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RESUMEN 
 

Las plantas terrestres evolucionaron de las algas carófitas hace en torno a 580 millones 

de años. Por esta razón, estas algas y las plantas terrestres comparten ciertas 

características que pudieron ser importantes para la transición de hábitats acuáticos a 

hábitats terrestres, un evento crítico para la colonización de la tierra y la radiación de las 

plantas terrestres. Dos señales ambientales importantes que varían de forma considerable 

en ambientes terrestres respecto a ambientes acuáticos son la intensidad lumínica y la 

temperatura. Estos dos estímulos se encuentran integrados en un mismo circuito genético 

basado en las proteínas PHYTOCHROME B (PHYB), PHYTOCHROME 

INTERACTING FACTOR 4 (PIF4) y ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5), entre 

otros reguladores, en la planta vascular Arabidopsis thaliana.  

Este trabajo se centra en estudiar el grado de conservación de esta sinergia entre luz y 

temperatura a lo largo del linaje verde a través del estudio comparativo de organismos 

representativos de los clados más importantes de dicho linaje: Ostreococcus tauri (algas 

clorófitas), Mesotaenium endlicherianum (algas carófitas), Marchantia polymorpha 

(briofitos) y Arabidopsis thaliana (plantas vasculares). Además, se busca establecer si el 

circuito genético en el que se basa esta integración en A. thaliana se encuentra también 

conservado en plantas terrestres.  

Los resultados mostrados de este trabajo sugieren que el ancestro acuático de las plantas 

terrestres ya era capaz de integrar la información de luz y temperatura hace en torno a 580 

millones de años a través de una compleja ruta regulatoria transcripcional. Por otro lado, 

la observación de que las proteínas HY5, PHY y PIF conservan un papel equivalente en 

la integración tanto en plantas vasculares como en briofitas sugiere que el ancestro común 

de las plantas terrestres empleó a dichas proteínas para establecer el mecanismo de 

integración.  

 

Palabras claves: evolución de plantas; luz; temperatura; regulación génica. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1. Filogenia del linaje verde 

La aparición de los organismos fotosintéticos eucariotas conllevó una gran cantidad de 

eventos globales que dieron forma a nuestro planeta, incluidos los cambios en el 

equilibrio entre el carbono y el oxígeno en la atmósfera, la modulación del albedo y el 

origen de complejos ecosistemas terrestres (Boyce & Lee, 2017). Estos organismos se 

han adaptado a multitud de hábitats a lo largo de la evolución, desde las frías aguas 

oceánicas hasta los áridos desiertos terrestres. Aunque todos estos organismos sean 

diferentes y se encuentren adaptados a climas tan dispares, provienen de un único ancestro 

en común (Yoon et al., 2004). La teoría más aceptada sobre el origen de los organismos 

eucariotas fotosintéticos es la teoría endosimbiótica (Archibald, 2015; McFadden, 2001). 

Esta teoría propone un único evento de simbiosis entre un organismo eucariota primitivo 

y una cianobacteria, en el cual se da la formación de un plastidio, dando lugar al ancestro 

común de todos los organismos fotosintéticos eucariotas (Archibald, 2015; McFadden, 

2001). Este sería el origen de lo que conocemos hoy como el grupo taxonómico 

Archaeplastida, que apareció hace entre 1 y 1.6 mil millones de años atrás (Sánchez-

Baracaldo et al., 2017; Yoon et al., 2004). Este grupo de organismos diversificó en tres 

ramas: Glaucophyta (glaucófitas), Rhodophyta (algas rojas) y Chloroplastida (linaje 

verde, que incluye algas verdes y plantas) (Adl et al., 2012).  

Existen otros linajes como los heterocontos (donde se engloban a las algas pardas y las 

diatomeas), los dinoflagelados o las haptofitas, entre otros, que también contienen 

cloroplastos. Aun así, los cloroplastos de todos estos grupos tienen membranas 

adicionales, por lo que se propone que surgieron de endosimbiosis secundarias posteriores 

entre eucariotas (McFadden, 2001; Strassert et al., 2021). De hecho, diferentes 

investigaciones indican que todos los organismos de estos linajes provienen de 

endosimbiosis secundarias donde participan miembros de Archaeplastida (McFadden, 

2001; Strassert et al., 2021). 

Los análisis taxonómicos sugieren que el grupo Chloroplastida se puede dividir en dos 

clados que tuvieron una divergencia temprana: Chlorophyta (organismos clorófitos) y 

Streptophyta (organismos estreptófitos) (Adl et al., 2012; Leliaert et al., 2012). En el 

primer grupo se encuentran la mayoría de las especies de algas verdes que se conocen, 

abarcando desde los organismos eucariotas más pequeños a organismos multicelulares. 
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Se pueden encontrar fundamentalmente en ambientes acuáticos, tanto salado como dulce, 

y en ambientes terrestres (Fang et al., 2017; Leliaert et al., 2012). El segundo grupo está 

formado por las algas carófitas (Charophyta), algas de agua dulce y terrestres, y las 

plantas terrestres (Fürst-Jansen et al., 2020; Leliaert et al., 2012). Las algas carófitas 

forman un grupo parafilético compuesto, a su vez, por seis grupos taxonómicos 

diferentes. Estos seis grupos son, por orden de divergencia: Mesostigmatophyceae, 

Chlorokybophyceae, Klebsormidiophyceae (los cuales forman el clado KCM), 

Charophyceae, Coleochaetophyceae, y Zygnematophyceae (los cuales forman el clado 

ZCC). Los últimos análisis filogenéticos sitúan a Zygnematophyceae como el grupo 

filogenético más cercano a las plantas terrestres (Gitzendanner et al., 2018) (Figura 1). El 

ancestro común de este grupo taxonómico y las plantas terrestres se sitúa hace en torno a 

580 millones de años (Cheng et al., 2019).  

Las plantas terrestres forman un grupo monofilético que evolucionó a partir de un único 

ancestro común hace en torno a 500 

millones de años (Figura 1) (Cheng et 

al., 2019; Strassert et al., 2021). 

Dentro de las plantas terrestres se 

encuentran diferentes grupos 

taxonómicos, cuyas relaciones aún 

no se encuentran bien establecidas 

(Morris et al., 2018; Puttick et al., 

2018). Aun así, la teoría más 

aceptada es que existen dos clados 

monofiléticos. El primer clado se 

trata de Bryophyta, que engloba a 

musgos, hepáticas y antoceros, es 

decir, las plantas sin vasculatura, 

mientras que el segundo es 

Tracheophyta, las plantas con 

vasculatura (Morris et al., 2018). 

Dentro de Tracheophyta se 

encuentran distintos grupos 

taxonómicos. Por un lado, las licófitas 

Figura 1. Árbol filogenético de los clados más 

importantes de Chloroplastida, obtenido de Fürst-

Jansen et al. (2020). Los círculos representan los 

hábitats en los que se pueden encontrar organismos de 

cada clado. En amarillo el último ancestro común entre 

plantas terrestres y algas, en naranja la aparición de las 

primeras plantas terrestres y en rojo el último ancestro 

común de todas las plantas terrestres. 
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forman el grupo que divergió más temprano y se separa de los helechos y de las plantas 

con semilla, los cuales comparten un único ancestro común. Dentro de las plantas con 

semillas se encuentran las gimnospermas y angiospermas, grupo en el que se engloba a 

la planta modelo Arabidopsis thaliana (Morris et al., 2018). 

Un hito dentro de la evolución del linaje verde fue la “terrestralización” [del inglés 

“terrestrialization”], es decir, la colonización de hábitats terrestres. El ambiente terrestre 

supone un alto nivel de estrés para los organismos adaptados a ambientes acuáticos, 

incluyendo factores como la radiación ultravioleta o la sequía, además de un mayor rango 

de intensidades de luz y temperatura. Como se ha mencionado, las plantas terrestres 

comparten un ancestro común con las algas carófitas, las cuales habitan 

fundamentalmente en ambientes acuáticos dulces (Fürst-Jansen et al., 2020). Dentro de 

los organismos carófitos, existe una gran cantidad de especies que poseen características 

para poder tolerar ciertos estímulos ambientales de los hábitats terrestres, pero habitan en 

el agua dulce (Lewis & McCourt, 2004). Esto podría suponer la existencia de mecanismos 

pre-adaptativos a ciertos estímulos que, luego, fueron cruciales para la adaptación al 

medio terrestre, es decir, para la terrestralización. Este mecanismo en el cual una 

regulación preexistente en el organismo pasa a ser fundamental para la adaptación a un 

nuevo medio es lo que se conoce como “pre-adaptación” (de Vries & Archibald, 2018).  

Fürst-Jansen y sus colaboradores (2020) discuten sobre la importancia de elementos como 

los rizoides o la multicelularidad en la terrestralización. Destacan que, de entre todas las 

pre-adaptaciones que se piensan fundamentales para la colonización de la tierra, una de 

las más importantes podría ser la tolerancia a altas irradiancias de luz por parte del 

cloroplasto (de Vries et al., 2016). Por tanto, parece que la luz fue uno de los principales 

estímulos, junto a otros como la temperatura, a los que se debió adaptar el ancestro común 

de todas las plantas terrestres para poder colonizar un nuevo ambiente como el terrestre. 

Aun así, aunque el acceso a hábitats terrestres ha supuesto la generación de situaciones 

de estrés por luz y temperatura, estas condiciones ambientales también proporcionan a las 

plantas una información mucho más amplia sobre su entorno, y en este trabajo nos ocupa 

el papel de la luz y la temperatura como señales ambientales, no como factores de estrés. 

1.2. El papel de la luz y la temperatura en el linaje verde 

Durante la terrestralización muchos estímulos se vieron modificados debido al cambio de 

hábitat que sufrieron los organismos del linaje verde, pasando de un ambiente acuático a 
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un ambiente terrestre. Dos de los estímulos que se ven modificados en función del hábitat 

en el que nos encontremos son la luz y la temperatura (Speight & Henderson, 2013). Por 

tanto, los organismos eucariotas fotosintéticos se han tenido que adaptar a diferentes 

condiciones de luz y temperatura, dos señales ambientales que no son independientes, 

existiendo algunas combinaciones más probables que otras (Legris et al., 2017). 

La luz, un estímulo de gran importancia debido a que es la fuente de energía de los 

organismos fotosintéticos, ve modificada tanto su cantidad como su calidad en ambientes 

acuáticos respecto a ambientes terrestres. Mientras que la luz azul casi no es absorbida 

por el agua, la luz roja apenas penetra unos metros en ella. Por tanto, los organismos que 

vivan en ambientes acuáticos apenas van a percibir este tipo de luz (Speight & Henderson, 

2013). También se modifica el espectro luminoso en distintos hábitats acuáticos, siendo 

diferente en aguas abiertas oceánicas respecto a aguas de costa (Speight & Henderson, 

2013). En cuanto a la temperatura, también se observa un cambio evidente de ambientes 

acuáticos a ambientes terrestres. Mientras que la temperatura del aire sufre fluctuaciones 

severas, la temperatura en el agua se encuentra tamponada, encontrando cambios de 

menor rango y temperaturas más constantes (Sowder & Steel, 2012). Por consiguiente, al 

adaptarse a ambientes terrestres, las plantas tuvieron que aclimatarse a nuevas 

condiciones de luz, tanto cuantitativa como cualitativamente (mayor importancia de la 

luz roja, luz ultravioleta u otras) y a mayores amplitudes de temperatura, entre otros 

cambios de estímulos.  

Las algas clorófitas contienen ciertos receptores de luz como los de la familia de los 

criptocromos o el receptor de luz ultravioleta tipo B (Han et al., 2019). Este último 

posibilitó un ascenso desde aguas profundas a aguas más cercanas a la superficie, ya que 

permitió una mejor adaptación a ambientes con mayores dosis de una radiación dañina 

como la luz ultravioleta tipo B. A medida que se asciende hacia zonas más superficiales 

la luz roja, que es absorbida por el agua y no penetra a grandes profundidades, toma cada 

vez más importancia. El origen de un receptor de luz roja/luz roja lejana en las carófitas, 

el fitocromo (PHY), pudo ser crucial para la adaptación a este nuevo ambiente, cada vez 

más parecido a hábitats terrestres (Han et al., 2019). 

La luz regula multitud de procesos biológicos, al igual que la temperatura. Se ha visto en 

diversos estudios que la luz puede regular procesos básicos como la división celular y el 

desarrollo sexual en organismos representativos de todos los clados del linaje verde como 

la clorófita Chlamydomonas reinhardtii (Pan et al., 1997; Vítová et al., 2011), en la 
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carófita Chara braunii (M. Sato et al., 2014), la briofita Marchantia polymorpha (Kohchi 

et al., 2021) o la angiosperma Arabidopsis thaliana (Funkhauser & Chory, 1997). 

Además, la intensidad lumínica puede afectar a otros procesos biológicos como la 

activación de mecanismos de fotoprotección en diferentes organismos en todo el linaje 

verde (Allahverdiyeva et al., 2015).   

Además de la luz, la temperatura también influye en procesos fundamentales 

conservados, tales como el tamaño y la morfología, dentro de todos los clados estudiados. 

En la clorófita Dunaliella tertiolecta un aumento de la temperatura conlleva a una 

disminución del tamaño, pero un aumento de la división celular y algunas especies de 

algas carófitas también ven modificado su tamaño en función de la temperatura (Ludwig 

et al., 2021). En M. polymorpha se modifica el tamaño de los talos y el ángulo de estos 

respecto a la superficie en función de la temperatura (Ludwig et al., 2021) y en la planta 

modelo A. thaliana la temperatura no solo afecta a la longitud del hipocotilo (como 

también lo hace la luz), sino que afecta también a procesos tan dispares como son la 

floración, la interacción planta-patógeno o la remodelación de la cromatina, entre otros 

procesos (Wigge, 2013).  

Aunque estos dos estímulos varíen en diferentes hábitats, tanto acuáticos como terrestres, 

ambos regulan procesos biológicos básicos comunes en todos los clados mencionados 

como la diferenciación, la división celular o el desarrollo sexual. Además, afectan a otros 

procesos biológicos más concretos en cada uno de los organismos. Por tanto, tanto la luz 

como la temperatura son estímulos de gran importancia para la fisiología y el desarrollo 

de todos los organismos dentro del linaje verde.  

1.3. Mecanismo genético regulatorio integrador de luz y 

temperatura en A. thaliana 

En A. thaliana la luz y la temperatura actúan de forma sinérgica en varios procesos 

biológicos, como la elongación del hipocotilo. Ambos estímulos participan en este 

proceso, pero no lo hacen de forma independiente, sino que se integran en un mismo 

mecanismo genético regulatorio (Legris et al., 2017). El circuito genético que responde 

tanto a luz como a temperatura es el compuesto, principalmente, por el PHYTOCHROME 

B (AtPHYB), PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4 (AtPIF4) y 

ELONGATED HYPOCOTYL 5 (AtHY5), además de otras proteínas como 

CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (AtCOP1). 
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Los fitocromos forman una familia dentro de los fotorreceptores y son la principal familia 

de proteínas de respuesta a la luz roja y a la luz roja lejana. El primer fitocromo canónico 

vegetal apareció en el ancestro común de todas las estreptófitas (Inoue et al., 2017), 

aunque no son los únicos organismos que poseen este tipo de receptores, ya que se han 

encontrado también fitocromos no canónicos en bacterias y hongos (Rockwell & 

Lagarias, 2020). Los fitocromos canónicos vegetales tienen una estructura basada en tres 

dominios principales conservados. En el extremo N-terminal se encuentra el dominio 

PAS, seguido del dominio GAF y el dominio PHY. Estos tres dominios juntos forman el 

módulo fotosensible. El dominio GAF se caracteriza por contener un residuo de cisteína 

al que está unido el cromóforo, la molécula encargada de reaccionar ante la luz. En el 

caso de los fitocromos canónicos de plantas este cromóforo es la fitocromobilina, un 

cromóforo tetrapirrólico lineal (F. W. Li & Mathews, 2016; Rockwell & Lagarias, 2020). 

En concreto, en A. thaliana existen 5 genes que codifican fitocromos (AtPHYA a 

AtPHYE). 

AtPHYB pasa a su estado activo (Pfr) gracias a la luz roja y, por el contrario, pasa a su 

estado inactivo (Pr) absorbiendo luz roja lejana. Por tanto, los niveles de AtPHYB activo 

dependen directamente de la proporción entre luz roja y luz roja lejana. Curiosamente, 

este fotorreceptor no solo es capaz de pasar a su estado Pr absorbiendo luz roja lejana, 

sino que existe un mecanismo independiente de la luz, que se denomina reversión térmica 

u oscura (Legris et al., 2017). Esto lleva a la necesidad de una mayor irradiancia de luz 

roja a temperaturas más altas para mantener el mismo nivel de AtPHYB activo en 

comparación con temperaturas más bajas. En este punto, la señalización por luz y la 

señalización por temperatura se encuentran integradas en A. thaliana (Figura 2). Aguas 

abajo de la integración de estas dos señales por AtPHYB el circuito diverge en dos ramas 

antagónicas entre sí, una de ellas deriva en AtHY5 y otra en AtPIF4 (Figura 2). 

La proteína AtPIF4 pertenece a una subfamilia denominada grupo VII (a+b) dentro de la 

familia de los factores de transcripción basic helix-loop-helix (bHLH) (N. Pires & Dolan, 

2010). AtPIF4, al igual que otros miembros de la subfamilia, contiene un dominio bHLH 

de interacción con el ADN y un dominio de unión a AtPHYB (APB), pudiendo 

interaccionar únicamente con la forma activa de este. La unión de AtPIF4 y AtPHYB 

lleva a la fosforilación de AtPIF4 y a la posterior degradación de este factor de 

transcripción (Legris et al., 2017). 
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El factor de transcripción AtHY5 pertenece a la familia de basic leucine zipper (bZIP) 

que contiene un dominio conservado entre todos los miembros de su familia, el dominio 

bZIP. Este dominio permite que la proteína se una al ADN a través de un motivo en 

concreto y a otras proteínas a partir de un segundo 

motivo (Castro et al., 2017). El regulador negativo 

de esta proteína es AtCOP1, que ve reducida su 

actividad por fitocromos activados por luz (Sheerin 

et al., 2015) (Figura 2). 

Estas dos ramas que derivan en AtPIF4 y AtHY5 

aguas abajo de la señalización por AtPHYB están 

interconectadas en varios puntos. Por ejemplo, 

AtCOP1 es necesario para la degradación de 

AtHY5 y para la estabilización de AtPIF4, donde 

entran en juegos otros factores reguladores como 

LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED (HFR1) o 

PHYTOCHROME RAPIDLY REGULATED 1 

(PAR1), ambos represores de AtPIF4. Por tanto, 

existe una interconexión de las dos rutas principales de la señalización por AtPHYB y, 

por consiguiente, una compleja red de regulación que responde, sinérgicamente, tanto a 

luz como a temperatura. Este mecanismo integrador permite una ventaja adaptativa a la 

hora de percibir dos estímulos ambientales, permitiendo a las plantas adaptarse a multitud 

de hábitats (Casal & Qüesta, 2018). 

1.4. Evolución de redes transcripcionales en plantas 

La visión reduccionista de la biología ha aportado grandes éxitos, pero en los últimos 

años ha tomado mayor relevancia una visión holista de los sistemas biológicos a través 

de la biología de sistemas, ampliamente utilizada para estudiar redes complejas de 

regulación, tales como la red que integra las señalizaciones por luz y temperatura en A. 

thaliana. Los genes y las proteínas se han dejado de tomar como entidades que actúan 

independientemente para pasar a formar parte de “módulos” funcionales difícilmente 

entendibles si se estudian sus componentes por separado (Hartwell et al., 1999). Si se 

toman los genes que forman parte de un proceso como componentes de un módulo 

funcional que interactúan entre ellos se forma una red de regulación génica (GRN) 

(Karlebach & Shamir, 2008). Una red formada por genes que se inducen o se reprimen 

Figura 2. Esquema del núcleo de la 

red regulatoria por luz y temperatura 

en A. thaliana obtenido de Legris et al. 

(2017). 
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(co-expresan) ante un proceso biológico determinado se denomina red de co-expresión 

génica.   

Ruprecht y sus colaboradores (2017) mostraron una correlación entre la antigüedad de los 

genes en la escala evolutiva y su conectividad a nivel de co-expresión. Los genes 

relacionados con procesos biológicos básicos presentes en todos los estratos del linaje 

verde como, por ejemplo, la fotosíntesis, se encuentran interconectados, mientras que 

otros genes más recientes en la escala evolutiva tendían a estar más ligados entre ellos, 

como genes relacionados con el metabolismo secundario. Por tanto, esto muestra una 

tendencia a una separación entre redes de co-expresión génicas ancestrales y redes más 

recientes. Aun así, esto no significa que las nuevas redes sean completamente 

independientes, pudiendo aparecer nuevas interconexiones entre estas y las redes de co-

expresión génicas ancestrales (Ruprecht et al., 2017). 

Se ha demostrado que ciertas características como la redundancia génica pueden 

aumentar la robustez de las GRN, además de aportar una mayor “evolucionabilidad” [del 

inglés “evolvability”] (Fares, 2015). Aun así, no solo la aparición de nuevos componentes 

puede modificar la GRN, sino que la aparición de nuevas conexiones entre los 

componentes puede dotar de ciertas características a la red como mayor interconectividad 

y jerarquía. Esto ocurre en la evolución de la GRN de los factores de transcripción de tipo 

bHLH ROOT HAIR DEFECTIVE SIX-LIKE 1 y 2, siendo la GRN de A. thaliana más 

jerárquica e interconectada que la del musgo Physcomitrium patens. Sin embargo, el 

núcleo central de estas GRN, que controla el desarrollo de células con una función 

radicular, parece estar conservado entre estas dos especies (N. D. Pires et al., 2013). Las 

GRN tienden a tener un comportamiento jerárquico y, por ello, existen elementos 

centrales con una mayor interconectividad y sujetos a una menor evolucionabilidad, 

debido a que pequeños cambios en estos nodos centrales puede afectar de forma 

considerable a la red (Erwin & Davidson, 2009).  

El análisis de GRN o de redes de co-expresión génica desde un punto de la biología de 

sistemas ha permitido identificar reguladores importes conservados y determinar la 

organización de la red en distintos procesos biológicos. Un estudio transcriptómico y 

genómico mostró que ciertos factores de transcripción WRKY eran nodos centrales en la 

tolerancia a estrés salino y que, además, esta red jerárquica estaba conservada en plantas 

terrestres (Wu et al., 2021). También se demostró la conservación de mecanismos frente 
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a las inundaciones y se establecieron los elementos centrales de la red regulatoria 

ancestral en angiospermas utilizando técnicas ómicas (Reynoso et al., 2019).  

En resumen, el uso de técnicas ómicas, como la transcriptómica o la genómica, permite, 

entre otras cosas, la generación de redes génicas regulatorias y redes de co-expresión 

génica, lo que puede ayudar a dilucidar la conservación de mecanismos regulatorios 

concretos. Esta visión holista de la biología, junto con análisis comparativos a varios 

niveles entre diferentes organismos de distintos clados, podría aportar información sobre 

la evolución a lo largo de todo el linaje verde de la regulación sinérgica que existe entre 

la luz y la temperatura en A. thaliana e inferir el estado ancestral de este mecanismo 

regulador. 
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2. OBJETIVOS 
 

La luz y la temperatura son dos estímulos que regulan una gran cantidad de procesos y se 

encuentran integrados en A. thaliana, lo que ha proporcionado una percepción más 

precisa de estas señales ambientales y una mejor adaptación al entorno. Partiendo de este 

conocimiento y de la importancia de la terrestralización se hipotetiza que este mecanismo 

integrador fue importante para colonizar los ambientes terrestres desde ambientes 

acuáticos. De esta hipótesis nacen tres preguntas principales: 

1. ¿Se encuentran integradas la luz y la temperatura para regular el desarrollo en 

distintos clados dentro del linaje verde? 

2. ¿El mecanismo genético encargado de esta integración se encontraba activo 

durante la colonización de las superficies terrestres? 

3. ¿Existe una conservación aguas abajo de esta red regulatoria a lo largo del linaje 

verde? 

Teniendo en cuenta esta hipótesis y las preguntas que nacen de ella, los objetivos 

concretos de este trabajo son: 

1. Establecer el grado de integración entre luz y temperatura a través del linaje verde. 

2. Investigar si la red molecular que regula conjuntamente la respuesta por luz y 

temperatura se encuentra conservada entre las plantas terrestres y cómo 

evolucionó dicha red. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

3.1. Análisis filogenético 

Se realizaron tres análisis filogenéticos para la comparación de las secuencias de proteínas 

de tres familias diferentes: HY5, PHY y grupo VII (a+b) de los bHLH, donde se engloban 

los PIFs. Las secuencias de las diferentes especies fueron extraídas usando la herramienta 

BLAST (Altschul et al., 1990). Se analizaron los genomas de las siguientes especies: 

Anthoceros agrestis (cepa Bonn) (F. W. Li et al., 2020), Anthoceros punctatus (F. W. Li 

et al., 2020), Amborella trichopoda (DePamphilis et al., 2013), Arabidopsis thaliana 

TAIR10 (Berardini et al., 2015), Azolla filiculoides (F. W. Li et al., 2018), Chara braunii 

(Nishiyama et al., 2018), Chlamydomonas reinhardtii versión 5.5 (Grossman et al., 2003; 

Merchant et al., 2007), Chlorokybus atmophyticus (Wang et al., 2020), Chondrus crispus 

versión 2.0 (Collén et al., 2013), Coccomyxa subellipsoidea versión 2.0 (Blanc et al., 

2012), Cyanidioschyzon merolae (Nozaki et al., 2007; Tanaka et al., 2004), Cyanophora 

paradoxa (Price et al., 2012), Gnetum montanum (Wan et al., 2018), Klebsormidium 

nitens (Hori et al., 2014), Marchantia polymorpha Tak-1 versión 5.1 (Bowman et al., 

2017), Mesostigma viride (Wang et al., 2020), Mesotaenium endlicherianum (Cheng et 

al., 2019), Oryza sativa (Goff et al., 2002; Kawahara et al., 2013), Ostreococcus tauri 

versión 3.0 (Blanc-Mathieu et al., 2014; Palenik et al., 2007), Penium margaritaceum 

(Jiao et al., 2020), Physcomitrium patens versión 3.3 (Lang et al., 2018), Pinus taeda 

(Neale et al., 2014), Salvinia cucullata (F. W. Li et al., 2018), Selaginella moellendorffii 

(Banks et al., 2011), Solanum lycopersicum versión 4.1 (S. Sato et al., 2012), Sphagnum 

fallax (Shaw et al., 2016), Spirogloea muscicola (Cheng et al., 2019) y Zostera marina 

(Olsen et al., 2016).  

Durante este trabajo se consiguió modificar manualmente la anotación de M. 

endlicherianum para añadir la proteína MePIF. La secuencia de dicha proteína se 

identificó en la base de datos de 1KP (Carpenter et al., 2019). Se consiguió clonar esta 

secuencia a partir de ADN complementario y se confirmó la presencia de este gen en el 

genoma de M. endlicherianum a través de secuenciación. Por tanto, la secuencia 

aminoacídica de MePIF fue añadida al análisis filogenético realizado para el grupo VII 

(a+b) de los bHLH. 

Para los alineamientos de las secuencias proteicas de las diferentes especies se utilizó la 

herramienta online MAFFT (Rozewicki et al., 2019). La visualización y recortado de las 
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secuencias alineadas para excluir grandes espacios en el alineamiento se llevó a cabo con 

el software BioEdit v.7.2.5 (Hall, 1999). Estas secuencias depuradas fueron utilizadas 

para inferir los árboles filogenéticos mediante una estimación por máxima verosimilitud 

con el software IQ-TREE v.1.6.12 (Nguyen et al., 2015). Este software establece el mejor 

modelo para cada árbol filogenético, en el caso de HY5 el modelo usado fue LG+G, 

mientras que para PHY y PIF fue JTT+G. Los valores de soporte de las diferentes ramas 

fueron calculados a través del test de ratio de verosimilitud aproximada similar a 

Shimodaira-Hasegawa (SH-aLRT) (Guindon et al., 2010). El número de réplicas 

utilizados para SH-aLRT fue de 1000 para cada una de las tres familias proteicas 

analizadas. Para la visualización y la edición de los árboles filogenéticos se usó el 

software FigTree v.1.4.4 (Rambaut, 2007). El diagrama de puntos realizado para el 

análisis filogenético se representó utilizando el paquete de R ggplot2 (Wickham, 2016). 

3.2. Cultivo de plantas 

Se cultivaron semillas de A. thaliana del genotipo silvestre (Col-0) y los mutantes de 

pérdida de función Athy5-2 (línea SALK_056405), AtphyB-9 (Reed et al., 1993) y Atpif4-

2 (Leivar et al., 2008), todos ellos mutantes del ecotipo Col-0. Las semillas de todos los 

genotipos estudiados de A. thaliana fueron esterilizadas tratando con etanol 70% y Tritón 

X-100 0.05% durante 10 minutos en rotación y, posteriormente, tratando con etanol 96% 

durante cinco minutos. Tras la esterilización, las semillas se cultivaron en placas con 

medio Murashige & Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962) con un 0.7% de agar. Las 

semillas se sometieron a un proceso de estratificación donde se cultivaron a 4 ºC en 

oscuridad durante 3 días. Después, las placas fueron acondicionadas a 20 ºC y 100 µmol 

m-2 s-1 durante 2 días. Finalmente, las semillas fueron transferidas a las condiciones de 

estudio y se cultivaron durante 5 días. 

Los genotipos utilizados para M. polymorpha fueron el genotipo silvestre (Tak-1) y los 

mutantes de pérdida de función Mphy5-1, Mpphy-1 y Mppif-1, todos ellos mutantes de 

Tak-1 que fueron generados previamente en el laboratorio. Las gemas de todos los 

genotipos de M. polymorpha se cultivaron en medio Gamborg B5 (Gamborg et al., 1968) 

con un 1% de agar durante 10 días en las condiciones de estudio. Mesotaenium 

endlicherianum fue cultivado en medio Gamborg B5 con un 1% de agar durante 10 días 

en las condiciones de estudio partiendo del mismo precultivo inicial. Ostreococcus tauri 

fue cultivado en matraces con 100 mL de medio MAM (Medio Acaryochloris Marina) 

durante 7 días en las diferentes condiciones de estudio partiendo del mismo precultivo. 
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Para obtener el medio MAM se necesitaron las siguientes soluciones: solución I (400 g/L 

de NaNO3), solución II (2.8 g/L de Na2HPO4, 10 g/L de K2HPO4), solución III (5.36 g/L 

de NH4Cl, 10.4 g/L de Fe-EDTA, 74.4 g/L Na2-EDTA, 46 mg/L de ZnSO4, 28 mg/L de 

CoSO4, 15.78 mg/L Na2MoO4·2H2O, 5 mg/L de CuSO4, 3.4 mg/L de H2SeO3 y 360 mg/L 

de MnCl2·4H2O). y, por último, una solución de vitaminas (0.2 g/L de Tiamina-HCl, 1.5 

mg/L de biotina y 1.5 mg/L de Vitamina B1). De cada una de estas soluciones, se tomó 1 

mL, a excepción de la solución de vitaminas, de la cual se tomó 0.5 mL y se añadió a 1 L 

de agua marina artificial (ASW). El ASW se obtuvo como se indica en Kester et al. 

(1967).  

3.3. Análisis fenotípico 

Las condiciones de cultivo para el análisis fenotípico de A. thaliana, M. polymorpha y M. 

endlicherianum fueron 16 ºC, 20 ºC, 24 ºC y 28 ºC y, para cada una de las temperaturas, 

las condiciones de intensidades lumínicas fueron 1 µmol m-2 s-1, 10 µmol m-2 s-1 y 100 

µmol m-2 s-1 en luz continua. Para A. thaliana se midió la longitud del hipocotilo, para M. 

polymorpha el área de la superficie de los talos con la lupa Leica DMS 1000 y para M. 

endlicherianum el número de células con el microscopio Leica DM5000. Todas las 

mediciones fueron realizadas en ImageJ (Schneider et al., 2012). Estos datos de estas tres 

especies se generaron previamente en el laboratorio y fueron analizados para este trabajo.  

Las condiciones de cultivo para el análisis fenotípico de O. tauri fueron 16 ºC, 20 ºC y 24 

ºC y, para cada una de las temperaturas, las condiciones de intensidades lumínicas fueron 

10 µmol m-2 s-1 y 100 µmol m-2 s-1 en luz continua. Los cultivos fueron analizados en un 

citómetro de flujo para estudiar el número de células. Para cada muestra se diluyó 1 mL 

de cultivo en 9 mL de tampón fosfato salino (PBS). De esta dilución se centrifugaron 2 

mL a 4 ºC, 8 minutos a máxima velocidad. Se descartó el sobrenadante y el precipitado 

se resuspendió en 10 mL de etanol 100%. Esta suspensión se guardó a -20 ºC hasta el 

análisis en el citómetro de flujo. Para la tinción de las muestras se añadió 2 µL de 

Vybrant® DyeCycle™ y se analizaron en el citómetro de flujo BD FACSCanto™ 

System. El análisis de los datos brutos generados se realizó usando el software FlowJO™ 

v10.8.0 (Becton et al., 2021).  

Para encontrar diferencias significativas entre las distintas comparaciones por parejas de 

cada una de las especies se realizaron distintos test ANOVA unifactorial seguido de un 
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test TukeyHSD con las funciones aov y TukeyHSD, respectivamente, del paquete stats de 

R (R Core Team, 2021).  

3.4. Extracción de ARN 

La extracción de ARN de las especies A. thaliana, M. polymorpha y M. endlicherianum 

se realizaron con el kit de extracción de ARN NucleoSpinTM RNA Plant Kit Macherey-

Nagel según las indicaciones del fabricante. Durante la extracción se realizó una digestión 

de ADN mediante la DNasa proporcionada por el fabricante. Para la extracción de ARN 

de O. tauri se partió de 25 mL de cultivo. Tras centrifugar a 4 ºC durante 10 minutos a 

máxima velocidad se descartaron los sobrenadantes y se resuspendieron los precipitados 

en 800 µL de tampón PBS. Tras volver a centrifugar bajo las mismas condiciones las 

muestras fueron congeladas a -80 ºC hasta la extracción de ARN en sí.   

La extracción de ARN de O. tauri comenzó resuspendiendo las muestras en 400 µL de 

tampón STET (8% Sacarosa, 5% Triton X-100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8.0). Tras 

la adición de 400 µL de una mezcla de formol:cloroformo 1:1 y de 100 µL de microperlas 

de vidrio de 0.3-0.4 mm de diámetro se procedió a alternar 1 minuto de vórtex con 1 

minuto en hielo durante 30 minutos. Se centrifugaron las muestras a 13000g durante 15 

minutos a 4 ºC. Tras la centrifugación, se transfirió la fase superior a 400 µL de 

formol:cloroformo 1:1 (segunda fenolización). Esta mezcla se agitó en el vórtex y se 

volvió a centrifugar a 13000g durante 5 minutos y a 4 ºC. Se realizó una tercera 

fenolización igual que la segunda. La fase superior se mezcló con 400 µL de cloroformo 

y se centrifugó a 13000g durante 15 minutos a 4 ºC. De nuevo, se extrajo la fase superior 

y se mezcló con 80 µL de LiCl 10 M y 550 µL de etanol 100%. Esta mezcla se incubó a 

-20 ºC durante toda la noche. Tras la incubación se centrifugaron las muestras a 13000g 

durante 10 minutos a 4 ºC y, tras eliminar el sobrenadante, se diluyó el precipitado en 23 

µL de agua libre de RNasas. Para extraer el ARN de esta dilución se utilizó el kit de 

extracción ISOLATE II RNA Plant Kit BIOLINE, siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  

3.5. RNA-seq 

Para el estudio de secuenciación de ARN (RNA-seq) las condiciones de cultivo para todos 

los organismos y genotipos mencionados fue de 16 ºC y 24 ºC a 10 µmol m-2 s-1 y 100 

µmol m-2 s-1 en luz continua para cada temperatura. Se cultivaron 4 réplicas para cada una 

de las condiciones. M. endlicherianum fue cultivada sobre una capa de celofán en 
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contacto con el medio Gamborg B5 para facilitar la recogida de muestras. Las muestras 

fueron recogidas, congeladas en nitrógeno líquido y machacadas para la extracción de 

ARN, la cual se llevó a cabo como se describe en el apartado Extracción de ARN. Las 

concentraciones y la calidad de las muestras de ARN fueron medidas en el 

espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000. Se seleccionaron las 3 réplicas con mayor 

calidad de cada condición para la secuenciación. La construcción de las librerías y la 

secuenciación de lecturas de tipo pair-end de 100 pares de bases de longitud fue realizada 

por la empresa BGI Genomics, Hong Kong. La plataforma de secuenciación utilizada fue 

DNBseqTM y la cobertura fue de unas 50 millones de lecturas por muestra.  

La calidad de los datos brutos fue analizada mediante FastQC v.0.11.5 con los parámetros 

por defecto. Para la construcción de los índices de los genomas se utilizó HISAT2 v.2.1.0 

(Kim et al., 2019) usando la función hisat2-build con los parámetros por defecto. El 

mapeado de las lecturas cortas en los índices de los genomas de referencia de las 4 

especies se realizó con el mismo software usando la función hisat2 con el parámetro --

dta. Los genomas de referencia y las anotaciones utilizadas para el mapeado de las 

lecturas cortas fueron los mismos que los usados en el apartado Análisis filogenético. Se 

modificó manualmente la anotación del genoma de M. endlicherianum para añadir MePIF 

en la región correspondiente del genoma. El procesamiento de los archivos en formato 

SAM hasta formato BAM se llevó a cabo con el software Samtools v.1.7 (H. Li et al., 

2009) usando los parámetros por defecto, mientras que el ensamblaje de los transcritos se 

realizó con la herramienta StringTie v.2.1.5 (Pertea et al., 2015) (parámetros: -G 

anotattion.gtf ). La cuantificación de los niveles de expresión se llevó a cabo con el mismo 

software (parámetros -e -B -G anotattion.gtf -A gene_abun.tab).  

3.6. Análisis de expresión génica diferencial y análisis subsecuentes 

3.6.1. Análisis de expresión génica diferencial 

Para el análisis de expresión génica diferencial se utilizó el paquete de R DESeq2 v.3.14 

(Love et al., 2014). Previamente, se utilizó el script prepDE.py proporcionado por 

StringTie para la conversión de los datos a una matriz de lecturas brutas compatible con 

DESeq2. Se hicieron un total de cuatro comparaciones: 24 ºC frente a 16 ºC a 10 µmol 

m-2 s-1, 24 ºC frente a 16 ºC a 100 µmol m-2 s-1 (todos ellos genes regulados por 

temperatura), 100 µmol m-2 s-1 frente a 10 µmol m-2 s-1 a 16 ºC y 100 µmol m-2 s-1 frente 

a 10 µmol m-2 s-1 a 24 ºC (todos ellos genes regulados por intensidad lumínica) para cada 
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especie y genotipo. Además, se hicieron comparaciones enfrentando los mutantes de A. 

thaliana y M. polymorpha con las respectivas cepas silvestres para cada una de las 

condiciones analizadas (16 ºC y 10 µmol m-2 s-1, 16 ºC y 100 µmol m-2 s-1, 24 ºC y 10 

µmol m-2 s-1 y 24 ºC y 100 µmol m-2 s-1). Los genes regulados que fueron considerados 

genes expresados diferencialmente (DEGs) fueron aquellos cuyo p-valor ajustado fue 

menor que 0.01 y cuyo valor de log2 fold-change (FC) fue mayor que 1 o menor que -1. 

3.6.2. Análisis de los DEGs 

Para el análisis de los DEGs de las diferentes especies y mutantes se realizaron diagramas 

de Venn proporcionales con el paquete de R eulerr (Larsson, 2021), diagramas de Venn 

de cinco sets con la herramienta online InteractiVenn (Heberle et al., 2015), mapas de 

calor con el paquete de R pheatmap (Kolde, 2019) y gráficos de puntos con el paquete de 

R ggplot2 (Wickham, 2016). 

3.6.3. Agrupamiento jerárquico 

Los valores de expresión en transcritos por millón de kilobases (TPM) de los DEGs 

obtenidos tanto por temperatura como por intensidad lumínica fueron normalizados 

usando el método de unidad tipificada (Z-scores). Estos valores normalizados fueron 

agrupados en diferentes clústeres utilizando el método de agrupamiento jerárquico 

mediante la función hclust del paquete stats de R (R Core Team, 2021). Los distintos 

clústeres fueron representados utilizando el paquete de R ggplot2 (Wickham, 2016). 

3.6.4. Redes de co-expresión génica 

Para la generación de las redes de co-expresión génica de las cuatro especies se realizó 

un matriz de correlación analizando el coeficiente de correlación de Pearson para los 

valores de expresión de cada par de genes usando la función cor del paquete stats de R 

(R Core Team, 2021). Se asumió una co-expresión génica cuando el coeficiente de 

correlación de Pearson entre dos genes fue mayor a 0.99. La generación de la red y su 

exportación en formato GML fueron realizadas con el paquete de R igraph (Csardi & 

Nepusz, 2006). Para la visualización, anotación y edición de las redes de co-expresión se 

utilizó el software Cytoscape v.3.9.0 (Shannon et al., 2003). 

3.6.5. Análisis de ortología 

Para el análisis de ortología se usó la herramienta OrthoFinder v.2.3.1 (Emms & Kelly, 

2018). Esta herramienta bioinformática infiere la ortología de genes de distintas especies 

a través de árboles filogenéticos y agrupa distintos genes de diferentes especies en 
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ortogrupos (grupos de ortólogos) según su secuencia proteica. Para este análisis se realizó 

un estudio de la ortología de todos los genomas de todas las especies utilizadas en el 

apartado Análisis filogenético para obtener una mayor robustez.  

Los scripts utilizados en el procesamiento de los datos brutos del RNA-seq, el análisis de 

expresión génica diferencial y los subsecuentes análisis, además de los scripts utilizados 

para la generación y análisis estadístico del análisis fenotípico y análisis filogenético se 

pueden encontrar en: https://github.com/fernandorguezm/TFM_Fernando_Rodriguez 
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4. RESULTADOS 
 

4.1. Las señalizaciones por luz y temperatura se integran para 

regular el crecimiento de estreptófitas, pero no de clorófitas 

Para conocer el grado de integración entre las señalizaciones por luz y temperatura a lo 

largo de la evolución del linaje verde se procedió a realizar un estudio fenotípico de 

organismos representativos de los clados más importantes de dicho linaje. En concreto, 

se analizaron cuatro especies: la microalga marina Ostreococcus tauri, representativa de 

los organismos clorófitos, la microalga Mesotaenium endlicherianum, representativa de 

los organismos carófitos, la hepática Marchantia polymorpha representativa de los 

briofitos y, por último, la angiosperma Arabidopsis thaliana, representativa de las plantas 

vasculares.  

El análisis consistió en el estudio de diferentes aspectos fenotípicos de cada una de las 

especies a diferentes condiciones de temperatura (16 ºC, 20 ºC, 24 ºC y 28 ºC) en 

combinación con diferentes condiciones de intensidades lumínicas (1 µmol m-2 s-1, 10 

µmol m-2 s-1 y 100 µmol m-2 s-1), siendo en total 12 condiciones diferentes, a excepción 

de O. tauri. Para este organismo se eliminaron las condiciones de 28 ºC y 1 µmol m-2 s-1 

por su imposibilidad de crecer a dichos de niveles de temperatura e intensidad lumínica. 

Estas condiciones se tratan de niveles moderadamente altos o bajos de temperatura e 

intensidad lumínica para los organismos estudiados.  

Al analizar la longitud del hipocotilo en A. thaliana se observó que bajas intensidades 

lumínicas promovieron la elongación del hipocotilo y esta inducción se vio favorecida 

por temperaturas más altas (Figura 3A). Por otro lado, intensidades lumínicas más altas 

provocaron un crecimiento limitado del hipocotilo y el aumento de la longitud del 

hipocotilo mediado por altas temperaturas se vio también reducido a estas intensidades 

lumínicas, observándose un menor rango de respuestas a temperatura, respecto a 

intensidades lumínicas más bajas. Por tanto, el rango de respuestas a la temperatura varió 

en función de la intensidad lumínica y viceversa (Figura 3A). Esto sugiere que, en A. 

thaliana, la respuesta a la temperatura está influenciada por la intensidad lumínica y 

viceversa, lo que indica una integración de las dos señales ya descrita en la literatura 

(Legris et al., 2017). 
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El crecimiento del área del talo en M. polymorpha se vio favorecido a altas intensidades 

lumínicas. Dicho crecimiento también se vio impulsado por temperaturas más altas 

(Figura 3B). Mientras que a 100 µmol m-2 s-1 el rango de respuestas a la temperatura fue 

amplio, este rango de respuesta en diferentes condiciones de temperatura fue mínimo a 1 

µmol m-2 s-1, obteniéndose áreas de talos sin diferencias estadísticas en las distintas 

Figura 3. Análisis de diferentes parámetros fenotípicos de cada uno de los organismos estudiados 

en diferentes condiciones de intensidad lumínica y temperatura. A. Medida de la longitud del 

hipocotilo en A. thaliana. B. Medida del área del talo en M. polymorpha. C. Número de células en 

M. endlicherianum. D. Número de células en O. tauri. Los puntos representan cada individuo 

analizado en A thaliana y en M. polymorpha y cada cultivo analizado en M. endlicherianum y O. 

tauri.  
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condiciones de temperatura (Figura 3B, Tabla suplementaria 1). Esta diferencia en el 

rango de respuestas a temperaturas según la intensidad lumínica sugiere una integración 

de estas dos señales en M. polymorpha, al igual que se ha observado en A. thaliana.  

En cuanto a la carófita M. endlicherianum, mientras que a 16 ºC no hubo diferencias 

significativas en el número de células entre 10 µmol m-2 s-1 y 100 µmol m-2 s-1, a 20 ºC 

existió un aumento significativo en el número de células en función de la intensidad 

lumínica incluso a 100 µmol m-2 s-1 (Figura 3C, Tabla suplementaria 1). Además, se 

observó un comportamiento diferente respecto a la intensidad lumínica a 24 ºC y 28 ºC 

(Figura 3C). Estos distintos comportamientos en respuesta a la temperatura en función de 

la intensidad lumínica, y viceversa, indican una sinergia entre ambos estímulos en M. 

endlicherianum. 

El número de células en O. tauri aumentó en función de la temperatura y en condiciones 

de intensidades lumínicas más bajas (Figura 3D). Tanto la intensidad lumínica como, en 

mayor medida, la temperatura, afectaron al número de células en esta microalga clorófita 

(Figura 3D). Sin embargo, el rango de respuestas a la temperatura no varió en función de 

la intensidad lumínica, es decir, las diferencias en el número de células entre las diferentes 

temperaturas fueron las mismas independientemente de la intensidad lumínica a la que se 

encontraba el organismo (Figura 3D, Tabla suplementaria 1). Por tanto, existe un 

comportamiento aditivo entre la luz y la temperatura en O. tauri, es decir, estos dos 

estímulos promueven la división celular a través de mecanismos regulatorios 

independientes. Todos estos resultados juntos sugieren que el ancestro común de todas 

las plantas terrestres y M. endlicherianum ya integraba la luz y la temperatura hace en 

torno a 580 millones de años, mientras que los organismos clorófitos parecen no tener la 

capacidad de integrar estos estímulos.  

4.2. La luz y la temperatura co-regulan la expresión génica en todo 

el linaje verde  

Para saber hasta qué punto el efecto de integración se extendía a otros procesos en 

estreptófitos, y para confirmar la ausencia de mecanismos integradores en clorófitos, 

procedimos a realizar un análisis transcriptómico mediante RNA-seq de los cuatro 

organismos estudiados en el análisis fenotípico. Las condiciones de estudio fueron 16 ºC 

y 24 ºC en combinación con 10 µmol m-2 s-1 y 100 µmol m-2 s-1. Estas condiciones fueron 

seleccionadas tras observar comportamientos fenotípicos diferentes en todas las especies. 
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Se tomaron como genes expresados diferencialmente (DEGs) de temperatura aquellos 

cuyo p-valor ajustado fue menor que 0.01 y cuyo valor de expresión fue dos veces mayor 

o menor (log2 FC mayor que 1 o menor que -1) en las comparaciones de 24 ºC frente a 

16 ºC a 10 µmol m-2 s-1 y 24 ºC frente a 16 ºC a 100 µmol m-2 s-1. Por otro lado, se tomaron 

como DEGs de intensidad lumínica aquellos que cumplían los mismos requisitos en las 

comparaciones de 100 µmol m-2 s-1 frente a 10 µmol m-2 s-1 a 16 ºC y 100 µmol m-2 s-1 

frente a 10 µmol m-2 s-1 a 24 ºC. 

El análisis de la expresión génica diferencial mostró un número alto de DEGs regulados 

tanto por la intensidad lumínica como por la temperatura (Figura 4). En A. thaliana 

aparecieron 2785 DEGs de temperatura y 3187 DEGs de intensidad lumínica, siendo 

1380 comunes entre ellos (Figura 4). En M. polymorpha se obtuvieron 2306 DEGs de 

temperatura y 1965 de intensidad lumínica de los cuales 1217 genes se compartían entre 

Figura 4. Diagramas de Venn proporcionales al número de DEGs de los DEGs de temperatura y los 

DEGs de intensidad lumínica para cada una de las especies analizadas. 

DEGs de temperatura DEGs de intensidad lumínica 
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los dos estímulos (Figura 4). Para M. endlicherianum se obtuvieron diferencias notables 

entre genes expresados diferencialmente por temperatura e intensidad lumínica, 

estableciéndose el número de DEGs de temperatura en 1469 y de intensidad lumínica en 

2753, existiendo 1264 DEGs comunes (Figura 4). También se observaron diferencias 

entre ambos estímulos para O. tauri, encontrándose un mayor número de DEGs de 

temperatura (2419) respecto a la intensidad lumínica (1373), regulándose 1049 genes por 

ambos estímulos (Figura 4). 

Los DEGs de temperatura y los DEGs de intensidad lumínica mostraron un solapamiento 

evidente entre las dos señales a nivel transcriptómico en todas las especies, incluidas O. 

tauri (Figura 4). Se observó un grado de solapamiento que abarca aproximadamente entre 

el 30% y el 43% de todos los DEGs observados en cada una de las especies. Estos datos 

sugieren que la luz y la temperatura co-regulan la expresión génica de un gran número de 

genes en todo el linaje verde, ya sea bien de forma aditiva o sinérgica.  

4.3. Comportamientos transcripcionales sinérgicos en todos los 

clados del linaje verde 

Para distinguir si el solapamiento de genes co-regulados por luz y por temperatura 

reflejaba un comportamiento integrativo/sinérgico o simplemente aditivo, realizamos un 

análisis de agrupamiento jerárquico de la expresión génica normalizada en Z-score en el 

cual se estableció el número de clústeres en 30 y, seleccionando los 10 clústeres diferentes 

con mayor número de DEGs, se observaron los distintos comportamientos 

transcripcionales más comunes de los DEGs en las cuatro especies estudiadas (Figura 

5A). 

Analizando los clústeres se observaron comportamientos sinérgicos en clústeres de A. 

thaliana (clústeres 3 y 4, entre otros), de M. polymorpha (clústeres 1 y 2, entre otros), de 

M. endlicherianum (clústeres 1 y 5, entre otros) e, incluso, de O. tauri (clústeres 1 y 8, 

entre otros) (Figura 5A). Este comportamiento sinérgico se observó, al igual que en el 

análisis fenotípico, al aparecer diferencias en el rango de respuestas a temperatura en 

función de la intensidad lumínica, y viceversa. Observar clústeres que siguen un 

comportamiento típico de una integración entre luz y temperatura en O. tauri sugiere que 

la integración de estas dos señales a nivel transcriptómico estaba ya presente en el 

ancestro común de todos los organismos del linaje verde. Aun así, se observó una mayor 

acumulación de clústeres en los que el rango de respuestas a temperatura no varió apenas 
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en función de la intensidad lumínica en O. tauri (clústeres 2, 3, 4, 6, entre otros) (Figura 

5A). Estos clústeres no mostraron una fuerte sinergia entre luz y temperatura en O. tauri, 

sino que mostraron una dinámica más aditiva, con un fuerte efecto de la temperatura en 

comparación con la respuesta en los otros tres organismos, los cuales presentaron un gran 

número de clústeres con comportamientos integrativos. Por tanto, aunque la respuesta 

transcriptómica integrativa entre luz y temperatura parezca conservada, existe una clara 

Figura 5. A. Expresión génica en las diferentes condiciones de los DEGs agrupados en los 10 

clústeres diferentes más numerosos de un agrupamiento jerárquico de 30 clústeres ordenados del 

clúster con más DEGs al clúster con menos DEGs para cada una de las especies (At: Arabidopsis 

thaliana, Mp: Marchantia polymorpha, Me: Mesotaenium endlicherianum, Ot: Ostreococcus 

tauri). Se representa la expresión de cada uno de los genes en dos líneas de menor intensidad 

(expresión a 16 ºC y 24 ºC) y la expresión media de todos los genes del clúster en una línea con 

mayor intensidad. B. Clústeres que tienen similitud con al menos un clúster de otro organismo 

ordenados por número de similitudes. 

A 

B 



29 
 

diferencia entre los comportamientos transcripcionales más comunes de los distintos 

organismos. Estos resultados sugieren que el ancestro acuático estreptófito de todas las 

plantas terrestres contenía una compleja respuesta transcriptómica a los estímulos de luz 

y temperatura. 

Aunque exista una diferencia considerable entre los comportamientos transcripcionales 

más comunes de los diferentes organismos, al comparar las plantas terrestres se observó 

una conservación en los comportamientos transcripcionales más comunes (Figura 5B). 

Siete de los diez clústeres más comunes de A. thaliana y M. polymorpha tuvieron un perfil 

de expresión prácticamente idéntico entre las dos especies. Esto sugiere que los 

comportamientos transcripcionales más comunes se encuentran conservados en plantas 

terrestres. Esta conservación en los comportamientos transcripcionales no se observa en 

M. endlicherianum o en O. tauri, que únicamente compartieron 4 clústeres con el resto 

de las especies. Todos estos datos juntos sugieren que, aunque existe un cierto grado de 

conservación general del efecto de la luz y la temperatura sobre la transcripción en todo 

el linaje verde, la conservación de comportamientos transcripcionales concretos se reduce 

solo a la comparación entre estreptófitas (es decir, plantas terrestres y algas carófitas) y, 

en especial, a la comparación entre plantas terrestres.  

4.4. Compleja y diversa respuesta transcriptómica a la señalización 

por luz y temperatura en estreptófitas 

Los organismos estreptófitos analizados mostraron una mayor diversidad en las 

respuestas transcriptómicas en relación con O. tauri (Figura 5A). Al analizar qué cantidad 

de todos los comportamientos transcripcionales de los DEGs de cada especie son 

explicados por los 10 clústeres más numerosos se observaron diferencias notables entre 

las especies estreptófitas y la especie clorófita. En A. thaliana los 10 clústeres más 

numerosos explicaron el 75.5% de todos los comportamientos transcripcionales de los 

DEGs, en M. polymorpha este porcentaje fue del 74.2%, en M. endlicherianum del 70.6%, 

mientras que en O. tauri fue del 90.5%. Estos datos indican que la gama de patrones de 

los comportamientos transcripcionales en O. tauri es mucho más limitada, ya que ni el 

10% de los DEGs se pueden explicar por otros comportamientos transcripcionales no 

recogidos en los 10 clústeres más numerosos. Por el contrario, este porcentaje asciende 

al 25-30%, aproximadamente, en los organismos estreptófitos. 
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Tras el análisis de agrupamiento jerárquico se construyeron redes de co-expresión génica 

para analizar más en profundidad todos los posibles comportamientos transcriptómicos 

presentes en los distintos organismos. Estas redes de co-expresión génica se anotaron con 

los 10 clústeres más numerosos para cada una de las especies. La menor diversidad 

observada en O. tauri se manifestó en las redes de co-expresión a través de una diferencia 

notable en la topología de las redes (Figura 6). En las especies estreptófitas se observó 

una topología circular que no apareció en O. tauri. Una topología circular es indicativa 

de una mayor variación gradual de distintos comportamientos transcripcionales posibles. 

Figura 6. Redes de co-expresión génica de cada una de las especies. Cada color representa, según la 

leyenda, a cada uno de los clústeres más numerosos en el estudio de agrupamiento jerárquico (Figura 

5). 



31 
 

Al existir un gran número de perfiles transcriptómicos lo suficientemente numerosos se 

forma un continuo en la red transcripcional, apareciendo una forma circular.  

La topología de la red de co-expresión de O. tauri consiste en dos módulos principales 

que acogen a los DEGs inducidos (modulo izquierdo) y reprimidos (modulo derecho) por 

temperatura (Figura 6). La temperatura afectó más al transcriptoma de O. tauri que la luz 

(Figura 4), por lo que es este estímulo el que mejor explica la topología de la red de co-

expresión génica en esta especie. En este caso no se apreció una red continua como en el 

resto de las especies, indicando probablemente un menor grado de integración entre luz 

y temperatura o, dicho de otra manera, una menor gama de comportamientos 

transcripcionales posibles, pudiéndose explicar la red casi exclusivamente por genes 

inducidos y reprimidos por temperatura. Esto es consistente con la hipótesis de que la 

intensidad lumínica y la temperatura tienen un bajo grado de sinergismo, como se observó 

en el análisis fenotípico (Figura 3D), para regular el desarrollo en O. tauri. Estos 

resultados sugieren que los organismos estreptófitos poseen una compleja y diversa 

respuesta transcripcional a la señalización por luz y temperatura en comparación con los 

organismos clorófitos.  

4.5. La luz y la temperatura regulan genes ortólogos en todo el 

linaje verde 

La conservación a nivel de complejidad y diversidad en la respuesta transcriptómica a luz 

y temperatura en los organismos estreptófitos plantea la pregunta de si los elementos 

regulados por estos estímulos se encuentran conservados también en dichos organismos. 

Es decir, si los DEGs regulados por intensidad lumínica, temperatura y ambos estímulos 

se encuentran conservados en las diferentes especies. Para estudiar la conservación de 

genes en distintos organismos se realizó un análisis de ortología génica usando la 

herramienta OrthoFinder (Emms & Kelly, 2018). Este análisis consistió en agrupar los 

genes de los distintos organismos en ortogrupos basándose en su secuencia proteica para 

luego establecer en qué ortogrupos se encuentran los distintos DEGs. De esta forma se 

pudo determinar hasta qué punto los DEGs de cada especie en cada condición pertenecen 

a los mismos ortogrupos en las otras especies. 

Por un lado, se observó que existen DEGs de temperatura, de intensidad lumínica y de 

ambos estímulos que comparten ortogrupos en todas las especies (Figura 7). Esto indica 

que existe un grupo de genes que responden tanto a intensidad lumínica como a 
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temperatura en todos los organismos analizados. Por otro lado, aunque se apreció un alto 

número de DEGs compartidos mediante ortología entre O. tauri y los organismos 

estreptófitos individualmente (Ot-Me, Ot-Mp y Ot-At), se observó una mayor abundancia 

de ortogrupos compartidos entre los organismos estreptófitos (Me-Mp, Me-At y Mp-At) 

(Figura 7). Además, también se observó una mayor abundancia de ortogrupos 

compartidos entre las estreptófitas (Me-Mp-At) respecto a otras comparaciones que 

incluyen tres especies en las que se encuentra O. tauri (Figura 7). 

Todos estos datos juntos sugieren que el ancestro común de todo el linaje verde contenía 

un set de genes regulados por luz, temperatura y ambos estímulos y que este set de genes 

se ha conservado a lo largo de la evolución. Además, el ancestro común de las plantas 

terrestres y M. endlicherianum pudo aumentar la complejidad de su red de regulación por 

luz y temperatura y estos elementos regulados se han podido conservar en estos 

organismos estreptófitos. 

Figura 7. Gráfico de puntos que representa la abundancia de ortogrupos en común entre los DEGs 

de al menos dos especies. Estos ortogrupos analizados contienen DEGs tanto de intensidad lumínica 

como de temperatura en al menos dos especies, es decir, no se representan aquellos ortogrupos que 

comparten DEGs de temperatura en al menos dos especies, pero solo existe una especie representada 

en estos ortogrupos por los DEGs de intensidad lumínica y viceversa. Las especies fueron abreviadas 

de la siguiente forma: At: Arabidopsis thaliana, Mp: Marchantia polymorpha, Me: Mesotaenium 

endlicherianum, Ot: Ostreococcus tauri.  
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4.6. HY5, PHY y PIF están presentes en los genomas de plantas 

terrestres y algunas algas carófitas  

Establecidos los diferentes grados de integración de luz y temperatura tanto a nivel 

fenotípico como transcriptómico de las diferentes especies se procedió a analizar la 

importancia de tres de los principales componentes para la integración de estos dos 

estimulos en A. thaliana: HY5, PHY y PIF. Se comenzó con un análisis filogenético para 

conocer el origen y la distribucion de estos tres componentes a lo largo del linaje verde. 

Para dicho análisis se estudiaron un total de 28 genomas de especies representativas de 

distintos clados del grupo taxonómico Archaeplastida. 

Como organismo representativo de las microalgas glaucófitas se seleccionó C. paradoxa 

y para las algas rodófitas C. mierolae y C. crispus. Dentro del linaje verde se tomaron 

como organismos representativos de las microalgas clorófitas a O. tauri, C. reinhardtii y 

C. subellipsoidea. Dentro de las algas carófitas se encuentran seis grupos taxonómicos, 

todos ellos representados en el análisis filogenético, a excepción de Coleochaetophyceae: 

Mesostigmatophyceae con M. viride, Chlorokybophyceae con C. atmophyticus, 

Klebsormidiophyceae con K. nitens, Charophyceae con C. braunii, y Zygnematophyceae 

con S. muscicola, P. margaritaceum y M. endlicherianum. Dentro de las plantas 

terrestres, los tres grupos de las briofitas también se encuentran representados, los 

antoceros con A. punctatus y A. agrestis, las hepáticas con M. polymorpha y los musgos 

con P. patens y S. fallax. Por último dentro de las plantas vasculares se encuentran S. 

moellendorffii como representante de las licófitas, A. filiculoides y S. cucullata como 

representante de los helechos, P. taeda y G. montanum como gimnospermas, A. 

trichopoda como una angiosperma basal y, dentro de este último grupo O. sativa y Z. 

marina como monocotiledoneas y S. licopersycum y A. thaliana como dicotiledoneas.  

Los análisis filogenético estimados por máxima verosimilitud de tres de los principales 

componentes de la regulacion por luz y temperatura en A. thaliana mostraron una clara 

separacion en distintos subgrupos en los fitocromos y en el grupo VII (a+b) de los bHLH, 

donde se engloba a los PIFs, mientras que los HY5s se organizaron en un único grupo 

(Figura 8A). Cada una de estas agrupaciones de proteínas tienen un alto valor de soporte 

(SH-aLRT) en la rama que los separa de los demás componentes, lo que refuerza la idea 

de que estas clases de proteínas forman subgrupos que divergieron de una única proteína 

ancestral (Figura 8A). 
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Respecto a los fitocromos se observaron tres grandes grupos: fitocromo A, fitocromo 

B/D/E y fitocromo C. Como outgroup, es decir, que no pertenecen a la familia de los 

fitocromos canónicos vegetales, se observan otros fitocromos no canónicos vegetales y 

los neocromos, lo que coincide con lo observado en la literatura (F. W. Li et al., 2015). 

En cuanto a las proteínas del grupo VII (a+b) de los factores de transcripción bHLH se 

observaron distintos grupos con un alto valor de soporte. Estos grupos fueron, 

fundamentalmente, distintos PIFs (PIF1, PIF3, PIF4/5, PIF7/8 y otros PIFs), aunque 

también aparecieron otro grupo de proteínas cercanas felogenéticamente a los factores de 

transcripción de A. thaliana SPATULA (SPT) y ALCATRAZ (ALC) (Figura 8A).  

Se observó que el primer componente en originarse de los tres estudiados fue el factor de 

transcripción HY5 (Figura 8B). Este factor de transcripción está presente, incluso, en 

especies clorófitas, como O. tauri. Por tanto, es una proteína que se encuentra en 

organismos de todos los estratos filogenéticos dentro del linaje verde. Por el contrario, 

los homologos de PIF, miembros del grupo VII (a+b) de los factores de transcripción 

bHLH, fueron los últimos de los tres componentes en aparecer. Estos surgieron por 

primera vez en las algas carófitas, aunque no se encuentra presente en todas ellas, ya que 

organismos de los grupos taxonómicos más basales dentro de las estreptófitas como 

Mesostigmatophyceae y Chlorokybophyceae no contienen proteínas de esta familia 

(Figura 8B). Mientras que ciertos organismos dispersos por el linaje verde e, incluso, 

organismos de los grupos más cercanos filogenéticamente al linaje verde como las algas 

glaucófitas tienen fitocromos no canónicos, los fitocromos canónicos vegetales 

aparecieron en las algas carófitas, algo ya observado previamente (Legris et al., 2017). 

En este caso, los fitocromos están presentes en todos los organismos estreptófitos 

analizados, desde los grupos más basales de las algas carófitas hasta las plantas terrestres 

(Figura 8B). 

Aunque los fitocromos y los miembros del grupo VII (a+b) de los bHLH se encuentren 

presentes en la mayoría de los grupos taxonómicos dentro de los organismos estreptófitos, 

estos sufrieron una diversificación con la aparición de las angiospermas y las 

gimnospermas. Los distintos subgrupos de fitocromos y miembros del grupo VII (a+b) 

de los bHLH analizados anteriormente aparecieron representados exclusivamente en 

estos dos grandes grupos de plantas terrestres. Esto sugiere que el ancestro común entre 

angiospermas y gimnospermas sufrió un proceso de duplicación y neofuncionalización 
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Figura 8. A. Árboles filogenéticos estimados por máxima verosimilitud de las familias de 

proteínas HY5, fitocromos y grupo VII (a+b) de los bHLH. El valor de soporte de cada rama se 

establece por el valor SH-aLRT que es representado en las ramas con un rango de colores desde 

el cian (0) hasta el negro (100). Las escalas (0.3 en HY5, 0.5 en PHYs y 0.3 en grupo VII (a+b) 

de los bHLH) representan la distancia evolutiva calculada entre cada secuencia B. Gráfico de 

puntos que representa la abundancia de cada una de las clases de componentes analizados en la 

Figura 8A en cada especie analizada del grupo taxonómico Archaeplastida subdividido en 

glaucófitas (Glaucophyta) , rodófitas (Rhodophyta), dentro del linaje verde clorófitas 

(Chlorophyta) y estreptófitas, divididas en algas carófitas (Charophyta) y plantas terrestres entre 

las que se encuentran las plantas sin vasculatura (Bryophyta) y las plantas con vasculatura 

(Tracheophyta). 
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que permitió la aparición de los distintos subgrupos analizados en los árboles 

filogenéticos (Figura 8A y B). 

La primera vez que aparecen los tres componentes estudiados dentro de las especies 

analizadas es en Klebsormidium nitens. Todos los organismos que diversificaron del 

ancestro en común con esta microalga filamentosa también contienen estos tres elementos 

que se saben fundamentales para la integración de la luz y la temperatura en A. thaliana. 

Todos estos datos juntos sugieren que tres clases importantes de componentes de la 

regulación por luz y temperatura en A. thaliana estaban presentes en el ancestro de 

algunas algas carófitas y en todas las plantas terrestres, en concreto en el ancestro en 

común del grupo taxonómico Klebsormidiophyceae y los linajes que divergieron 

posteriormente, lo que sugiere que estos componentes pudieron estar activos en el 

ancestro estreptófito de las plantas terrestres para regular la integración de la luz y la 

temperatura. 

4.7. HY5, PHY y PIF son necesarios para la integración de la luz y 

la temperatura en plantas terrestres 

El análisis fenotípico de mutantes puede ayudar a entender la importancia de HY5, PHY 

y PIF en las plantas terrestres estudiadas. Al igual que en el análisis fenotípico de las 

diferentes especies, se estudiaron la longitud del hipocotilo en A. thaliana y el área del 

talo en M. polymorpha para todos los genotipos a diferentes de temperatura (16 ºC, 20 ºC, 

24 ºC y 28 ºC) en combinación con diferentes condiciones de intensidad lumínica (1 µmol 

m-2 s-1, 10 µmol m-2 s-1 y 100 µmol m-2 s-1).  

El mutante Athy5-2 presentó una mayor longitud del hipocotilo respecto a Col-0 en 

prácticamente todas las condiciones (Figura 9A) (Tabla suplementaria 2). Cabe destacar 

que, al igual que en la cepa silvestre, la longitud del hipocotilo fue mayor a intensidades 

lumínicas más bajas y que este crecimiento se vio incrementado a temperaturas altas. Sin 

embargo, en Col-0 a medida que aumentó la intensidad lumínica, el incremento por la 

temperatura fue menor, como ya se mostró previamente (Figura 3A), mientras que en el 

mutante Athy5-2 se siguió manteniendo un amplio incremento por la temperatura incluso 

a intensidades lumínicas altas (100 µmol m-2 s-1). Por consiguiente, el rango de respuestas 

a temperatura en función de la intensidad lumínica no varió en el mutante Athy5-2, al 

contrario que en la cepa silvestre (Figura 9A). Esto indica que el mutante Athy5-2 no 

integra correctamente la luz y la temperatura. Por otro lado, el mutante AtphyB-9 presentó 
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una dinámica similar a Athy5-2 (Figura 9A), por lo que AtPHYB, al igual que AtHY5, 

parece ser fundamental para que se dé una sinergia entre luz y temperatura en A. thaliana. 

En cuanto al mutante Atpif4-2 se observó una dinámica contraria a los otros dos mutantes, 

siendo la longitud del hipocotilo menor en prácticamente todas las condiciones de estudio 

respecto a Col-0 (Figura 9A, Tabla suplementaria 2). El rango de respuesta a temperatura 

tuvo una menor variación entre las distintas intensidades lumínicas respecto a Col-0 

(Figura 9A), lo que sugiere que, al igual que AtHY5 y AtPHYB, AtPIF4 es necesario para 

la correcta integración de luz y temperatura en A. thaliana.  

Para entender si la función de estos tres reguladores se encuentra conservada en plantas 

terrestres se realizó un análisis fenotípico de los tres mutantes de pérdida de función en 

M. polymorpha. En el mutante Mphy5-1 se observó un cambio en la respuesta a 

temperatura a 10 µmol m-2 s-1 respecto a Tak-1. Mientras que en la cepa silvestre se 

observó una diferencia significativa en el área del talo entre diferentes temperaturas a esta 

intensidad lumínica, en el mutante Mphy5-1 no hubo diferencias significativas entre las 

diferentes temperaturas (Figura 9B, Tabla suplementaria 3). Algo similar se observó a 

100 µmol m-2 s-1, existiendo diferencias significativas entre 16 ºC y 20 ºC en Tak-1, 

A 

B 

Figura 9. A. Análisis de la longitud del hipocotilo en diferentes condiciones de intensidad lumínica y 

temperatura en Col-0 y los mutantes de pérdida de función Athy5-2, AtphyB-9 y Atpif4-2. B. Análisis del 

área del talo en diferentes condiciones de intensidad lumínica y temperatura en Tak-1 y los mutantes de 

pérdida de función Mphy5-1, Mpphy-1 y Mppif-1. 

A 

B 
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mientras que estas diferencias no se observaron en Mphy5-1 (Figura 9B, Tabla 

suplementaria 3). Esto indica que la integración por luz y temperatura que se observa en 

la cepa silvestre se encuentra alterada en el mutante Mphy5-1, al menos en condiciones 

concretas de intensidad lumínica y temperatura. El comportamiento ante la intensidad 

lumínica y la temperatura del mutante Mpphy-1 se encontró claramente alterado. En este 

mutante no se presentaron diferencias significativas en el área del talo en las diferentes 

condiciones de luz y temperatura (Figura 9B, Tabla suplementaria 3). Esto sugiere un 

papel fundamental de este receptor en la regulación y la integración de estas dos señales. 

Por último, el mutante Mppif-1 mostró deficiencias en la integración por luz y temperatura 

a temperaturas moderadamente bajas. Tanto a 10 µmol m-2 s-1 como a 100 µmol m-2 s-1 

no se encontraron diferencias significativas a 16 ºC y a 20 ºC (Figura 9B, Tabla 

suplementaria 3). Sin embargo, sí se encontraron estas diferencias entre estas condiciones 

en Tak-1 (Figura 9B, Tabla suplementaria 3), lo que indica la necesidad de MpPIF para 

integrar luz y temperatura en condiciones de temperatura moderadamente bajas.  

Los datos fenotípicos de los mutantes analizados sugieren que los tres componentes son 

fundamentales para la correcta integración de la señalización por luz y temperatura en 

ambas especies. Mientras que el efecto de la pérdida de alguno de los tres componentes 

se observa en prácticamente todas las condiciones de intensidad lumínica y temperatura 

en A. thaliana, también se observa dicho efecto en M. polymorpha, aunque a temperaturas 

e intensidades lumínicas más concretas. Todos estos resultados juntos sugieren que HY5, 

PHY y PIF regulaban la integración de las señalizaciones por luz y temperatura en el 

ancestro común de las plantas terrestres. 

4.8. HY5, PHY y PIF comparten un gran número de dianas en las 

plantas terrestres 

Una vez analizada la importancia de HY5, PHY y PIF en las plantas terrestres a través 

del análisis fenotípico de los mutantes se procedió a realizar un experimento de RNA-seq 

para conocer el efecto en el transcriptoma de cada uno de los mutantes en A. thaliana y 

M. polymorpha. Para ello se realizaron comparaciones de mutantes frente a cepa silvestre 

en cada una de las condiciones estudiadas (16 ºC y 10 µmol m-2 s-1, 16 ºC y 100 µmol m-

2 s-1, 24 ºC y 10 µmol m-2 s-1y 24 ºC y 100 µmol m-2 s-1). 

Este análisis transcriptómico de los distintos mutantes mostró un gran número de genes 

en común regulados, directa o indirectamente, por las tres proteínas estudiadas en A. 
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thaliana (Figura 10A) y en M. polymorpha (Figura 10B). Por ejemplo, el mutante Atpif4-

2 compartió un 85% de los DEGs con los otros dos mutantes, lo que sugiere una co-

regulación génica entre estas tres proteínas. Esta co-regulación encaja con la idea de que, 

como se ha visto en la bibliografía, AtHY5, AtPHYB y AtPIF4 participan en el mismo  

circuito genético de regulación por luz y temperatura (Legris et al., 2017). En M. 

polymorpha se observó un gran solapamiento entre los DEGs de los distintos mutantes. 

El mutante Mppif-1 comparte un 87% de los DEGs con los otros dos mutantes, mientras 

Figura 10. Diagrama de Venn proporcional al número de DEGs de Athy5-2, AtphyB-9 y Atpif4-2 (A) y 

Mphy5-1, Mpphy-1 y Mppif1 (B). Mapa de calor de la expresión génica normalizada en Z-score de los 

DEGs comunes de al menos dos mutantes entre Athy5-2, AtphyB-9 y Atpif4-2 (C) y Mphy5-1, Mpphy-1 y 

Mppif1 (D). Se muestra la expresión génica normalizada en Z-score de todos estos mutantes en todas las 

condiciones estudiadas (16 ºC y 24 ºC y 10 µmol m-2 s-1 y 100 µmol m-2 s-1 para cada temperatura). Los 

genes de cada uno de los solapamientos representados están ordenados mediante un agrupamiento 

jerárquico. 
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que Mphy5-1 comparte un 88% (Figura 10B). Al igual que en A. thaliana, existe una co-

regulación génica entre estas tres proteínas. Esto puede suponer que también actúen en 

un mismo circuito genético de integración de luz y temperatura, ya que, además, 

compartieron un número evidente de DEGs con los DEGs de intensidad lumínica y 

temperatura tanto en A. thaliana (Figura suplementaria 1A) como en M. polymorpha 

(Figura complementaria 1B).  

Al desglosar la información de la expresión normalizada en cada condición de cada uno 

de los DEGs compartidos por al menos dos mutantes se pudo observar distintas co-

regulaciones, tanto en A. thaliana (Figura 10C) como en M. polymorpha (Figura 10D). 

Por ejemplo, en los genes co-regulados por Athy5-2 y AtphyB-9 apareció un set de genes 

que siguieron un comportamiento parecido en ambos mutantes, como una inhibición de 

la transcripción a 24 ºC y 10 µmol m-2 s-1, pero otros siguieron comportamientos 

diferentes, como una gran sobreexpresión en Athy5-2 que no se observó en AtphyB-9 en 

la misma condición (Figura 10C). Estos diferentes comportamientos se pudieron observar 

en el resto de DEGs compartidos por los mutantes y en el mismo análisis realizado para 

M. polymorpha (Figura 10D). Esto indica que la convergencia a nivel transcriptómico de 

estas tres proteínas influyen de forma diferente en la expresión génica tanto en A. thaliana 

como en M. polymorpha.  

Estos análisis a nivel transcripcional de los distintos mutantes mostró un alto nivel de 

solapamiento de los genes regulados por las diferentes proteínas en A. thaliana y en M. 

polymorpha, lo que sugiere una gran convergencia en sus regulaciones transcripcionales, 

pudiéndose explicar por participar en un mismo circuito genético de regulación. Esto 

puede suponer la presencia de estos tres componentes en el núcleo de la red de regulación 

génica de la integración por luz y temperatura en el ancestro común de las plantas 

terrestres. Además, el comportamiento transcripcional de los distintos DEGs en común 

sugiere una red compleja, modulada por HY5, PHY y PIF, que regula la expresión de 

estos DEGs.  

4.9. HY5, PHY y PIF actúan aguas arriba de la regulación sinérgica 

por luz y temperatura  

Establecida la importancia de HY5, PHY y PIF en la integración de las señalizaciones 

por luz y temperatura en plantas terrestres, la co-regulación génica de estos tres elementos 

y su participación en una red compleja de regulación transcripcional, se trató de 
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comprender en qué tipo de regulación concreta actuaba cada una de las tres proteínas. 

Para ello, se analizaron los comportamientos transcripcionales de los DEGs de cada uno 

de los 10 clústeres analizados anteriormente en las cepas silvestres (Figuras 5 y 6) en los 

diferentes mutantes. En este caso, no se compararon mutantes frente a cepas silvestres, 

sino que se analizó cada uno de los mutantes independientemente para conocer cómo 

afecta a la regulación transcripcional de cada gen la ausencia de HY5, PHY o PIF en A. 

thaliana y M. polymorpha.  

Figura 11. Expresión génica en las diferentes condiciones de los DEGs de Col-0 (A) y Tak-1 (B) 

agrupados en los 10 clústeres diferentes más numerosos de un agrupamiento jerárquico de 30 

clústeres (ordenados de clúster más numeroso a menos numerosos) en cada uno de los genotipos 

estudiados de A. thaliana (Col-0, Athy5-2, AtphyB-9 y Atpif4-2) (A) y cada uno de los genotipos 

estudiados de M. polymorpha (Tak-1, Mphy5-1, Mpphy-1 y Mppif-1) (B). Se representa la expresión 

de cada uno de los genes en dos líneas de menor intensidad (expresión a 16 ºC y 24 ºC) y la expresión 

media de todos los genes del clúster en una línea con mayor intensidad. 



42 
 

Tanto en A. thaliana (Figura 11A) como en M. polymorpha (Figura 11B) se observó un 

claro cambio en la dinámica transcripcional de los DEGs agrupados en los 10 clústeres 

más numerosos de las respectivas cepas silvestres. Aunque hubo ciertos clústeres más 

afectados como el clúster 6 de A. thaliana o el clúster 9 de M. polymorpha, la 

desregulación fue generalizada en todos los clústeres y mutantes de ambas especies. Esto 

sugiere que HY5, PHY y PIF son importantes para mantener la dinámica transcripcional 

de la mayoría de los genes regulados tanto por luz como por temperatura. Por tanto, estas 

tres proteínas se podrían encontrar aguas arriba de la regulación transcripcional que 

integra las señalizaciones por luz y temperatura en las plantas terrestres, debido a que no 

afectan a pocos comportamientos transcripcionales concretos, sino que afectan a 

prácticamente todos los comportamientos transcripcionales más comunes en ambas 

especies. Juntos, estos resultados sugieren que HY5, PHY y PIF se encontraban activos 

en las primeras plantas terrestres, durante la colonización de hábitats terrestres, para 

integrar las señalizaciones por luz y temperatura. 

4.10. Conservación de las dianas co-reguladas por HY5, PHY y PIF 

en plantas terrestres  

Una vez estudiadas la conservación de la regulación por HY5, PHY y PIF en plantas 

terrestres, se analizó si existe también una conservación de los genes regulados, directa o 

indirectamente, aguas abajo de estos factores entre A. thaliana y M. polymorpha. Para 

ello se realizó un análisis para estudiar los ortogrupos comunes tanto de todos los DEGs 

de cada mutante frente a las cepas silvestres individualmente como de los DEGs comunes 

entre al menos dos mutantes frente a la cepa silvestre, es decir, los DEGs analizados en 

la Figura 10A y B.  

Los DEGs de los mutantes Athy5-2 y Mphy5-1 se situaron en 1352 y 246 ortogrupos, 

respectivamente, siendo 163 comunes entre ellos, lo que supuso un 66% de todos los 

ortogrupos en los que se clasificaron los DEGs de Mphy5-1 (Figura 12A). En cuanto a 

los mutantes AtphyB-9 y Mpphy-1 los DEGs tanto de intensidad lumínica como de 

temperatura se distribuyeron en 771 y 948 ortogrupos, respectivamente. 315 de estos 

ortogrupos fueron comunes entre los dos mutantes, correspondiendo a casi el 41% de los 

ortogrupos representados por DEGs de AtphyB-9 (Figura 12A). Este porcentaje fue del 

30% en el mutante Atpif4-2, el cual compartió 109 ortogrupos de un total de 357 con 

Mppif-1, cuyos DEGs se organizaron en 427 (Figura 12A).  Estos datos mostraron un 
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solapamiento evidente de los ortogrupos que contienen DEGs de los mutantes de A. 

thaliana y de M. polymorpha.  

No solo se observó una conservación a nivel individual de los genes regulados por los 

diferentes mutantes, sino que se encontraron ortogrupos comunes entre los genes 

regulados por al menos dos mutantes. En el caso de los DEGs compartidos por Athy5-2 y 

AtphyB-9, exclusivamente, se clasificaron en 303 ortogrupos, mientras que los DEGs 

compartidos por Mphy5-1 y Mpphy-1, exclusivamente, se situaron en 65 ortogrupos, 

compartiendo 23 de ellos con los de los mutantes de A. thaliana, un 35% de su total 

(Figura 12B). En el mismo caso, pero teniendo en cuenta la combinación de los mutantes 

hy5 y pif, exclusivamente, de ambas especies los diferentes DEGs se organizaron en 79 

ortogrupos en A. thaliana y en 24 en M. polymorpha, de los cuales 6 eran comunes (25% 

del total respecto a M. polymorpha) (Figura 12B).  Este porcentaje ascendió a un 42% en 

el caso de los DEGs comunes entre phy y pif, exclusivamente, de ambas especies. Se 

Figura 12. Diagramas de Venn proporcionales de ortogrupos en los que se organizan los distintos DEGs 

de los diferentes mutantes tanto de A. thaliana como de M. polymorpha. Se analizan tanto los DEGs de 

cada mutante individualmente (A) como los DEGs compartidos por dos mutantes o más (B).  
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compartieron 25 ortogrupos de 59 totales en M. polymorpha y 259 en A. thaliana (Figura 

12B).  Incluso, de entre los ortogrupos en los que se situaron los DEGs comunes de todos 

los mutantes en A. thaliana (167 ortogrupos) y los ortogrupos donde se encontraron los 

DEGs comunes de todos los mutantes de M. polymorpha (132 ortogrupos) se observaron 

27 ortogrupos comunes (20% respecto a M. polymorpha) (Figura 12B). 

Todos estos datos juntos sugieren que existe una conservación significativa de elementos 

regulados, directa o indirectamente, aguas abajo de la ruta de señalización que integra luz 

y temperatura mediada por HY5, PHY y PIF en plantas terrestres. Por tanto, el ancestro 

común de las plantas terrestres pudo haber contenido una cantidad importante de genes 

regulados por estos tres factores y, además, este grupo de genes se ha podido mantener 

conservado a lo largo de la evolución de las plantas terrestres. 
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5. DISCUSIÓN 
 

La pregunta principal que guiaba este trabajo era la de averiguar en qué punto de la 

evolución pudo haber surgido la capacidad de integrar señales de luz y temperatura a 

través de un mismo circuito genético. La combinación de análisis fenotípicos y 

transcriptómicos muestra una clara diferencia entre organismos estreptófitos y 

organismos clorófitos. Mientras que los organismos estreptófitos presentan una respuesta 

compleja con interacciones mutuas entre el efecto de la luz y el de la temperatura, el alga 

clorófita O. tauri responde de forma poco sinérgica a cada una de las señales. Esta 

observación general sugiere que la complejidad de la red de regulación por luz y 

temperatura podría haberse reforzado en un ancestro común entre algas carófitas y plantas 

terrestres 

Esta diferencia en la complejidad de la regulación de la red se podría deber a la falta de 

regulación mediada por PHY y PIF en O. tauri, al demostrarse la ausencia de estos 

componentes en el análisis filogenético, los cuales son, junto a HY5, reguladores 

maestros de la integración de las señalizaciones por luz y temperatura en plantas 

terrestres. Estos resultados, junto con la conservación a nivel de genes regulados por luz 

y temperatura en estreptófitas y la conservación de los comportamientos transcripcionales 

y de las dianas de HY5, PHY y PIF en plantas terrestres, permiten inferir el nivel de 

regulación por luz y temperatura en el ancestro común de los diferentes organismos.  

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el ancestro común de M. 

endlicherianum y las plantas terrestres ya integraba luz y temperatura hace en torno a 580 

millones de años. Esto pudo suponer un antes y un después en la adaptación a nuevos 

hábitats con un mayor rango de intensidades lumínicas y temperaturas. La integración de 

la luz y la temperatura puede permitir, como discuten Casal y Qüesta (2018), la 

“desambiguación perceptual”, es decir, dar la información necesaria para que el 

organismo sepa distinguir en qué situación se encuentra sin ambigüedad, cuando un único 

estímulo no es capaz de hacerlo. Por tanto, la sinergia en la percepción de estos dos 

estímulos podría dotar al organismo de una mayor plasticidad en la respuesta, como se 

observa en las redes de co-expresión génica, y proporcionar una percepción más completa 

del entorno. Esta característica pudo facilitar la colonización de diferentes nichos 

ecológicos y, en concreto, posibilitar la transición de un ambiente acuático a un ambiente 

terrestre, es decir, posibilitar la terrestralización.  
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Los resultados presentados en este estudio muestran un alto grado de conservación entre 

la red regulatoria que integra luz y temperatura en plantas terrestres, además de una 

conservación a nivel de ortología de los genes regulados por estos factores ambientales. 

La conservación en esta GRN coincide con lo observado en otros estudios que analizan 

otras GRN (N. D. Pires et al., 2013; Sørensen et al., 2011; Wu et al., 2021), por lo que la 

existencia de un alto grado de conservación en las redes regulatorias de ciertos procesos 

parece ser una tendencia entre plantas terrestres. Aunque no es posible examinar de 

momento el comportamiento de mutantes en algas carófitas, el complejo comportamiento 

transcriptómico observado en M. endlicherianum sugiere que la GRN que regula la 

integración es suficientemente compleja como para proporcionar dicha respuesta 

integradora. La explicación más simple (pero no la única) es que dicha GRN existía ya 

en el ancestro acuático de las plantas terrestres, y que A. thaliana, M. polymorpha y M. 

endlicherianum presentan versiones conservadas de esa misma GRN. De ser así, el 

ancestro acuático de las plantas terrestres ya estaría pre-adaptado a integrar estas dos 

importantes señales ambientales. 

En los últimos años muchos estudios se han centrado en tratar de dilucidar cómo se dio 

la terrestralización (de Vries et al., 2016; Delaux et al., 2015; Graham et al., 2012; 

Sørensen et al., 2011). Una de las características más llamativas de este proceso es que se 

trata de una singularidad, es decir, la conquista de la tierra por las plantas terrestres se dio 

una única vez y, a partir de ese momento, aparecieron todas las especies de plantas que 

hoy conocemos tras cientos de millones de años de evolución (Wickett et al., 2014). 

Conociendo que las algas carófitas son los parientes más cercanos a las plantas terrestres, 

muchos de estos estudios se han basado en determinar características de las algas carófitas 

que pudieron ayudar al proceso de terrestralización. Estas características que siguieron su 

curso evolutivo, pero que luego fueron fundamentales para la conquista de hábitats 

terrestres se conocen como pre-adaptaciones. Se han propuesto pre-adaptaciones 

fundamentales para la colonización de la tierra como el origen de una pared celular similar 

a la de las plantas terrestres (Sørensen et al., 2011), la tolerancia del cloroplasto a estrés 

por altas irradiancias o desecación (de Vries et al., 2016) o la asociación con 

microorganismos (Delaux et al., 2015). El escenario más probable es que no sea una única 

característica la que permitió que se diera dicha singularidad, sino que fuera una batería 

de adaptaciones y pre-adaptaciones lo que permitió la primera aparición de una planta 

terrestre, como también discuten de Vries y Archibald (2018).  
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En este trabajo no solo se ha mostrado una similitud entre las redes transcripcionales de 

integración de las señalizaciones por luz y temperatura de los organismos estreptófitos 

analizados, sino que también se ha mostrado una conservación de las dianas aguas abajo 

de esta red en plantas terrestres. Por tanto, es razonable pensar que el ancestro acuático 

de las plantas terrestres contenía este mecanismo integrador de luz y temperatura y, por 

consiguiente, se encontraba pre-adaptado para afrontar los rangos de intensidad lumínica 

y temperatura presentes en los ambientes terrestres. Por estas razones, a toda la batería de 

adaptaciones y pre-adaptaciones propuestas en la bibliografía habría que añadirle la 

analizada en este estudio: la integración de las señalizaciones por luz y temperatura. Esta 

característica, presente en, al menos, algunas algas carófitas, pudo ser importante para la 

colonización de los hábitats terrestres.  

Además del establecimiento del grado de integración entre luz y temperatura en el linaje 

verde, la otra cuestión fundamental de este trabajo era conocer si la red molecular que 

regula dicha integración se encontraba conservada en plantas terrestres. Los resultados 

sugieren que esta red molecular basada en HY5, PHY y PIF ya estaba activa para integrar 

luz y temperatura en el ancestro común de las plantas terrestres y que, por tanto, estos 

componentes son fundamentales para dicha integración. Teniendo en cuenta esto y que 

los organismos estudiados en los que se encuentran HY5, PHY y PIF son los organismos 

capaces de integrar correctamente luz y temperatura, se puede plantear que quizás 

también sean fundamentales para la integración por luz y temperatura en M. 

endlicherianum. Todos los resultados juntos permiten hipotetizar que sin todos estos 

componentes presentes no es posible que se dé la integración de la luz y la temperatura 

en procesos de desarrollo, como ocurre en O. tauri.  

Los resultados de este trabajo han planteado ciertas preguntas en las que ya se están 

trabajando para conocer sus respuestas. Una de las preguntas que surge de estas hipótesis 

es si el fitocromo de M. endlicherianum es el elemento que se encarga de integrar luz y 

temperatura en este organismo como parece ocurrir en las plantas terrestres. A falta de 

poder generar mutantes de esta especie, experimentos de complementación heteróloga de 

MePHY en el mutante AtphyB-9 podría ayudar a responder a esta pregunta. A un nivel 

más amplio se podría preguntar si todos los fitocromos canónicos vegetales son capaces 

de responder tanto a luz como a temperatura. Por otro lado, al observar un nivel de dianas 

conservadas aguas abajo de HY5, PHY y PIF se plantea la pregunta de si estas dianas 

conservadas se encuentran regulando los mismos procesos biológicos, lo que podría 
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arrojar luz a la red de regulación del ancestro común de las plantas terrestres. Para ello se 

está desarrollando un algoritmo basado en ortología para poder conocer los términos de 

ontología génica en común. Conocer los motivos de unión, sus regulaciones epigenéticas 

y los genes potencialmente regulados por los factores de transcripción HY5 y PIF 

permitiría establecer de forma más robusta una GRN y posibilitaría seleccionar 

reguladores candidatos de la señalización por luz y temperatura aguas abajo de HY5 y 

PIF. Experimentos genómicos como DAP-seq y ampDAP-seq ayudaría a dilucidar de 

forma más clara esta GRN. Estos experimentos se realizaron para este trabajo, pero se 

encuentran actualmente en proceso de secuenciación, por lo que no han sido incluidos.  

Además de estas preguntas en las que ya se está trabajando pueden surgir otras cuestiones 

más amplias. Como se ha visto, este trabajo permite conocer que la integración ya se daba 

en el ancestro común de M. endlicherianum y las plantas terrestres, pero ¿en qué momento 

apareció dicha integración?, ¿se encuentra presente en todos los clados de algas carófitas 

que contienen HY5, PHY y PIF? Lo que sí se puede sacar en claro de este trabajo es que 

la integración de la señalización por luz y temperatura podría haber sido importante para 

la adaptación al medio terrestre y allana el camino para investigaciones relacionadas que 

buscan responder la pregunta fundamental: ¿qué fue lo que permitió al ancestro común 

de las plantas terrestres colonizar la tierra con tanto éxito? 

La terrestralización fue un evento crucial que suscita gran interés, pero cabe destacar que 

las plantas terrestres no solo colonizaron los hábitats terrestres en un momento en 

concreto, sino que han sobrevivido en el medio terrestre durante más de 500 millones de 

años (Cheng et al., 2019). Durante este periodo la tierra ha sufrido tanto cambios de 

intensidad lumínica (Hessen, 2008) como grandes fluctuaciones de temperatura (Scotese 

et al., 2021). Por tanto, es plausible hipotetizar que este mecanismo integrativo de luz y 

temperatura que se encuentra conservado en todas las plantas terrestres pudo facilitar una 

adaptación a los diferentes ambientes que se han dado en la Tierra a lo largo de los últimos 

500 millones de años. 

Si este mecanismo de integración pudo ayudar a las plantas terrestres a adaptarse a 

antiguas y cambiantes condiciones de luz y temperatura, ¿por qué no podría ayudar a las 

plantas terrestres a adaptarse a nuevas y cambiantes condiciones de estos dos estímulos? 

El cambio climático está provocando una modificación de ciertas señales ambientales 

como la temperatura, de la cual se espera un incremento mínimo de 2 ºC para finales de 

siglo (Raftery et al., 2017; Thuiller, 2007). En este trabajo se ha hipotetizado sobre la 
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conservación del mecanismo integrativo de luz y temperatura en todas las plantas 

terrestres, lo que incluye todas las especies de plantas cultivables. Esto permite especular 

que la manipulación y optimización de los componentes más importantes de esta GRN a 

través de estrategias moleculares avanzadas podría llegar a permitir la generación de 

variedades más resilientes a cambios en la luz y la temperatura en diferentes especies 

cultivables. Esto podría ayudar a la aparición de una estrategia de seguridad alimentaria 

para sustentar a una población cada vez mayor (Murdoch et al., 2018) ante una subida 

constante de la temperatura en el planeta.  

A modo de resumen, este trabajo ha permitido establecer el origen de tres familias de 

proteínas importantes para la regulación de la integración por luz y temperatura en A. 

thaliana (Figura 13), además de demostrar que estos componentes no solo son 

fundamentales en A. thaliana, sino posiblemente en todas las plantas terrestres. De esta 

forma se sitúa la aparición de una red de regulación basada en HY5, PHY y PIF para 

integrar luz y temperatura, como mínimo, antes del origen de las plantas terrestres, es 

decir, hace en torno a 500 millones de años (Figura 13) (Cheng et al., 2019; Strassert et 

al., 2021). También se discute sobre la importancia de una red transcripcional compleja, 

sinérgica y diversa de respuesta a luz y temperatura para poder apreciar integración de 

Figura 13. Modelo evolutivo final que resume lo visto en este trabajo. Cladograma que representa los 

linajes estudiados para este trabajo: Chlorophyta (O. tauri), Charophyta/Zygnematophyceae (M. 

endlicherianum), Bryophyta (M. polymorpha) y Tracheophyta (A. thaliana). Se establece el momento del 

origen de HY5, PHY y PIF, el momento en el que se originó una red transcripcional compleja y diversa 

de respuesta a luz y temperatura y el momento en el que, como mínimo, se estableció que HY5, PIF y 

PHY regulan la integración de las señalizaciones por luz y temperatura. 
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estos dos estímulos en procesos de desarrollo. El origen de esta compleja red 

transcripcional se establece antes de la diversificación del clado Zygnematophyceae, lo 

que sitúa dicho origen, como mínimo, hace en torno a 580 millones de años (Figura 13).  

Estas redes regulatorias pueden tratarse de pre-adaptaciones que pudieron facilitar uno de 

los eventos más estudiados en la evolución de plantas: la terrestralización.  

  



51 
 

6. CONCLUSIONES 
 

Las conclusiones que se puede extraer de este trabajo son: 

1. Las especies estreptófitas tienen una mayor variedad de respuestas que integran 

luz y temperatura que las clorófitas, lo que pudo ayudar a una mejor adaptación a 

nuevos hábitats como los terrestres. 

2. La regulación transcripcional por luz y temperatura se encuentra conservada a lo 

largo de todo el linaje verde, siendo dicha conservación mayor en organismos 

estreptófitos.  

3. HY5, PHY y PIF estaban presentes en el ancestro común de las plantas terrestres 

y de algunas carófitas, se encuentran aguas arriba de la ruta de señalización y son 

necesarios para una correcta integración de la señalización por luz y temperatura 

en plantas terrestres. 

4. El módulo regulatorio compuesto por HY5, PHY y PIF regula, directa o 

indirectamente, un set conservado de genes en las plantas terrestres.  
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8. ANEXO 
 

 

  

Tabla suplementaria 1. Análisis estadísticos independientes con test ANOVA unifactorial seguido de un 

test TukeyHSD para cada una de las especies. At: Arabidopsis thaliana, Mp: Marchantia polymorpha, Me: 

Mesotaenium endlicherianum, Ot: Ostreococcus tauri. Letras iguales significa que no hay diferencia 

estadística entre esas condiciones.  

 At  Mp  Me  Ot 

16 ºC/1 µmol m-2 s-1 df  a  de   

16 ºC/10 µmol m-2 s-1 ab  abc  abc  a 

16 ºC/100 µmol m-2 s-1 a  abcd  a  a 

20 ºC/1 µmol m-2 s-1 c  ab  de   

20 ºC/10 µmol m-2 s-1 bd  d  b  ab 

20 ºC/100 µmol m-2 s-1 ab  e  ac  a 

24 ºC/1 µmol m-2 s-1 e  ab  de   

24 ºC/10 µmol m-2 s-1 cf  bcd  bc  c 

24 ºC/100 µmol m-2 s-1 abd  f  d  bc 

28 ºC/1 µmol m-2 s-1 g  ab  e   

28 ºC/10 µmol m-2 s-1 e  cd  e   

28 ºC/100 µmol m-2 s-1 bd  f  e   

 

Figura suplementaria 1. Diagrama de Venn no proporcional al número de DEGs de cinco sets: DEGs de 

luz de la cepa silvestre, DEGs de temperatura de la cepa silvestre (Diagrama de Venn de la Figura 4), DEGs 

del mutante hy5, DEGs del mutante phy, DEGs del mutante pif (Diagrama de Venn de la Figura 10A y B) 

de A. thaliana (A) y M. polymorpha (B). 
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Tabla suplementaria 2. Análisis estadístico con test ANOVA unifactorial seguido de un test TukeyHSD 

incluyendo todos los genotipos estudiados de Arabidopsis thaliana. Letras iguales significa que no hay 

diferencia estadística entre esas condiciones.  

 Col-0 Athy5-2 AtphyB-9 Atpif4-2 

16 ºC/1 µmol m-2 s-1 abcfghi kp lm ahi 

16 ºC/10 µmol m-2 s-1 abhi abcdefg dejk h 

16 ºC/100 µmol m-2 s-1 h abcfhi abchi h 

20 ºC/1 µmol m-2 s-1 defgjk jk jk abchi 

20 ºC/10 µmol m-2 s-1 abchi bcdefgj degjk hi 

20 ºC/100 µmol m-2 s-1 hi abcfhi abcdfghi h 

24 ºC/1 µmol m-2 s-1 jk lm n abcfhi 

24 ºC/10 µmol m-2 s-1 abcdefgi lm mop abchi 

24 ºC/100 µmol m-2 s-1 abchi cdefgj defgjk h 

28 ºC/1 µmol m-2 s-1 l n q kop 

28 ºC/10 µmol m-2 s-1 ejk l lm abcdfgi 

28 ºC/100 µmol m-2 s-1 abchi lmo jk hi 

 
Tabla suplementaria 3. Análisis estadístico con test ANOVA unifactorial seguido de un test TukeyHSD 

incluyendo todos los genotipos estudiados de Marchantia polymorpha. Letras iguales significa que no 

hay diferencia estadística entre esas condiciones.  

 Tak1 Mphy5 Mpphy Mppif 

16 ºC/1 µmol m-2 s-1 ci cdi i ci 

16 ºC/10 µmol m-2 s-1 bcdefi abcdef cdi cdi 

16 ºC/100 µmol m-2 s-1 abcdefi abgh cdi cdefi 

20 ºC/1 µmol m-2 s-1 cdi ci i i 

20 ºC/10 µmol m-2 s-1 gh cdefi ci ci 

20 ºC/100 µmol m-2 s-1 j g bcdefi bcdefi 

24 ºC/1 µmol m-2 s-1 cdi ci i ci 

24 ºC/10 µmol m-2 s-1 abefgh abcdefi ci abdefh 

24 ºC/100 µmol m-2 s-1 kl j cdefi kl 

28 ºC/1 µmol m-2 s-1 cdfi ci i ci 

28 ºC/10 µmol m-2 s-1 agh abcdef ci abegh 

28 ºC/100 µmol m-2 s-1 l k cdefi kl 
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