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Ritmos y relojes circadianos de las plantas

Juan Capel', Rafael Lozano', José M. Martinez-Zapater® y José A. Jarillo®

'Area de Genética, Dpto. de Biologia Aplicada, Universidad de Almeria, Carretera de
Sacramento s/n, 04120 La Caiada, Almeria.

2Dpto. de Biotecnologia, Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y
Alimentaria (INIA), Carretera de la Coruiia km7, 28040 Madrid.

Las plantas necesitan coordinar toda su fisiologia, y por ende su reproduccion, con la informacion del ambiente que las
rodea. Los ritmos biologicos permiten a las plantas anticiparse a ciertas condiciones exteriores cambiantes como luz y
temperatura. Los encargados de generar los ritmos son los relojes biologicos, que a su vez utilizan la informacion del
ambiente que rodea a la planta para actualizar su propio funcionamiento. Entre los ritmos biologicos los de mayor
trascendencia para plantas y animales son los que ocurren con periodos cercanos a un dia o ritmos circadianos. En los
ultimos arios hemos asistido a una gran cantidad de descubrimientos acerca de la naturaleza del reloj circadiano de las
plantas y de como éste controla proceso anuales tan importantes como la floracion y la tuberizacion. Sin embargo auin
estamos lejos de comprender, y por tanto manipular, este importante mecanismo bioldgico clave para la ecologia y la
produccion de los vegetales.

De entre todos los procesos bioldgicos que ocurren con cierta periodicidad, quiza los de mayor
relevancia son los que tienen lugar siguiendo la pauta del tiempo empleado por la tierra en rotar
alrededor de su eje, o lo que es lo mismo, segun los ciclos diarios de luz - oscuridad. Cuando se observa
que un proceso continia produciéndose de forma periddica en ausencia del estimulo ambiental que lo
ocasiona, nos encontramos ante un ritmo bioldgico, que en el caso de tener una periodicidad diaria, y
precisamente por el periodo de tiempo que ocupan, han sido denominados ritmos circadianos.

En la naturaleza se distinguen también procesos ritmicos cuyos periodos son mas cortos de un dia, y son
denominados ritmos infradianos. Ejemplo de estos ritmos son los movimientos de circumnutacion que
acompafian al crecimiento de muchos vegetales, los cuales presentan periodos que oscilan entre 30
minutos y varias horas (Engelmann y Jhonsson, 1998). Por el contrario, los periodos menstruales de
muchos animales son ritmos ultradianos, ya que los periodos con los que se producen oscilan entre
pocos dias en algunos roedores hasta periodos cercanos a los 30 dias en los primates (Moore-Ede et al.,
1982). Algunos de los ritmos con mayor trascendencia para el desarrollo de las plantas, tales como la
tuberizacion o la floracién, son también ritmos ultradianos que ocurren con periodicidad anual
(Sweeney, 1987).

Si bien resulta evidente que las pautas de actividad de la mayoria de animales, incluido el hombre, son
ritmos circadianos, los ritmos biologicos diarios se describieron cientificamente por primera vez en
plantas, a comienzos del siglo XVIII cuando el astronomo francés de Mairan observo que plantas de
mimosa (Mimosa pudica L.) que previamente habian sido crecidas en ciclos naturales de luz-oscuridad,
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después de ser transferidas a oscuridad permanente continuaban abriendo y cerrando sus hojas con una
ritmicidad cercana a 24 horas. Algunos afios mas tarde fue Linneo quien propuso que la apertura y
cierre de los pétalos de diversas especies de plantas estd controlada por los ritmos diarios de
iluminacion-oscuridad y diseiid un "reloj de flores", con el que simplemente mirando el estado de los
pétalos de las flores de un jardin en el que creciesen las especies adecuadas, podria conocer la hora del
dia (Somers, 1999) .

Fue necesario que transcurriese casi un siglo hasta que se pudo demostrar que los ritmos del
movimiento de las hojas de la mimosa estan controlados de forma endogena, y no por algin tipo de
influencia inadvertida de la rotacion de la tierra. Este trascendental descubrimiento fue debido a la
observacion de que en completa oscuridad los ritmos de apertura y cierre de las hojas de la mimosa
tienen periodos que oscilan entre 22-23 horas, lo cual descarta que sea la rotacion de la tierra la
responsable de esta actividad ciclica, y por el contrario demuestra que se trata de un ritmo controlado
por un mecanismo celular endégeno que ha sido denominado reloj bioldgico o reloj circadiano.

Desde entonces la presencia del reloj biologico ha sido demostrada en muchos organismos, desde
procariotas hasta la mayoria de eucariotas, hecho probablemente ocasionado porque el reloj circadiano
supone una ventaja evolutiva para los organismos que lo poseen, puesto que les permite predecir y
anticiparse a las condiciones cambiantes del exterior (Ouyang ef al., 1998). Por tanto, se puede definir
un ritmo circadiano como aquel que en ausencia de estimulos externos es mantenido por el reloj
endogeno con periodos cercanos a 24 horas. En condiciones naturales mantener un proceso bioldgico
con un periodo de 24 horas necesita de estimulos externos que ajusten la actividad del reloj. En la
mayoria de sistemas estudiados estos estimulos son los ciclos naturales de luz-oscuridad y/o los cambios
en la temperatura exterior, si bien en animales también se ha demostrado que la alimentacion y la
actividad son estimulos capaces de actualizar la informacion del reloj circadiano (Takahashi, 1995).

Ademas de necesitar continuamente de un estimulo para mantener actualizada la informacién temporal
externa, los relojes circadianos tienen una propiedad que les hace tinicos entre los procesos bioldgicos y
es la denominada compensacion de temperatura. Y es que al contrario de la mayoria de procesos
bioquimicos, que son muy sensibles a la temperatura, los ritmos circadianos pueden alterar su fase
debido a un cambio de temperatura, pero una vez estabilizada la nueva condicion ambiental, no se
observa efecto alguno sobre la periodicidad de los ritmos (Somers, 1999). Si bien la necesidad de esta
cualidad de los relojes endogenos resulta evidente, ya que poca utilidad tendria un reloj que midiese
distintos periodos dependiendo de la temperatura exterior, el mecanismo por el que se consigue es
totalmente desconocido.

Ritmos circadianos en las plantas

Desde la observacion original del astronomo de Mairan, se conoce que el movimiento de las hojas de la
mimosa esta controlado por el reloj bioldgico. De igual manera se ha descrito que el crecimiento del
hipocotilo de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, la especie modelo en biologia molecular vegetal,
muestra ritmos circadianos (Figura 1), aunque se desconoce el mecanismo por el que el reloj bioldgico
controla la elongacion de las células que componen este organo de la planta. Sin embargo, la
monitorizacion del crecimiento de las plantas de Arabidopsis es una tarea relativamente sencilla que ha
permitido identificar muchos mutantes alterados en la longitud del periodo de este ritmo, y de esta
forma ha sido posible identificar posibles componentes moleculares del reloj biologico. El movimiento
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de los cotiledones es otro proceso biologico ritmico y circadiano, el cual esta generado por la elongacion
diferencial de las células de los peciolos (Figura 1).
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Figura 1. Ritmos circadianos en el crecimiento de una plantula de Arabidopsis. En A se
muestran fotogramas de una plantula crecida previamente durante 3 dias en ciclos de
luz/oscuridad (12h:12h) y después colocada en luz continua de baja intensidad. Se
muestran fotogramas de las primeras 24 horas en luz continua tomadas cada 3 horas. En B
se muestra la posicion relativa en pixeles de distintos 6rganos de la plantula mostrada en
A, tales como el extremos de la raiz o el hipocotilo durante 60 horas en luz continua. El
movimiento de un cotiledon se obtiene restando la posicion del extremo del cotiledon a la
posicion del hipocotilo.

La apertura y cierre de los estomas, y por ende el intercambio gaseosos que se produce a través de
poros, en condiciones adecuadas ocurre de manera ritmica y esta controlada por el reloj biologico. Este
ultimo es el responsable de las reorganizaciones que muestra el citoesqueleto de las células oclusivas de
los estomas, las cuales, a su vez, provocan la apertura y cierre de los poros estomaticos. Por tanto, no es
de extrafiar que la asimilacion del CO, atmosférico, y en algunas especies parte del ciclo de Calvin,
estén controlados también por el reloj biologico (Strayer y Kay, 1999).
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Fue también en las plantas donde por primera vez se describié que cambios en la expresion génica
estaban controlados por los ritmos circadianos. Los primeros genes descritos cuya expresion era
regulada por el reloj bioldgico fueron algunos de los genes claves de la fotosintesis, tales como los
genes CAB que codifican para los complejos antena tipo I del fotosistema II o los genes RBCS que
codifican para la subunidad pequeiia de la RUBISCO (Piechulla, 1999). También se ha descrito que la
transcripcion de genes localizados en el genoma cloroplastidial estdn controlados de una forma
circadiana (Harmer et al., 2001). De forma paralela se ha demostrado que muchos de los genes
nucleares que participan en la fotosintesis estan controlados por el fotoperiodo y por el reloj endogeno,
lo que supone una ventaja para las plantas, toda vez que el reloj biologico es el encargado de inducir a
los genes que participan en la fase luminosa antes de que amanezca y, por el contrario, comienza a
reprimir estos genes antes de que anochezca, con el consiguiente ahorro energético.

Las nuevas tecnologias que han surgido para el estudio de genomas completos han permitido
recientemente determinar la secuencia completa de los genomas de Arabidopsis y arroz, lo que a su vez
ha facilitado analizar todos los genes hasta ahora identificados. De esta forma, ha sido posible
determinar que entre el 2% y el 6% de los genes de Arabidopsis analizados estan controlados por el
reloj circadiano (Harmer et al., 2000; Schaffer et al., 2001). Dos conclusiones pueden ser destacadas de
estos experimentos: en primer lugar que pueden establecerse grupos de genes con similar periodo de
transcripcion y que se han encontrado grupos de genes que muestran maximos de transcripcion en
cualquiera de las fases del dia o de la noche subjetivos; y en segundo lugar que probablemente este
numero de genes que se ha identificado bajo el control del reloj endégeno probablemente supone una
subestimacion del ntimero total de genes que estan controlados por el reloj circadiano (Harmer et al.,
2000; Schaffer et al., 2001). Por ello que se ha sugerido que practicamente todos los aspectos del
metabolismo, y por ende de la fisiologia de las plantas, estaria modulados por el reloj endogeno.

Llegada de informacion medioambiental al reloj.

El o los mecanismos por el que el reloj percibe los cambios de temperatura o incluso el mecanismo que
permite al reloj la compensacion de temperatura permanecen aun desconocidos. Sin embargo, los
mecanismos por los cuales la energia luminosa es percibida por las células, y como esa informacion es
trasmitida al reloj, comienzan a ser muy bien conocidos (Devlin, 2002). En todos los sistemas
biologicos, desde cianobacterias hasta humanos, es la luz perteneciente a la region azul del espectro
luminoso la que es percibida por el reloj circadiano. Tanto en plantas como en animales son los
fotorreceptores de luz azul tipo criptocromos los encargados de percibir dicha luz y transmitir la
informacion al reloj circadiano (Cashmore et al., 1999). La gran diferencia entre estos sistemas es que
en mamiferos los criptocromos son también componentes integrales del reloj, mientras que en plantas
unicamente parecen actuar como moléculas fotorreceptoras (Harmer et al., 2001).

Ademas, los relojes circadianos vegetales son los unicos descritos con capacidad para percibir
informacion luminosa del espectro del rojo al rojo lejano. Los fitocromos son los fotorreceptores
responsables de percibir informacion en dicha region del espectro y son los encargados de transmitir
dichos estimulos luminosos a los componentes del mecanismo del oscilador circadiano (Quail, 2002).
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Mecanismo del oscilador

La energia luminosa y térmica es transmitida al denominado oscilador central del reloj que, en ultima
instancia, es el encargado de mantener la periodicidad temporal, lo que le convierte en el componente
mas interesante de este mecanismo biologico. En sistemas tales como cianobacterias, insectos o incluso
mamiferos, los componentes moleculares del oscilador central estan perfectamente definidos, si bien se
observa poca similitud entre las proteinas que forman parte de los respectivos osciladores. En todos
estos sistemas se postula que el oscilador estd compuesto por componentes positivos, proteinas que
regulan e inducen la expresion de otras proteinas (componentes negativos) las cuales a su vez, reprimen
a los elementos positivos, originandose un bucle de retroalimentacion (Figura 2). En plantas solo
recientemente se ha comenzado a identificar posibles componentes del oscilador central en Arabidopsis,
y ain de muchas de las proteinas identificadas no se dispone de pruebas inequivocas que demuestren su
funciéon como componentes del mecanismo del oscilador. Las dos primeras proteinas que fueron
sefialadas como posibles componentes de reloj circadiano en plantas fueron CCA-1 y LHY, proteinas
homologas entre si que tienen como caracteristica poseer un dominio de union al ADN tipo c-myb
(Carre y Kim, 2002). La sobrexpresion de los genes correspondiente (CCA-1 y LHY) provoca
arritmicidad en todos los procesos circadianos estudiados hasta el momento. Ademas se han identificado
mutantes nulos de los genes CCA-1 y LHYI (es decir, plantas mutantes que carecen de las proteinas
CCA-1 y LHY1), y se ha observado que los dobles mutantes ccal lhyl presentan periodos mas cortos
en la ritmicidad de diversos genes controlados por el reloj, indicando que LHY y CCAIl son
componentes del oscilador central (Mizoguchi et al., 2002).

El primer gen de plantas que se demostré que codificaba para un componente negativo del oscilador
central fue TOCI, ya que se ha descrito que las plantas mutantes para este gen muestran periodos
significativamente mas cortos en todos los ritmos circadianos estudiados, siendo la proteina codificada
por este gen un nuevo tipo de proteina reguladora, nunca antes descrita en plantas (Strayer ef al., 2000).

Recientemente se ha propuesto la existencia de una regulacion reciproca entre TOC1 y CCA1/LHY en
el reloj de Arabidopsis. TOC1 parece participar en la regulacion positiva de la expresion de CCAl y
LHY mientras que LHY y CCA1 regulan de forma negativa TOCI1, uniéndose a la secuencia promotora
de TOCI, lo cual indicaria que son componentes del oscilador central de las plantas (Alabadi et al.,
2001).

Un tercer tipo de mutantes alterados en el periodo de ritmos circadianos ha sido recientemente
identificado, con la particularidad de que en ellos el periodo de los ritmos circadianos es mas largo,
fenotipo que ha servido para nombrar a los genes que codifican para estas proteinas adagio (Jarillo et
al., 2001). El mutante adagiol (también llamado zeit/upe) en ciertas condiciones de iluminacion es
arritmico, lo que indicaria que la proteina ADAGIOL1 o bien seria un componente positivo del oscilador
central o bien seria un intermediario entre los fotorreceptores y el oscilador. El hecho de que en el
genoma de Arabidopsis existan tres genes 4DAGIO muy similares podria explicar por qué los mutantes
sencillos no son arritmicos en todas las condiciones luminicas. Se estan generando dobles y triple
mutantes de estos genes que ayuden a dilucidar, de una forma precisa la funcion que cada uno de ellos
tiene en el mecanismo de control de los ritmos circadianos en Arabidopsis.
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Figura 2. Representacion esquematica del sistema circadiano en
plantas. La energia luminosa del exterior es percibida por
fotorreceptores como Fitocromos (PHY) y Criptocromos (CRY),
si bien se desconoce el receptor de temperatura de la plantas. La
informacion del exterior es transmitida al oscilador central que es
el encargado de medir la longitud del periodo de diversos
procesos como los que se destacan en amarillo (tiempo de
floracion, movimiento de las plantas, etc) a través del control de
los procesos indicados en azul (control de la expresion génica,
etc).

Salida de la informacion desde el oscilador central

Mutaciones que afectan al gen adagio3 (también llamado fkf7), provoca alteraciones en los ritmos
circadianos, asi como un retraso muy significativo en el tiempo del proceso de la floracion (Figura 3).
Algunos otros mutantes de genes que codifican para componentes del reloj bioldgico también provocan
alteraciones en el tiempo de floracion. Asi por ejemplo, las mutaciones foc/ provocan un adelanto en el
tiempo de floracion , caracteristica que ademas se encuentra en otros mutantes alterados en el reloj
circadiano (tales como early flowering3 y 4), lo que demuestra que el reloj bioldgico participa en el
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control de ritmos ultradianos, probablemente informando a la células correspondientes de la longitud del
dia y de la noche. Muy recientemente se ha demostrado que en Arabidopsis el reloj circadiano participa
en el control de la floracion regulando el nivel de expresion de dos genes claves de este proceso como
son CONSTANS y FT (Yanovsky y Kay, 2002). Y también recientemente se ha demostrado que
CONSTANS participa en el control fotoperiddico de la tuberizacion, lo cual implica que este gen,
controlado a su vez por el reloj bioldgico, es clave para transmitir la informacion del reloj biolégico, la
cual es utilizada por la planta para el control de diversos procesos de la maxima importancia en la
biologia de las plantas (Martinez-Garcia ef al., 2002).

aido?

Figura 3. Tiempo de floracion de plantas de Arabidopsis mutantes de los genes adagio.
Las plantas de Arabidopsis del ecotipo Columbia (Col) y de los mutantes adagiol y 2
(adol y 2) florecen normalmente mientras que las plantas del mutante adagio3 (ado3),
muestran un fenotipo de floracion tardia.

De todas las vias de transmision de sefiales que parten desde el oscilador central, las que interviene en el
control del tiempo de floracion son las mejor conocidas de plantas. Sin embargo, cabe esperar que las
nuevas herramientas moleculares de las que actualmente se dispone, las mejores de ellas derivadas del
conocimiento de la secuencias nucleotidica completa del genoma de Arabidopsis, permitiran en un
futuro no muy lejano identificar componentes de todas las vias de transmision de sefales que parten del
oscilador central del reloj bioldgico y que participan en el control de multitud de procesos bioquimicos,
biologicos y celulares.

Conclusiones

A pesar de que los ritmos circadianos fueron identificados por primera vez en las plantas, y que también
fue en plantas donde se demostr6é que los ritmos circadianos estan generados por el denominado reloj
enddgeno, aun no se conoce con suficiente detalle este mecanismo que resulta clave en la biologia
celular asi como en la fisiologia y la reproduccion de las plantas. En los tltimos afios se han acumulado
evidencias de multiples procesos controlados por el reloj bioldgico, si bien no ha sido hasta
recientemente cuando se han identificado algunos de los componentes implicados en la percepcion de
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los estimulos luminosos, y como esta informacion es transmitida hasta el componente clave del reloj, el
denominado oscilador central, generado por la sintesis y degradacion ciclica de determinadas proteinas.
También muy recientemente se han identificado los primeros mediadores en la sefial que, originada en
el oscilador central, permite al reloj circadiano controlar procesos con periodos anuales como son la
floracion y la tuberizacion. Sin lugar a dudas en los proximos afios asistiremos a descubrimientos que
nos permitiran conocer con mas detalle todos los componentes moleculares del reloj biologico asi como
profundizar en las vias de transmision de sefales que permiten al reloj circadiano controlar diferentes
procesos metabolicos y fisiologicos de las plantas.
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