a o pifq), también incluimos en el analisis una linea mutante pif7h en fondo M82 que fue
generada en nuestro laboratorio por Esteban Burbano utilizando la tecnologia CRISPR-Cas9 (Figura 24
A). Esta linea mutante pif7b muestra una delecion de 7 pb (ACCAATC) que generan una pérdida del
marco de lectura (Figura 24B y C).
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Figura 24. A) Fenotipado del control (M82) y las lineas mutantes en condiciones de W'y sombra simulada (W+FR). B)
Cromatograma del alelo mutante de pif7b en el fondo genético M82. C)Representacion esquematica de la proteina
PIF7b en el alelo mutado mediante CRISPR/Cas9. APA, dominio de unién a phyA; APB, dominio de unién a phyB.
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a) Respuesta de crecimiento

Al igual que en los ensayos previos, en primer lugar, se realizd un analisis de la elongacion del
hipocétilo, el primer internodo y el area foliar tras el tratamiento luminico (3 dias en W + 11 dias en W
o W+FR).

La linea control M82 mostré una mayor elongacion del hipocétilo en WHFR en comparacion con las
plantas crecidas en W (70 mm vs 45 mm). Este patron se repite en todos los genotipos analizados (Figura
26A), aunque la magnitud de la respuesta disminuye progresivamente a medida que aumenta el nimero
de genes mutados de la familia PIF. En particular, la significancia estadistica se pierde en el mutante
pif4/7a/7b/8a, que presenta una respuesta muy atenuada al tratamiento de W+FR, con una elongacion
en estas condiciones practicamente equivalente a la registrada en W (55 mm vs 48 mm). Estos resultados
sugieren que el mutante pif4/7a/7b/8a tiene una elevada tolerancia a la sombra simulada.

En cuanto a la elongacion del primer internodo (Figura 26B), el WT presenta una elongacion
significativamente mayor (Pvaor: 0.001) en W+FR en comparacion con su crecimiento en W (33 mm vs
13 mm). Este comportamiento también se observa en las lineas mutantes, aunque la tendencia se atenta
conforme aumenta el nimero de genes mutados de la familia de los PIFs. De nuevo, el mutante
pif4/7a/7b/8a destaca por presentar una elongacion en sombra simulada (W+FR) significativamente
menor (Pyaor: 0.001) que la del resto de los genotipos analizados. Estos resultados confirman que el
cuadruple mutante tiene una mayor tolerancia a la sombra simulada que el resto de las lineas mutantes.

Otro de los parametros analizados fue el area foliar en (W vs W+FR) (Figura 26C). En este caso, el WT
mostrd un aumento significativo (Pyaier: 0.001) del area foliar bajo W+FR. A pesar de que la magnitud
de la respuesta va variando en los diferentes genotipos, esta tendencia se repite. Sin embargo, el
cuadruple mutante pif4/7a/7b/8a presentd la respuesta del area foliar relativa mas baja. Este dato
constata la mayor tolerancia de esta linea a condiciones de sombra simulada.

M82

Figura 25. Fenotipo visual del control (M82) y pif4/7a/7b/8a en W'y W+FR.

29



110
100
ef
90 ef de
.

70 °.°

%l abe ab.c S Treatment

3 w

50 i 1* ﬁ WiFR
40 .
30
20

10

0 — — . — 0.0

N
o

ab 3 ab

N
o

womn o o

.
ab § ab
1

o

Treatment

w
WFR

Hypocotyl length (mm)
3
5

Hypocotyl relative length (mm)

o
o

M82 pifSa  pif7b  pif7ab

piféa prﬂb plﬂab pitt pifq

B
50
g 40
E
£
g 30 Treatment
= Hw
§ 20 B werr
c
g
=
- 10
0
M82  pif8a  pif7lb  pif7ab pift pifq
(o]
8000
5
7000
6000 4
5000 g
8 a Treatment E 3
- S Treatment
S 4000 felw o =
g B wer 2 = xm
— 3000 B2
@
2000 «
1
1000

M82  piféa  piffb piffab  pift pﬁq M82  pif8a  piffb  pif7ab pift pifq
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Este primer ensayo ha permitido concluir que pif4/7a/7b/8a es la unica de las lineas analizadas
claramente tolerante a sombra simulada (Figura 25) y por tanto que el efecto aditivo de estos genes tiene
un gran peso en la obtencion de un fenotipo.

En estudios previos realizados por Esteban Burbano se constaté que los mutantes de pif7b en fondo M82
presentaban cierta tolerancia a sombra simulada, hecho que no vimos en el experimento actual. Para
verificar los resultados, se disefid un nuevo experimento en el que se comparo esta linea pif7b con el
MS82 de nuestro laboratorio utilizado para generarla (denominado M82E) y se incluy6 el mutante pifg
(pif4/7a/7b/8a) junto con el M82 que se uso para generarla (M82B) De esta forma pudimos hacer la
comparativa entre ambas lineas supuestamente tolerantes a sombra con sus controles reales.

En este nuevo experimento pudimos evidenciar que el control del laboratorio, denominado MS82E,
consta de un tamafio un poco mas reducido que el control de Y. Burko, denominado M82B, aunque las
diferencias no son significativas. A pesar de las diferencias, ambos controles presentan una elongacion
significativamente mayor (Pyaior: 0.001) en W+FR respecto a W. Hecho que también sucede en el mutante
pif7b. Mientras que, de nuevo, el cuadruple mutante no presenta diferencias significativas entre ambas
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condiciones luminicas lo que valida de nuevo la tolerancia a sombra simulada de esta linea (Figura 27
Ay 28).

Resultados similares se obtuvieron en los ensayos de la elongacion del primer internodo y del area foliar,
presentando en ambos casos pif7b una clara respuesta a las condiciones de sombra simulada (W+FR).
Sin embargo, en pif4/7a/7b/8a esta respuesta esta mucho mas atenuada, lo que se traduce en una mayor
tolerancia a W+FR de esta linea (Figura 27B y C).
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Figura 27. Respuestas a sombra simulada (W+FR vs W). A) Anélisis de longitud del hipocétilo. B) Anélisis de longitud
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Figura 28. A)Fenotipo visual del genotipo control M82 B bajo W'y W+FR. B) Fenotipo visual de pif4/7a/7b/8a bajo W'y
W+FR. C) Fenotipo visual del genotipo control M82 E bajo Wy W+FR. D) Fenotipo visual de pif7b bajo Wy W+FR.
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b) Contenido de clorofilas y carotenoides

Todos los genotipos analizados en el presente estudio responden al tratamiento de sombra simulada
(W+FR) con un descenso significativo en el contenido de clorofilas (Figura 29A) (Pvaior: 0.001). Hecho
que también se ve claramente en el segundo ensayo realizado unicamente con los controles (M82B y
MS82E) y los mutantes pif7b y pif4/7a/7b/8a (Figura 29B) (Pyaior:0.001). Con las muestras de este
segundo ensayo también se midid el contenido total de carotenoides y clorofilas mediante HPLC,
observandose de nuevo un descenso tanto de las clorofilas como de los carotenoides en respuesta al
tratamiento de sombra simulada (W+FR) (Figura Suplementaria 7). Aunque en este caso las diferencias
no son significativas (Pyalor: 0.989).
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Figura 29. Ay B) Anélisis de la acumulacion de clorofila (SPAD) del control y las diferentes lineas mutantes del ensayo.

En los graficos se muestra el analisis de los datos absolutos a la izquierda y sus respectivos datos relativizados a la
derecha.

¢) Rendimiento fotosintético

Respecto al rendimiento fotosintético de las plantas, medido mediante el LICOR, no se han observado
diferencias estadisticamente significativas ni entre los tratamientos luminicos (W o W+FR), ni entre los
distintos genotipos ya que todos responden de la misma manera (Figura 30A). Esto indica que la
eficiencia fotosintética efectiva del fotosistema II (PhiPS2) no es un parametro alterado por estos
factores. Este mismo resultado se obtuvo en el segundo experimento realizado unicamente con los
controles (M82B y M82E) y los mutantes pif7b y pif4/7a/7b/8a (Figura 30B).
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Figura 30. A) Anélisis del rendimiento fotosintético efectivo del PSIl (PhiPS2) del control y las lineas mutantes en Wy
W+FR. B) Analisis del rendimiento fotosintético efectivo del PSII (PhiPS2) de los controles M82 y las lineas mutantes

pifd/7a/7b/8a y pif7b en Wy sombra simulada (W+FR).
32



DISCUSION

La luz es uno de los factores abidticos mas importantes para el crecimiento y desarrollo de las plantas,
ya que regula procesos esenciales como la fotosintesis y la fotomorfogénesis. Sin embargo, en
condiciones de sombra o alta densidad de cultivo, la disponibilidad de luz por planta disminuye
significativamente, lo que limita el desarrollo y la productividad, especialmente en especies sensibles a
estas limitaciones luminicas (Kurepin et al., 2014). Este problema actualmente es de gran relevancia, ya
que se busca optimizar y maximizar la produccion agricola en espacios reducidos. Para lograr esto, es
necesario sembrar una mayor cantidad de plantas en un espacio menor, lo que conlleva un aumento de
la competencia entre las mismas y un incremento de las condiciones de sombra (Board, 2000; Grant,
1997). En este contexto, es importante tener en cuenta que las plantas pueden clasificarse en dos tipos
segun su comportamiento ante estas circunstancias: aquellas tolerantes a la sombra y aquellas sensibles
a la sombra.

Las plantas sensibles tienden a elongar en condiciones de sombra (bajo R:FR), lo que provoca una
reduccion en su produccion, mientras que las tolerantes muestran una mejor adaptacion (Martinez-
Garcia et al., 2023). El objetivo de este proyecto ha sido identificar plantas de tomate que presenten una
mayor tolerancia a las condiciones de alta densidad de cultivo, de modo que su crecimiento y produccion
sean equivalentes a los obtenidos en cultivos de baja densidad. Este enfoque es clave para optimizar el
uso de los recursos disponibles y contribuye a la implementacion de sistemas agricolas mas sostenibles
y productivos.

1. Diferencias entre el crecimiento en condiciones de alta densidad (HD) y el crecimiento en
condiciones de sombra simulada (W+FR)

Inicialmente se realiz6é un ensayo con plantas silvestres con fondo genético de M82 crecidas en baja
densidad (LD) y comparando condiciones de alto y bajo R:FR (W vs W+FR), asi como en alta densidad
(HD) y W (Figura 6). El objetivo principal de este estudio era determinar si las plantas crecidas en LD,
pero en WHFR, presentaban un comportamiento y crecimiento similar al de las plantas crecidas en HD.
Todas las plantas de este experimento presentan el mismo PAR (146) aunque el R:FR es menor en las
plantas crecidas en W+FR vs W (0.12 vs 4.88) y HD, debido a las condiciones de sombra que se generan
por la proximidad de la vegetacion.

Las respuestas de la planta a las variaciones en la cantidad y calidad de la luz estan mediadas por la
sensibilidad de los fitocromos y la regulacion de las hormonas endégenas. En condiciones de Wy LD,
los fitocromos se encuentran mayoritariamente en su forma activa (Pfr). En este contexto, el phy4, al
ser fotolabil, se degrada mediante la via del proteasoma 26S dependiente de ubiquitina. Sin embargo, el
phyB se estimula, interactuando con la familia PIF. Esta interaccion conduce a la fosforilacion de los
PIF, reprimiendo asi el SAS (Krahmer et al., 2023).

Sin embargo, cuando el R:FR disminuye porque o bien se suplementa con FR o bien la densidad
aumenta, los fitocromos se inactivan. En estas circunstancias, los PIFs se desfosforilan ¢ inducen la
expresion de genes promotores de crecimiento y represores de la fotomorfogénesis, lo que provoca la
elongacion de la planta y la pérdida de pigmentos fotosintéticos.

Estudios previos han demostrado que las plantas de Arabidopsis deficientes en el phyB muestran
caracteristicas como una mayor elongacion y un aumento en la expansion foliar en respuesta a cambios
en el R:FR (Devlin et al., 1998). Estas evidencias destacan el papel clave de los fitocromos en la
regulacion de las respuestas morfoldgicas y fisiologicas a la calidad de la luz.

Los resultados de este estudio muestran un aumento significativo en la longitud del hipocotilo de
plantulas de tomate bajo condiciones de sombra simulada (W+FR) en comparacion con las condiciones
de W cuando las plantas crecen en LD (Figura 7A). Esto confirma que el tratamiento W+FR
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implementado en nuestro laboratorio induce una elongacion del hipocotilo cuando las plantas crecen de
forma aisladas o en densidades de plantacidon reducidas. Este comportamiento indica que las plantas
perciben la disminucion del R:FR como una sefal temprana para detectar la proximidad de plantas
adyacentes. Esto les permite elongar antes de enfrentarse a una situacion de sombra real (Ballaré et al.,
1994).

La menor elongacion del hipocotilo bajo condiciones de HD, equiparable a la elongacion observada en
LD bajo W (Figura 7A), evidencia el efecto combinado de la calidad de la luz y la densidad de plantacion
sobre el crecimiento de las plantas.

En HD, aunque el phy4 puede acumularse debido a la disminucion en el R:FR, las condiciones
competitivas pueden inhibir la activacion completa de los mecanismos moleculares que promueven la
elongacion (Horn 1971; Harper1977), como la desfosforilacion de los factores PIF y la activacion de
genes promotores del crecimiento. Este fendmeno estd asociado con el denominado canopy shade,
caracterizado por un R:FR fuertemente reducido (<0.1) y una menor intensidad de luz en la region PAR.
Esto contrasta con la respuesta observada en LD bajo W+FR, donde las plantas disponen de los recursos
luminicos suficientes para activar completamente las vias que inducen la elongacion (Figura
Suplementaria 1).

Se ha demostrado que los internodos actuan como receptores de FR y que su elongacion sigue un patron
similar al del hipocotilo (Figura 7B). Esto coincide con lo reportado por Canham (1975), quien observo
que tanto la longitud de las plantas como el numero de nudos aumentan en condiciones de baja
irradiacion. Aunque se esperaria que las plantas en HD sean mas altas o tengan internodos mas largos,
un estudio llevado a cabo por Huld et al., (1997) muestra que las plantas en LD elongaron mas y
produjeron mas hojas. Esto ocurre porque la luz reflejada desde la base de las hojas mejora la penetracion
luminica hacia las plantas vecinas, favoreciendo la fotosintesis en las hojas inferiores, mientras que en
HD la reduccion de luz en las partes superiores limita el crecimiento.

Todos los resultados obtenidos a lo largo del proyecto muestran como a medida que disminuye el R:FR,
el area foliar de las plantas aumenta. Esto refleja una estrategia adaptativa en respuesta a la sombra
simulada o a la competencia luminica, ya que, en entornos con menor disponibilidad de luz, las plantas
tienden a expandir su superficie foliar como mecanismo para maximizar la captacion de luz necesaria
para la fotosintesis.

El experimento realizado, considerando el efecto borde y las diferencias en el tamafio de las plantas, ha
permitido concluir que la densidad de cultivo influye directamente en la desigualdad del tamafio entre
plantas. En densidades bajas, donde hay poca competencia, las plantas tienden a desarrollar tamafios
mas uniformes. Sin embargo, a medida que la densidad aumenta y la competencia entre plantas se
intensifica, también lo hace la desigualdad en el tamafio (Figura Suplementaria 2A).

Por ello, en condiciones de HD se observan diferencias en la longitud de las plantas, distinguiéndose
entre plantas grandes (HDg) y pequeinas (HDp) (Figura Suplementaria 1). Esta conclusion es respaldada
por un estudio realizado por Edmeades y Daynard sobre la variabilidad en el tamafio en cosechas
secuenciales de maiz (Zea mays) cultivado a cuatro densidades diferentes, el cual concluye que el
tamario de las plantas aument6 a medida que aumentaba la densidad de plantacion.

Estos resultados confirman que la densidad de plantacion actia como un factor modulador de las
respuestas inducidas por la calidad de la luz, resaltando la importancia de considerar el contexto
competitivo al evaluar las respuestas morfologicas y fisiologicas de las plantas a las variaciones
luminicas.
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2. Efecto de los genes PIF de tomate en la respuesta a sombra simulada (W+FR)

2.1 Efecto de los genes codificantes para PIF1

El genotipado de las lineas mutantes de PIF1a, mostrd dos alelos que presentaban mutaciones en su
secuencia nucleotidica. En pifia. ! se observa la insercion de una adenina que altera el marco de lectura
y provoca la pérdida de dominios funcionales esenciales para la estructura proteica, resultando en una
pérdida de funcion. Por otro lado, pifla.2 muestra una delecion de 12 nucleétidos, cuya implicacion
funcional fue evaluada en el presente estudio (Figura 10 y 11).

Para comprobar la pérdida de funcién de las lineas mutantes de PIF1a, Miguel Simén Moya analiz6 el
desarrollo de los pelos radiculares de las plantulas de tomate. En condiciones normales, tal y como se
observo en el WT, las plantas desarrollan pelos radiculares en sus raices. Sin embargo, los resultados
mostraron que ni el mutante simple pif7a. I ni el doble mutante pifia/1b presentaban pelos radiculares,
mientras que el WT y el mutante pifib si los presentan.

En el presente estudio, se evalud el desarrollo de los pelos radiculares para determinar si la delecion en
pifla.2 implica una pérdida de funcién. Los resultados en cuanto a los pelos radiculares hacen suponer
que si, ya que al igual que pifia.l carecen de pelos radiculares (Figura 12). Estos resultados indican que
la delecion identificada, aunque no altera el marco de lectura, si implica una pérdida en la funcionalidad
de la proteina, probablemente debido a una alteracion en la estructura tridimensional de la proteina por
la ausencia de estos 4 aminoacidos. Estos resultados confirman que ambos alelos de pifia son de pérdida
de funcion y podrian utilizarse para futuras investigaciones.

Una vez confirmada la pérdida de funcion de los alelos de pifla, se evaluo su efecto, junto con el del
doble mutante pifia/1b sobre la elongacion del hipocétilo en condiciones de W+FR, comparandolo con
las condiciones de crecimiento bajo W (Figura 14A). Los resultados muestran que tanto en los genotipos
mutantes (pifia. 1, pifla.2 y pifia/l1b) como en el control (MT) no se observan diferencias significativas
entre W+FR y W. Esto sugiere que el tomate MT no responde significativamente a la sombra,
impidiendo sacar conclusiones robustas sobre si las mutaciones en PIFla afectan directamente a la
capacidad de las plantas para responder a sombra.

En cualquier caso, el doble mutante pifia/Ib, muestra una tendencia a una menor elongacion en
condiciones de W+FR (Figura 14A). Esto podria indicar que en los mutantes simples de pifia, PIF1b
estd supliendo parcialmente la funcion de PIF1a, compensando la pérdida de funcion de este gen, por
eso en las plantas pifia/lb, debido a la ausencia de ambos genes se ha visto una mayor tolerancia a la
sombra.

En conclusion, PIF1b puede tener un efecto modulador en ausencia de PIF1a. Sin embargo, en futuros
experimentos habria que asegurar que el control no editado (MT) responde de forma significativa a
sombra (por ejemplo, ajustando las condiciones experimentales) asi como incluir el genotipo pifib en
el analisis de elongacion.

El contenido total de carotenoides en los mutantes de PIF1a no mostré diferencias significativas entre
genotipos ni entre tratamientos luminicos, aunque se observo una tendencia general a una disminucion
de los carotenoides bajo W+FR (Figura Suplementaria 6). Destaca el mutante pifia.2, que mantiene
niveles similares de carotenoides tanto en W como en W+FR. No obstante, la elevada dispersion de
datos en este genotipo sugiere que los resultados podrian no ser del todo fiables y deberian ser
confirmados mediante nuevos experimentos. En este sentido, aunque los datos no permiten concluir con
certeza un papel claro de PIF1a en la regulacion de la sintesis de carotenoides, el comportamiento de
pifla.2 plantea una posible alteracion funcional que merece un analisis mas detallado.
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2.2 Efecto de los genes codificantes para PIF7 y otros PIF

Uno de los objetivos principales de este proyecto fue estudiar la respuesta de PIF7 bajo diferentes
condiciones luminicas, con el fin de determinar si es tolerante a la sombra. PIF7 es especialmente
interesante debido a su fotoestabilidad, una caracteristica que desempefia un papel muy importante en
la regulacion de las respuestas de la planta a las diferentes condiciones luminicas, especialmente en
condiciones de sombra o alta densidad de cultivo.

A diferencia de otros factores de transcripcion de la familia PIF, como PIF1 o PIF4, que son rapidamente
degradados en presencia de alto R:FR, PIF7 se mantiene estable bajo estas condiciones. Se decidi6 hacer
lineas mutantes de tomate con pérdida de funcion de los dos genes que codifican para homologos de
PIF7 (PIF7a y PIF7b) porque este es un genotipo de interés debido a su papel en la elongacion del
hipocotilo y su posible relacion con la tolerancia a la sombra en Arabidopsis (Rosado et al., 2016;
Morelli et al., 2021).

En el presente estudio, se ha llevado a cabo el genotipado y analisis fenotipico del doble mutante de
PIF7 en fondo MT (pif7a/7b), proporcionado por Esteban Burbano. Para la realizacion de este analisis
se seleccionaron 3 lineas mutantes de pérdida de funcion: P3.8, P314 y P4.25 (Figura 19). Los resultados
mostraron diferencias significativas en la respuesta de elongacion del hipocotilo y del primer internodo
bajo W+FR entre los diferentes genotipos (Figuras 20 A y B). Mientras que los individuos P3.8 y P3.14
presentan una elongacion significativamente mayor en W+FR en comparacion con la elongacion en W,
el individuo P4.25 no presenta diferencias significativas entre estas dos condiciones luminicas.

Analizando las secuencias nucleotidicas de cada linea, se observa que P3.8 y P3.14 difieren inicamente
en la mutacion de PIF7a, mientras que ambas comparten la misma mutacion en PIF7b (Figura 17). Esto
indica que la mutacion compartida en PIF7b no parece influir de manera relevante en la respuesta, al
igual que ninguna de las deleciones que presentan en PIF7a. Por otro lado, la linea P4.25 presenta una
mutacion distinta en PIF7b, caracterizada por una delecion de 64 pares de bases y un cambio de adenina
por guanina. Esta mutacion podria explicar la respuesta mas atenuada a la sombra que presenta este
individuo, al elongar de manera similar en condiciones de luz y sombra (Figura 20A) y su mayor
acumulacion de pigmentos fotosintéticos (Figura 22), en comparacion con P3.8 y P3.14.

Estos resultados sugieren que PIF7b podria estar desempefiando un papel crucial en la regulacion de la
elongacion en respuesta a sombra simulada (W+FR), lo que evidencia la importancia de este gen como
regulador de las adaptaciones de las plantas a entornos de bajo R:FR.

Con el objetivo de comprobar si el mutante pif7b en fondo genético M82, una variedad que responde
mas a nuestras condiciones de sombra que MT, presenta el fenotipo de tolerancia esperado, se evaluo su
respuesta a W+FR, junto con la de otros mutantes cedidos por Y. Burko (pif8a, pif7a/7b, pif4/7a/7b y
pif4/7a/7b/8a) (Figura 24A). El hecho de realizar los experimentos en diferente fondo genético permite
comparar y evaluar la replicabilidad de los resultados obtenidos en diferentes variedades.

Los resultados obtenidos muestran como los mutantes simples (pifS8a y pif7b) tienen un efecto limitado
en la inhibicion de la respuesta a la sombra simulada (Figura 26A), indicando que en su contribucion al
fenotipo de tolerancia a sombra es reducida o nula.

Las diferencias observadas en la respuesta de PIF7b entre los experimentos realizados, podria deberse a
la divergencia genética de las variedades que hacen que el papel de cada gen en la regulacion de la
respuesta a sombra simulada sea distinto. Estas divergencias evidencian la importancia de considerar el
fondo genético como un factor clave en este tipo de estudios, ya que puede influir significativamente en
los fenotipos observados.
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Considerando la importancia del fondo genético y la replicabilidad de los resultados en este tipo de
estudios, se llevo a cabo un analisis comparativo en el que se incluyeron diferentes controles de plantas
silvestres M82, empleadas como WT, y sus respectivas lineas mutantes. Por un lado, se analizé el
mutante pif7b con su respectivo WT, y por otro lado, pif4/7a/7b/8a junto con el WT de Y. Burko (Figura
28).

Los resultados revelaron diferencias significativas en términos de elongacion bajo el tratamiento de
W+FR, entre los dos controles, a pesar de pertenecer a la misma variedad. En particular, el WT utilizado
en el laboratorio mostré una mayor elongacion en estas condiciones (Figura 27A). Esto sugiere que,
aunque ambos controles compartan el mismo fondo genético, las mutaciones acumuladas y la seleccion
artificial durante el manejo de las plantas pueden derivar en diferencias fenotipicas entre lineas que en
principio deberian comportarse igual.

Por otro lado, se observo que las plantas mutantes pif7b en W eran inicialmente mas pequefias que las
mutantes pif4/7a/7b/8a bajo el mismo tratamiento. Esto hace que la elongacion en respuesta a W+FR
sea mas notoria en pif7b (Figura 27A y 28), aunque podria deberse simplemente a su menor tamafio
inicial. Lo que resalta la importancia de considerar las caracteristicas iniciales de las plantas.

En cuanto a la acumulacion de carotenoides y clorofilas, todos los experimentos realizados a lo largo
del proyecto presentan el mismo patron, en el que, bajo W+FR, la acumulacion de estos pigmentos
fotosintéticos en las hojas disminuye en comparacion con la presente en W (Figura Suplementaria 3, 6
y 7). Estos resultados coinciden con lo reportado en estudios previos (Soy et al., 2014; Bou-Torrent et
al. 2015; Morelli et al., 2021), donde se demuestra que la acumulacion de pigmentos fotosintéticos se
reduce bajo condiciones de sombra.

El analisis de rendimiento fotosintético revela que todos los mutantes presentan valores equivalentes
tanto en W como en W+FR, lo que refuerza la idea de que los PIF analizados no estan involucrados en
la regulacion del rendimiento fotosintético efectivo del PSII (PhiPS2). Estos resultados sugieren que
estos PIFs se centran mas en la regulacion del crecimiento en respuesta a la sombra simulada, que en
los procesos metabolicos relacionados con la fotosintesis.

En términos generales, los resultados obtenidos a lo largo del proyecto destacan que no todos los PIF
estan involucrados en los mismos procesos fisiolégicos 0 no tienen el mismo peso en estos, lo que
evidencia la diversidad funcional dentro de esta familia de factores de transcripciéon. Mientras que
algunos PIFs parecen tener un papel fundamental en la respuesta a la sombra, otros no muestran un
efecto significativo en los parametros analizados, como el rendimiento fotosintético o la acumulacion
de clorofila.

Ademas, es importante tener en cuenta que algunos PIF han sido menos estudiados y podrian presentar
funciones aun no identificadas o funciones diferentes dependiendo del fondo genético y las condiciones
experimentales. Ademas, los resultados obtenidos confirman la idea de que la interaccion combinada de
varios PIF es clave para regular el crecimiento adaptativo en condiciones de sombra simulada (W-+FR).

Se puede concluir que las mutaciones individuales en cualquiera de los genes PIF estudiados no generan
una respuesta significativa de tolerancia a W+FR, lo que indica que ninguno de ellos actiia como un
“master gene” o regulador Uinico de este fenomeno. Sin embargo, las combinaciones de mutantes triples
o cuadruples muestran fenotipos progresivamente mas marcados, confirmando la accion aditiva y
complementaria de estos factores en el control del crecimiento bajo condiciones de sombra simulada
(W+FR) (Zhang et al., 2013).

El claro ejemplo de esta interaccion es el cuadruple mutante pifq (pif4/7a/7b/8a). Este genotipo destaca
porque, en WHFR, muestra una elongacion del hipocétilo y del internodo notablemente mas atenuada

que el resto de los genotipos analizados (Figura 25A y 26), lo que indica que presenta una capacidad
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mejorada para tolerar estas condiciones. Esto refuerza la hipdtesis de que la accion combinada de estos

factores es esencial para regular eficazmente la respuesta de tolerancia a la sombra en las plantas.

En conclusion, el genotipo pif4/7a/7b/8a es un excelente candidato para futuros estudios de tolerancia a
sombra en plantas, ya que su caracterizacion mas detallada podria aportar informacion relevante para
optimizar el crecimiento y la productividad de las plantas en ambientes sombreados. El tinico problema
es que al ser una linea editada no se pueden realizar ensayos de campo ni comercializar con ella bajo la
legislacion europea actual.
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CONCLUSIONES

La luz regula procesos esenciales en las plantas, como la fotosintesis y la fotomorfogénesis. En
condiciones de alta densidad (HD) o de sombra simulada (W-+FR).

1.

Las plantas perciben un bajo R:FR como sefial que activa respuestas fisioldgicas, como la
elongacién del hipocotilo y el incremento del area foliar, estrategias adaptativas que buscan
maximizar la captacion de luz.

Los fitocromos perciben la sefial de bajo R:FR y la traducen promoviendo la actividad de los
PIF, factores de transcripcion que regulan los genes implicados en la respuesta a sombra.

En tomate, PIF1a y PIF1Db tienen funciones especificas y complementarias en la regulacion de
la elongacion bajo W+FR. La pérdida de funcion de estos genes causa ligeras alteraciones en la
respuesta a sombra, mientras que la respuesta del doble mutante, sugiere una accion
compensatoria entre ellos.

La combinacion de mutaciones en multiples PIF (pif4/7a/7b/8a) es necesaria para obtener un
fenotipo claro de tolerancia a la sombra simulada.

Las diferencias encontradas en la respuesta a sombra entre las distintas variedades de tomate
ensayadas (M82 y Microtom) e incluso entre lineas de la misma variedad (M82B y M82 E)
resaltan el impacto del fondo genético y la seleccion artificial en los resultados experimentales.
El genotipo cuadruple mutante pifg (pif4/7a/7b/8a) destaca como el mas interesante para futuros
ensayos encaminados a optimizar la produccién agricola en sistemas de HD o de
suplementacion con FR, promoviendo sistemas mas sostenibles y productivos.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Figura Suplementaria 1. A) Planta silvestre M82 en LD bajo W+FRy W. Seguido del controlen HD y W, diferenciado segun
sutamano, HDg y HDp. B) Diferenciacion por tamaro de las plantas de crecimiento en HD.
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Figura Suplementaria 2. A) Anélisis de la longitud del hipocdtilo en LD y HD, diferenciando entre plantas HDg y plantas
HDp, en funcién del tratamiento de Wy W+FR. B) Analisis de la longitud del primer internodo en LD y HD, diferenciando
entre plantas HDg y plantas HDp en funcion del tratamiento de Wy W+FR. C) Anélisis del drea foliar en LDy HD( Hdg
y HDp) y en funcidn del tratamiento de Wy W+FR. En los graficos se muestra el anélisis de los datos absolutos a la
izquierda y sus respectivos datos relativizados a la derecha.
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Figura Suplementaria 3. Respuestas a sombra simulada (W+FR vs W) y sombra de proximidad (HD vs LD). A) Contenido
total de carotenoides en plantas M82. B) Contenido total de clorofilas en plantas M82. C) Contenido total de tocoferoles
en plantas M82. En los graficos se muestra el analisis de los datos absolutos a la izquierda y sus respectivos datos

relativizados a la derecha.
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Figura Suplementaria 4. Acumulacién de clorofilas bajo diferentes tratamientos luminicos y de densidad teniendo en
cuenta el efecto borde, diferenciando entre plantas grandes (HDg) y pequenas (HDp) en HD.
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Figura Suplementaria 5. Rendimiento fotosintético del genotipo control bajo diferentes tratamientos luminicos y de
densidad teniendo en cuenta el efecto borde, diferenciando entre plantas grandes (HDg) y pequenas (HDp) en HD.
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Figura Suplementaria 6. A) Contenido total de carotenoides del WT y los mutantes de PIF1. B) Contenido total de
clorofilas del WT y los mutantes de PIF1. C) Contenido total de tocoferoles del WT y los mutantes de PIF1. En los
graficos se muestra el analisis de los datos absolutos a la izquierda y sus respectivos datos relativizados a la derecha.
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Figura Suplementaria 7. Ay B) Analisis de la acumulacion de carotenoides y clorofila del control y las lineas mutantes
pifd/7a/7b/8a y pif7b. En los graficos se muestra el anélisis de los datos absolutos a la izquierda y sus respectivos datos

relativizados a la derecha.
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