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RESUMEN

El aumento en la frecuencia e intensidad de las olas de calor representa un desafio
fisiologico critico para las plantas. Bajo la premisa que las plantas pueden integrar sefiales
ambientales, se plantea que hay sefiales que pueden inducir respuestas anticipatorias a
una condicidn de estrés y aumentar su desempefio en respuestas y capacidad de reajuste.
En esta tesis se evaluo si sefiales luminicas con distinta proporcidn entre rojo y rojo lejano
(R:FR) inducen estados fisiologicos preventivos en Amaranthus cruentus capaces de
modular la respuesta frente a una ola de calor. Para ello, las plantas fueron expuestas
durante dos dias a tres condiciones luminicas (Alto R:FR, Bajo R:FR y Control) y luego
sometidas a una ola de calor simulada de 35/25 °C dia / noche. Se cuantificaron variables
fisiologicas y reproductivas. Los datos se analizaron mediante modelos univariados y
multivariados.

En general, los resultados mostraron que la sefial luminica modificé la respuesta al estrés
por alta temperatura. El tratamiento Alto R:FR mantuvo mejor desempeio relativo
durante la ola de calor, mientras que Bajo R:FR presentd una disminuciéon mas marcada
en transpiracion, conductancia estomatica y fotosintesis neta, ademas de un menor
desempefio reproductivo. Ademas, los azucares solubles y la capacidad antioxidante
mostraron dependencia de la sefial luminica durante la ola de calor, mientras que otras
variables como proteinas solubles totales y pigmentos respondieron directamente a la
temperatura.

Estos resultados indican que la calidad espectral de la luz puede modificar el estado
fisiologico previo al estrés y, con ello, modular la respuesta de A. cruentus frente a una
ola de calor. Esta modulacion vari6 entre respuestas fisiologicas y rasgos reproductivos

dependiendo de la razon R:FR y su interaccion con la temperatura.



ABSTRACT

The increased frequency and intensity of heat waves pose a critical physiological
challenge for plants. Based on the premise that plants can integrate environmental signals,
it is proposed that certain signals can induce anticipatory responses to stress conditions
and enhance their performance in responding to and readjusting to stress.

This thesis evaluated whether light signals with varying red-to-far-red (R:FR) ratios
induce preventative physiological states in Amaranthus cruentus that modulate the
response to a heat wave. To this end, plants were exposed for two days to three light
conditions (High R:FR, Low R:FR, and Control) and then subjected to a simulated heat
wave of 35/25 °C day/night. Physiological and reproductive variables were quantified.
Data was analyzed using univariate and multivariate models.

Overall, the results showed that the light signal modified the response to high-temperature
stress. The high R:FR treatment maintained better relative performance during the heat
wave, while the low R:FR treatment showed a more marked decrease in transpiration,
stomatal conductance, and net photosynthesis, as well as reduced reproductive
performance. Furthermore, soluble sugars and antioxidant capacity showed dependence
on the light signal, while other variables responded directly to temperature.

These results indicate that the spectral quality of light can modify the physiological state
prior to stress and, consequently, modulate the response of 4. cruentus to a heat wave.
However, this modulation varied between physiological responses and reproductive traits

depending on the R:FR ratio and its interaction with temperature.
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INTRODUCCION

Estrés térmico y desafios fisiologicos en plantas

En el contexto actual del cambio climéatico global, se observa un aumento en la frecuencia
e intensidad de eventos térmicos breves y anomalos respecto al clima local, como las olas
de calor (Perkins-Kirkpatrick & Lewis 2020). Estos eventos pueden superar el rango
fisiologico o6ptimo de las plantas, y, dependiendo de su duracion e intensidad, provocar
estrés fisioldgico, disfuncion metabodlica o incluso la muerte (Stillman, 2019). En las
plantas, este desafio resulta particularmente relevante debido a su naturaleza sésil, por lo
que su supervivencia a estos eventos depende de su capacidad de ajustar su
funcionamiento fisiolégico y metabolico frente a cambios en el ambiente (Oleti et al.
2024).

Durante décadas, las respuestas de las plantas frente al estrés se han interpretado y
estudiado principalmente como respuestas reactivas, es decir, como un conjunto de
mecanismos fisiologicos y moleculares que se activan una vez que el estrés ya ha
producido un efecto sobre el funcionamiento de la planta. Sin embargo, comprender como
las plantas perciben e integran estas sefiales ambientales que preceden a condiciones
adversas se ha convertido en una linea de investigacion de interés, ya que proporciona
bases para el desarrollo de cultivos mas resilientes frente a escenarios climaticos variables
(Verslues et al. 2023).

Las altas temperaturas afectan multiples procesos fundamentales en las plantas,
comprometiendo su desempefio fisiologico y reproductivo (Zinn et al. 2010; Seth &
Sebastian 2024; Sato et al. 2024; Chaudhary et al. 2025). Uno de los efectos mas
tempranos ocurre en el aparato fotosintético, donde el calor puede desestabilizar el
fotosistema II (PSII), reduciendo su eficiencia cudntica maxima (Fv/Fm) y afectando
proteinas clave involucradas en la estabilidad y funcionamiento del PSII, como la proteina
D1 (Paethaisong et al. 2025). Asimismo, enzimas del ciclo de Calvin, incluyendo

RuBisCO, pueden disminuir su actividad catalitica a temperaturas elevadas, mientras que



el cierre estomatico reduce el ingreso de CO,, limitando la fijacion y el balance de carbono
(C) (Scafaro et al. 2023).

En paralelo, la respiracion celular suele incrementar en respuesta al aumento de la
temperatura debido a una mayor demanda energética asociada a procesos de
mantenimiento y reparacion celular. Sin embargo, si este incremento no es compensado
por una suficiente asimilacion de C mediante la fotosintesis o por movilizaciéon de
reservas metabdlicas, puede producir un déficit energético que compromete el equilibrio
metabolico y la integridad celular (Scafaro ef al. 2021).

Otro efecto importante del estrés por altas temperaturas es la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS). El exceso de electrones puede transferirse al oxigeno
molecular, generando radicales como superdxido (O, -7) y peroxido de hidroégeno
(H,0,), lo que incrementa el estrés oxidativo y el dafio a lipidos, proteinas y acidos
nucleicos (Goraya et al. 2017; Meng et al. 2024). Estos procesos pueden provocar
desbalances en el transporte de electrones en cloroplastos y mitocondrias, afectando
particularmente la capacidad de fijacion de carbono, reduciendo significativamente el
crecimiento, la reproduccion y el fitness de las plantas (Ding & Yang 2022).

Si las plantas son capaces de percibir sefiales ambientales que preceden consistentemente
eventos de estrés, éstas podrian activar mecanismos fisiologicos protectores antes de que
ocurra dafio. En ambientes naturales, las condiciones ambientales cambian de manera
predecible antes de episodios de estrés, lo que les permitiria utilizar estas sefiales como

indicadores tempranos para ajustar su fisiologia (Mertens et al. 2021).

Sefales ambientales informativas y modulacion anticipatoria

Diversos estudios bajo el enfoque de la fisiologia vegetal han sugerido que las plantas
pueden ajustar su estado fisiologico en respuesta a sefiales ambientales periodicas (por
ejemplo, fotoperiodo) antes que otras condiciones menos favorables se manifiesten (por
ejemplo, descenso de la temperatura). Durante el siglo XX, esta idea comenzd a
delinearse a partir de trabajos sobre el fotoperiodo y ritmos circadianos (Biinning 1936,

1960; Pittendrigh 1960; Irving & Lanphear 1967). Se propuso que los ciclos ambientales
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periddicos podian modular procesos internos del organismo a través de mecanismos
endogenos de organizacion temporal. Esta idea convergid en aclimatacién preventiva,
referido los ajustes fenologicos frente a cambios estacionales (Vazquez 1992). No
obstante, estas interpretaciones fueron en gran medida descriptivas y no distinguian con
precision la naturaleza de la sefal ni su significado funcional o potencial adaptativo.
Aphalo & Ballaré (1995) propusieron que las plantas poseen sistemas de adquisicion de
informacion que les permiten detectar cambios microambientales asociados a vecinos y
sombreado, es decir, utilizar sefiales ambientales para modular su fisiologia, morfologia,
fenologia y plasticidad fenotipica. Posteriormente, este fendmeno fue formalizado en
términos evolutivos bajo el concepto de anticipacion adaptativa, definido como el uso de
sefiales tempranas con valor predictivo para ajustar el fenotipo antes de una condicion
futura (Mitchell et al. 2009).

Después de décadas, y tras una acumulaciéon importante de estudios en ecologia y
fisiologia vegetal (Karban 2008, 2015; Heil & Karban 2010; Casal 2013; Novoplansky
2015), Aphalo & Sadras (2022, 2025) reformularon este planteamiento con fundamentos
mecanisticos de biologia evolutiva en plantas mediante una reinterpretacion de la
aclimatacion preventiva. A partir de correlaciones historicas entre una sefial ambiental y
la ocurrencia posterior de estrés (Fig.1), su valor informativo puede quedar incorporado
evolutivamente en el genoma. Cuando la planta percibe esa sefal en el presente, puede
inferir una condicion futura potencialmente estresante y ajustar su fisiologia de manera
anticipada. Este proceso corresponde a la aclimatacion preventiva, definida como un
proceso de ajuste fisioldgico anticipado inducido por sefiales ambientales informativas,
previo a la manifestacion de una condicion de estrés (por ejemplo, sequia estival o bajas
temperaturas en invierno).

Diferentes niveles, duraciones o intensidades de una sefal ambiental pueden activar
mecanismos fisioldgicos distintos en plantas, incluyendo procesos de aclimatacion,
priming y memoria del estrés (Verslues et al. 2023). Sin embargo, cuando una sefial
ambiental no es dafiina y precede de manera consistente a la ocurrencia del estrés, pueden

adquirir valor informativo y desencadenar ajustes fisioldgicos. La distincion entre estos



fenémenos depende principalmente de la naturaleza de la sefial que inicia la respuesta.
Aunque se asemeja a la memoria en que una experiencia previa modifica la respuesta
futura, se diferencia de ella ya que la respuesta se activa por una sefial previa no dafiina
con valor predictivo, y no por la persistencia de una huella del estrés reciente (Mitchell et
al. 2009; Aphalo & Sadras 2022). En la aclimatacion, el priming y la aclimatacion
cruzada, la respuesta suele originarse a partir del propio estrés o de sus efectos fisiologicos
inmediatos, aun cuando aquello modifique posteriormente la respuesta frente al mismo
estresor o a otro distinto (Homayounfar et al. 2024; Suellen et al. 2024; Sugita 2024;
Shoaib et al. 2024).

En contraste, en la anticipacion adaptativa el ajuste no es gatillado por el estresor objetivo
ni por sus efectos inmediatos, sino por sefiales ambientales que anteceden de manera
consistente al evento adverso posterior, y que pueden adquirir valor informativo sobre el
entorno futuro. En la mayoria de los casos, estas sefiales tienen un caracter inocuo para el
desempetio de la planta, en otros, su cardcter informativo puede coexistir con efectos
fisiologicos leves, dependiendo de su intensidad y del contexto ambiental (Mitchell ef al.
2009; Aphalo & Sadras 2022).

Desde una perspectiva evolutiva, este tipo de respuesta puede ser favorable cuando los
beneficios de activar la respuesta de manera anticipada superan sus costos potenciales
para la planta (Mitchell et al. 2009; Aphalo & Sadras 2022). A nivel de mecanismo, estos
ajustes pueden involucrar procesos de memoria fisiolégica y regulacion epigenética
descritos en respuestas al estrés en plantas, aunque no implica que toda memoria del estrés
constituya necesariamente un caso de anticipacion adaptativa (Ldmke & Baurle 2017;
Aphalo & Sadras 2022; Ramakrishnan et al. 2022). En consecuencia, no toda respuesta
previa al estrés debe interpretarse como anticipatoria, el criterio central sigue siendo que
la sefial inicial posea valor informativo y no corresponda al estresor mismo.

En este contexto, resulta pertinente evaluar qué sefiales ambientales pueden adquirir valor
informativo en plantas y modular respuestas fisioldgicas previas a la manifestacion del

estrés.



Senales luminicas como informacion ambiental.

Entre las sefiales ambientales que pueden adquirir valor informativo en plantas, la luz
destaca por su variacion predecible en escalas diarias y estacionales, asi como su relacion
con cambios en la estructura de la vegetacion y el entorno. La luz actia como una fuente
de informacion capaz de modular procesos de crecimiento, desarrollo y ajuste fisiologico
(Aphalo & Ballaré¢ 1995; Franklin 2008; Casal 2013).

Uno de los ejemplos mas estudiados de sefial ambiental con valor informativo es el
fotoperiodo, cuya variacion permite a las plantas sincronizar procesos bioldgicos con
cambios estacionales futuros (Wilczek ef al. 2009). Sin embargo, la luz varia tanto en su
duracidn, intensidad y en su calidad espectral. En particular, la relacioén entre luz roja y
roja lejana (R:FR, del inglés Red:Far-Red) puede aportar informacion sobre el
microambiente, la densidad del dosel y condiciones generales del entorno, como la
posicion solar, la latitud y la estacion del afio, ya que varia de forma sistematica segiin
estos factores (Casal 2013; Chiang et al. 2019; Bao et al. 2024).

La sefal R:FR ha sido estudiada en el contexto de la deteccion de sombra y competencia
(en estudio de ecologia o ecofisiologia). No obstante, su variacion también puede reflejar
cambios ambientales diferentes a la competencia inmediata. En condiciones abiertas (por
ejemplo, planicie) la proporciéon R:FR suele ser mas alta, mientras que disminuye en
situaciones de sombreado o en determinados momentos del dia debido a la absorcion
diferencial del espectro por la vegetacion circundante (Franklin 2008; Casal 2013). Por
ello, la relacion de R:FR constituye una sefal periddica ecoldgicamente coherente, ya que
informa sobre el ambiente luminico inmediato y, ademas, sobre condiciones del entorno
relevantes para el desempefio posterior de la planta.

Durante los tultimos afios, diversos estudios han mostrado que modificaciones en la
relacion R:FR pueden inducir respuestas morfo-fisiologicas relacionadas a la
termomorfogénesis y termotolerancia, aun en ausencia de cambios térmicos (Casal 2013;
Shibuya et al. 2019). En este marco, la calidad espectral de la luz surge como una sefial

candidata para evaluar si un cambio luminico en la razéon R:FR puede modular de manera



anticipada procesos fisioldgicos relevantes frente a un estrés posterior por altas

temperaturas.
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Fig. 1. Flujo de la informacion en la aclimatacion preventiva. Traducido y adaptado de
Aphalo y Sadras 2022. Las flechas representan flujos de informacién; azul, recuperada
desde el genoma (almacenada durante la evolucion); negro, adquirida durante la vida del
individuo o de su progenitor; verde azulado, regulacion de la expresion génica por el
Fenoma o causacion descendente; rojo, correlacion temporalmente desfasada entre dos o
mas variables ambientales; naranja, resultado del procesamiento de informacion, que
corresponde a una “decision” del desarrollo basada en un prondstico ambiental implicito
y con implicancias para la aptitud; verde, fenotipo futuro con “aptitud mejorada”, en
términos probabilisticos, en comparacion con la ausencia de aclimatacion.

Integracion R:FR y temperatura

La plausibilidad de la relacion R:FR como sefial anticipatoria depende de que las plantas
posean sistemas capaces de percibir variaciones en la calidad espectral de la luz e
integrarlas con otras dimensiones relevantes del ambiente. En este contexto, los
fitocromos son fotorreceptores sensibles a la proporcion R:FR que permiten traducir
cambios espectrales del entorno a una respuesta fisiologica. Estos fotorreceptores estan
en dos formas interconvertibles, Pr y Pft, cuya proporcion refleja condiciones luminicas
del entorno como la densidad del dosel, el angulo solar y la estructura de la vegetacion

circundante (Linschitz et al. 1966; Casal 2013).



Entre estos, el fitocromo B (PhyB) posee un rol fundamental en la integracion entre
sefiales luminicas y térmicas. Inicialmente fue estudiado por su participacion en
fotomorfogénesis y evitacion de sombra, pero hoy se reconoce ademas como un
componente regulador central en procesos asociados a termomorfogénesis, crecimiento y
respuesta al ambiente (Franklin & Quail 2010; Ballaré ez al. 2012; Goyal et al. 2013; Sng
et al. 2023; Sharma et al. 2025). Estudios recientes han establecido que PhyB actiia como
sensor dual de luz y temperatura debido al fendmeno de reversion térmica de su forma
activa, lo que modula directamente su funcion de sefializacion (Legris et al. 2016; Qiu et
al. 2019; Klose et al. 2020). Esta propiedad proporciona una base mecanicista para
entender como las plantas integran simultdneamente variaciones espectrales y térmicas
del entorno.

En esa linea, trabajos recientes han permitido precisar mecanismos moleculares que
explican cémo la integracion entre luz y temperatura se traduce en respuestas reguladas
de crecimiento y termomorfogénesis. En particular, se ha demostrado que la
termopercepcion mediada por PhyB depende de la participacion del coactivador
transcripcional HEMERA, en interaccion con PIF4 (PHYTOCHROME-INTERACTING
FACTOR 4) dentro de un mddulo regulatorio asociado a la sefializacion térmica (Qiu et
al. 2019; Sharma et al. 2025). Ademas de su papel en la termomorfogénesis, esta
integracion también se proyecta sobre componentes de la respuesta al calor, incluyendo
factores de transcripcion y proteinas de choque térmico asociados a termotolerancia
(Sharma et al. 2025).

Esta integracion también involucra componentes regulatorios clasicos de la sefializacion
luminica, entre ellos la expresion de factores PIF 'y HYS (ELONGATED HYPOCOTYL
5), que participan en la modulacién de respuestas termomorfogénicas. En este contexto,
una baja relacion R:FR favorece la inactivacion de PhyB, lo que reduce su efecto represor
sobre PIF'3, PIF4y PIF7, promoviendo respuestas asociadas a crecimiento y ajuste frente
a temperaturas. En paralelo, HY5 actia como regulador negativo de este proceso,
contribuyendo a modular la expresion de genes diana vinculados a termomorfogénesis

(Sharma et al. 2025).



Asi, las modificaciones en la relacion R:FR pueden inducir cambios fisioldgicos aun en
ausencia de aumentos directos de temperatura, incluyendo alteracién en elongacion,
arquitectura foliar, transpiracion y acumulacion de metabolitos vinculados a respuestas
termomorfogénicas y de defensa (Shibuya et al. 2019; Jeong et al. 2024). Asimismo, una
baja relacion R:FR puede favorecer respuestas asociadas a la termotolerancia, incluyendo
modificaciones de membrana y refuerzo de rutas antioxidantes (Cerrudo et al. 2012).

De esta manera, el valor informativo de la sefial no depende inicamente de su consistencia
ecoldgica actual, sino también de su posible relevancia adaptativa, en la medida en que
correlaciones ambientales persistentes pueden favorecer la conservacion o
especializacion de sistemas de percepcion integradores, como los fitocromos (Aphalo &
Sadras 2022; Vieira 2025). Estos antecedentes sostienen que la integracion entre R:FR y
la temperatura constituye un mecanismo fisioldgicamente plausible para modular de

manera anticipada respuestas frente al estrés por bajas y altas temperaturas.

Modulacion fisiologica por sefiales luminicas

Si la relacion R:FR funciona como una sefial ambiental informativa, su efecto no deberia
limitarse al crecimiento o a la arquitectura de la planta, sino extenderse a procesos
fisiologicos relevantes para el desempefio frente a condiciones de estrés. En este sentido,
distintos estudios han mostrado que las sefiales luminicas pueden modular respuestas
asociadas al intercambio gaseoso, el metabolismo, el estado redox y la fotoproteccion,
vinculados con la capacidad de reajuste de la planta frente a ambiente fluctuantes
(Franklin 2008; Ballar¢ et al. 2012; Shibuya et al. 2019; Jeong et al. 2024).

Uno de los niveles més sensibles a esta modulacion corresponde al intercambio gaseoso.
La sefalizacion mediada por fitocromos puede influir sobre la apertura estomatica y la
transpiracion mediante su interaccion con rutas hormonales y de sefializacion en células
oclusivas (Allen et al. 2019; Yang et al. 2020; Li & Zhao 2024). En condiciones de Alto
R:FR, asociado a ambientes abiertos y baja competencia luminica, PhyB tiende a
permanecer en su forma activa, induciendo una respuesta fisiologica distinta a lo

observado en Bajo R:FR, donde predomina una sefial de sombreado y una mayor
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influencia de rutas asociadas a cierre estomatico y tolerancia al estrés (Weraduwage et al.
2022). Esto sugiere que la calidad espectral de la luz puede modificar procesos como la
fotosintesis neta, la conductancia estomatica y la transpiracion.

La sefial luminica también puede afectar al metabolismo primario, particularmente en la
distribucion y acumulaciéon de compuestos de reserva o de ajuste osmotico. En
condiciones de Bajo R:FR se han descrito cambios en el metabolismo foliar, incluyendo
la acumulacion de azlicares solubles y alteraciones en el balance entre crecimiento,
almacenamiento y uso de recursos (De Wit et al. 2013; Courbier et al. 2020; Wang et al.
2021a). La modulacion de rutas hormonales y transcripcionales bajo distintas condiciones
espectrales puede repercutir sobre el contenido de proteinas solubles y sobre la
disponibilidad de almidon y carbohidratos moviles, afectando la manera en que la planta
reorganiza sus recursos frente a un estrés posterior (Li & Zhao 2024).

Otro componente corresponde al estado redox y al sistema antioxidante. Dado que las
sefiales luminicas convergen con rutas redox y de defensa, se ha propuesto que cambios
en R:FR podrian modular de manera anticipada la actividad de enzimas y la capacidad
antioxidantes total de la planta (Mittler 2006; Hughes & Winkler 2024). En particular, se
ha observado que ciertas condiciones de luz pueden reforzar rutas antioxidantes, reducir
la acumulacion de especies reactivas de oxigeno y mejorar el desempefio fotosintético
bajo estrés (Cerrudo ef al. 2012; Wang et al. 2021Db).

La senalizacion espectral también puede afectar compuestos vinculados al uso y particion
de la energia luminica, como clorofilas, carotenoides y antocianinas. Se ha descrito que
la baja relacion R:FR interfiere en cascadas regulatorias asociadas a la biosintesis de
flavonoides y antocianinas, modificando el equilibrio entre captacion de luz, disipacion
de energia y proteccion frente a condiciones adversas (Cagnola et al. 2012; De Wit et al.
2013; Aiguo et al. 2023). En este sentido, cambios en la concentracion de pigmentos
fotosintéticos y no fotosintéticos pueden reflejar ajustes del aparato fotosintético y de la
capacidad fotoprotectora inducido por la sefial luminica antes de que ocurra un estrés

posterior (Leschevin et al. 2024; Van Brenk et al. 2024).



Si estas modulaciones fisiologicas de la planta previas a un evento de alta temperatura
mejoran el desempeno, sus efectos podrian proyectarse mas alla de la respuesta inmediata
hacia el desempefio reproductivo y el establecimiento temprano de la descendencia. Asi,
la sefial R:FR podria influir tanto en el estado fisioldgico vegetativo basal de la planta
como en procesos reproductivos relevantes para su desempefio bajo condiciones de

eventos de alta temperatura (Rahman et al. 2025).

Marco biologico del organismo modelo

La familia Amaranthaceae incluye especies de alto valor econdomico como Spinacia
oleracea (espinaca), Beta vulgaris (remolacha), Chenopodium quinoa (quinoa) y
Amaranthus cruentus (amaranto), entre otras. Dentro de esta familia, el género
Amaranthus reune especies cultivadas por su valor nutricional, su alto contenido de
proteinas y compuestos antioxidantes, asi como por su capacidad de crecer en suelos
marginales y en condiciones ambientales adversas (Lamothe ef al. 2015; Mota et al. 2016;
Janssen et al. 2017).

En particular, Amaranthus cruentus L. es una planta anual que vive durante 4 a 6 meses
en primavera, es herbacea que presenta un unico tallo principal, dicotiledonea, de hoja
ancha, y alternado y cruzado (decusado). Tiene inflorescencia en racimos denominado
panoja que se desarrolla durante su etapa reproductiva, posee panoja apical y de origen
axilar, seglin el origen de la yema. El raquis de las inflorescencia es eliptico, aplanado.
De metabolismo fotosintético tipo Cs, genoma diploide (2n = 2x = 34) y notable
plasticidad ecologica, aunque con variabilidad genética relativamente limitada en
comparacion con otras especies del género Amaranthus spp. (Thapa & Blair 2018;
Raiyemo et al. 2023).

Su rapido crecimiento, tolerancia al estrés térmico e hidrico y facilidad de cultivo la
convierten en un modelo experimental adecuado para estudiar respuestas fisiologicas
frente a condiciones ambientales variables.

En el contexto de esta investigacion, 4. cruentus resulta particularmente pertinente, ya

que combina mecanismos basales de tolerancia al calor con una historia evolutiva
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asociada a ambientes aridos . Estas caracteristicas la convierten en un modelo plausible
para evaluar si la integracion de sefiales ambientales predictivas, como la calidad de la
luz, puede modular respuestas previas frente a eventos de alta temperatura.

Finalmente, lo anterior sugiere que relacion R:FR puede actuar como senal asociada al
ambiente luminico inmediato, ademas de ser una fuente de informacion capaz de modular
respuestas fisiologicas frente a condiciones futuras de estrés por altas temperaturas. La
existencia de mecanismos de integracion entre calidad de la luz y temperatura, junto con
la evidencia de que las sefiales luminicas pueden afectar procesos fisioldgicos basales y
componentes del desempefio reproductivo, hace pertinente evaluar esta posibilidad en un
sistema experimental con tolerancia basal al calor como Amaranthus cruentus.

Asi, resulta razonable examinar si la variacion en la relacion R:FR puede inducir estados
fisiologicos previos que modifiquen la respuesta de la planta frente a una ola de calor
posterior. Asimismo, este enfoque permite explorar si dichos cambios se expresan
unicamente a nivel fisiologico, o también se proyectan sobre componentes del desempefio
biologico. Desde esta perspectiva, el presente estudio se sitiia en la interseccion entre

fisiologia vegetal, integracion de sefiales ambientales y respuestas anticipatorias al estrés.
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Pregunta de investigacion.
(Pueden sefiales luminicas con distinta relacion R:FR inducir respuestas fisiologicas y

metabolicas preventivas en Amaranthus cruentus frente a eventos de alta temperaturas?

Hipotesis.
La exposicion previa de Amaranthus cruentus a condiciones luminicas con una alta
relaciéon R:FR induce respuestas preventivas que favorecen su desempefio fisiologico y

reproductivo frente a un evento de ola de calor.

Objetivo general
Determinar la presencia de sefales fisiologicas preventivas inducidas por distintas

relaciones R:FR frente a una ola de calor.

Objetivos especificos y actividades.

1. Evaluar los efectos de distintas relaciones R:FR sobre respuestas fisiologicas frente a
una ola de calor.

2. Determinar el efecto de distintas relaciones R:FR sobre componentes del metabolismo
primario y el sistema antioxidante frente a una ola de calor.

3. Evaluar el efecto de distintas relaciones R:FR sobre el rendimiento reproductivo frente

a una ola de calor.
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METODOLOGIA
Material vegetal y condiciones de cultivo

Se utilizaron semillas de una poblacion de A. cruentus, genotipo Diaguitas accesion
ACR40. Se utilizaron 5 kg de suelo seco en macetas de 11 L de 22 cm de altura y 28 cm
de diametro, luego se humedecieron y se germinaron 5 semillas directamente. Las
semillas germinadas se fueron abortando hasta obtener dos plantulas por maceta, con 30
macetas en total. El sustrato estuvo compuesto por 80 % de arena y un 20 % de turba
(proporcion volumétrica, v/v).

La turba comercial de Sphagnum utilizada (Kekkil& Professional, Finlandia) tenia pH 5,5

y conductividad eléctrica de 2,4mS - cm™?

, contenia fertilizacion suplementaria (N-
P,05-K,0 14-16-18 + micronutrientes) y dolomita célcica. Ademas, cada 3 semanas se
utilizé el fertilizante Phostrogen™ preparado a una concentracion de 1g - L™ para el
aporte de nutrientes. El producto contiene 13 % de nitrogeno (N), 10 % de fosforo (P, 05),
22 % de potasio (K,0), 6,9 % de azufre (S) y 0,74 % de Magnesio (Mg) ademas de
micronutrientes segin especificacion del fabricante. Durante todo el experimento las

macetas se regaron a capacidad de campo (FC) segiin el monitoreo del contenido de agua

del suelo con un sensor TDR, de acuerdo con Ostria-Gallardo et al. (2023).
Disefio Experimental

Las plantas fueron sembradas y cultivadas en condiciones de invernadero hasta alcanzar
el estado13 de la escala BBCH, correspondiente a la fase previa al desarrollo de la panoja
(Martinez-Nufez ef al. 2019). En ese momento se aplicaron los tratamientos de luz bajo
distintas razones de R:FR, y posteriormente se sometieron a ola de calor, de acuerdo con

lo que indica la Tabla 1.
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Tabla 1.Fases, tiempo de evaluacion y estado fenoldgico. Division temporal del disefio
experimental, la linea segmentada separa antes y después de ola de calor. El codigo BBCH
representa el estado fenologico de 4. cruentus de 0 a 12 es el desarrollo vegetativo, el 13 al 50 es
el desarrollo reproductivo, de 90 para arriba es la senescencia.

Fase Descripcion Dia Codigo BBCH
Fase 1 Crecimiento Germinacion 00 - 05 00
Desarrollo vegetativo 06 - 53 12
Fase 2 Sefial ambiental Sefial luminica 54 -56 12
“Fase3Estrés  Oladecalor  57-63 1350
Fase 4 Cosecha Senescencia 120 95 -99

El tratamiento luminico se aplicé durante 2 dias. Las 30 macetas fueron asignadas
aleatoriamente a tres grupos (n = 10 por tratamiento) y ubicadas en cubiculos de 1 m?
(Fig.2). La iluminacién fue proporcionada mediante paneles LED comerciales (Apollo
Evolution Pro4 de 150W, Delight y Thunder Light 4 de 192W, GrowGenetics).

La calidad espectral fue modificada mediante la interposicion de filtros Opticos de celofan
de colores rojo y azul entre la fuente luminica y las plantas, generando los distintos
tratamientos. El fotoperiodo y la distancia entre hoja y fuente luminica se mantuvieron
constantes entre tratamientos. Debido a la variabilidad fenotipica en altura, las macetas
fueron rotadas peridodicamente para homogenizar la exposicion luminica.

Finalizado el tratamiento luminico, los filtros se retiraron y las plantas fueron sometidas
a una ola de calor simulada durante 5 dias, con un régimen de altas temperaturas de 35
°C/25 °C dia/ noche, bajo un mismo espectro de luz (Control).

Posterior a la ola de calor, las plantas fueron trasladadas a invernadero, con condiciones
estandar (25 °C y luz solar) para alcanzar su estado fenologico de maduracion (BBCH
80) y senescencia (BBCH 95) momento en el cual se cosecharon y colectaron las semillas

para analisis posteriores.
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Grupo Control

Blue (440-480 nm)=0.23 Blue (440-480 nm) =0.01 Blue (440-480 nm) =0.01
R (655-665 nm) = 0.55 R (655-665 nm) = 0.24 R (655-665 nm) =0.13
FR (725-735 nm) =0.09 FR (725-735 nm) = 0.031 FR (725-735 nm) = 0.053

R:FR =5.9 R:FR=7.8 R:FR=2.4

Fig. 2. Tratamientos luminicos. Durante los dos dias de tratamiento luminico, las 30
plantas se dividieron en grupos de 10 para ser expuestas a diferentes calidades espectrales.
Las temperaturas simuladas fueron de 25°C/15 °C dia/noche.

Se utiliz6 un disefio experimental con dos factores: Calidad de luz (Control, Alto R:FR y
Bajo R:FR), manteniendo constante el fotoperiodo largo (14 horas dia y 10 horas noche)
y la intensidad luminica constante en todos los tratamientos, y Temperatura (Ambiente y
Ola de calor). Los tratamientos Alto R:FR y Bajo R:FR estuvieron restringidos al rango
600-800nm, lo que implica la ausencia de longitudes de onda azul y verde. El grupo
Control fue expuesto a luz blanca de espectro completo (aprox. 300-800 nm) de luz
visible. Bajo este disefio se evalu6 de manera independiente los efectos de los

tratamientos de luz en procesos fisioldgicos.
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Caracterizacion luminica y determinacion de R:FR

El espectro luminico fue caracterizado mediante un espectroradiometro de fibra optica
EPP2000 UV-VIS (StellarNet Inc., rendija de 50um) equipado con un sensor Apogee con
correccion coseno para mediciones hemisféricas incidentes.

Se registrd la densidad espectral del flujo de fotones (umol m=2s~1nm™1) en el rango
300-850 nm, con una resolucion espectral de 2 nm y con un intervalo de muestreo de 0.5
nm, efectuando previamente correccion de sefal oscura (Fig.18 Anexo). Las mediciones
se realizaron en el centro de cada cubiculo experimental utilizando el software SpectraWiz
en una computadora portatil.

Para calcular el R:FR se integr6 la calidad espectral dentro de las bandas operacionales
del fitocromo definidas experimentalmente: 655-665 nm para rojo (R) y 725-735 nm
para rojo lejano (FR). Estas ventanas corresponden a los méximos de fotoconversion Pr
a Pfr y Pfr a Pr, respectivamente, y son el estandar en fotobiologia vegetal (Zhen ef al.
2021).

A partir del espectro medido, la irradiancia (o absorbancia proporcional a irradiancia) se
sumo punto a punto dentro de cada banda y se multiplico por el ancho espectral (AL = 0,5
nm) para aproximar el area bajo la curva, es decir, la energia total disponible para cada
transicion del fitocromo.

El R:FR se obtuvo como el cociente entre ambas areas, lo que refleja directamente el

balance cudntico que determina el estado fotoestacionario del fitocromo en la planta

665

71V .
R:FR = f@ﬁ& donde I(A) es la irradiancia espectral a la longitud de onda A con un
J72s 1AL
AA de 0,5nm.
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Tabla 2. Radiacion Fotosintéticamente Activa. Se muestra la radiacion fotosintéticamente
activa registrada en el centro de cada cubiculo correspondiente a los tratamientos
luminicos. Se reporta media + desviacion estandar, valores de normalidad (Shapiro-Wilk)
y resultado ANOVA de una via.

Intensidad media Desv. Shapiro-  ANOVA de una

Tratamiento
(umol m2s7") estindar  Wilk (p) via
Control 265,94 45,95 0,504 F=1,88, p=0,162
Alto R:FR 232,33 66,79 0,365 F=1,88, p=0,162
Bajo R:FR 253,27 36,84 0,659 F=1,88, p=0,162

La Tabla 2 muestra el flujo de fotones en el rango de 400—700 nm que inciden sobre una
superficie y que pueden ser utilizados por la fotosintesis por tratamiento. Las mediciones
fueron realizadas mediante un sensor cudntico PAR, registrandose valores expresados en
umol m™2 s'. No hay diferencias significativas en el flujo de fotones entre tratamientos
(p-valor = 0,162), lo que indica que la intensidad luminica fue similar entre condiciones

experimentales.
Caracterizacion fotosintética

Para la determinacion de tasa neta de fotosintesis (Pn), la conductancia estomatica (g) y
la transpiracion (E), las mediciones de intercambio gaseoso se realizaron durante la ola
de calor en hojas sanas y completamente extendidas de la cuarta cohorte utilizando un
analizador infrarrojo de gases CIRAS-2 (PPSystem, MA, EE. UU.).

Las hojas fueron colocadas en la cdmara de intercambio gaseoso utilizando toda el area
disponible. Fueron expuestas a una densidad de flujo de fotones de 1500 pmol m2 s™!
provista por el LED interno del equipo. La concentracion de CO, se mantuvo en 400 ppm
y el flujo de aire se ajusté a 200 pmol s™. Las mediciones se realizaron entre las 08:00 h
y las 12:00 h, alternando plantas de distintos tratamientos para evitar efectos asociados al
horario de evaluacion.

Antes del registro, se esper6 aproximadamente 10 a 15 min para la estabilizacion del CO».

Durante las mediciones, el déficit de presion de vapor (VPD) oscil6 entre 2.2 y 2.5 kPa,
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lo que sugiere una atmoésfera de demanda evaporativa relativa durante la ola de calor en
plantas C, (Gan & Sage 2024). Las plantas se encontraban bajo condiciones hidricas no

limitantes al momento de la medicidn.

Preparacion y conservacion del material vegetal

El material foliar fue colectado en dos fases: durante la finalizacion del tratamiento
luminico y al quinto dia de exposicién a la ola de calor, en ambos casos entre las 14:00 h
y 18:00 h. Las plantas se encontraban en condiciones hidricas no limitantes al momento
del muestreo.

Se colectaron hojas completamente desarrolladas (n = 9) en nitrégeno liquido para detener
la actividad enzimatica, preservar el estado metabodlico instantaneo y evitar degradacion
proteica u oxidacion.

El material fue dividido en tres fracciones: la primera fraccion fue sometida a liofilizacion
durante 72 h utilizando un liofilizador BK-FD10S (BIOBASE BIOINDUSTRY Shandong,
China), con condensador a -70 °C y presion aproximada a 5 Pa. El tejido seco fue
homogenizado con Bioprep-24R (Hangzhou Allsheng Instrument, China) hasta obtener
un polvo fino y homogéneo, el cual fue almacenado con gel silica hasta uso.

La segunda fraccion fue pulverizada en mortero preenfriado con nitrogeno liquido,
evitando cualquier descongelamiento visible. El material fue almacenado en tubos
Eppendorf de 2 mL a -80 °C por un periodo de 2 meses antes de los ensayos bioquimicos.

La tercera fraccion fue almacenada atn sin procesar a -80 °C para estudios posteriores.
Analisis bioquimicos

Los andlisis bioquimicos se realizaron mediante ensayos colorimétricos basados en
espectrofotometria. La absorbancia se realizo en un lector de microplacas Infinite® 200
PRO (Tecan Group Ltd., Madnnedorf, Suiza), en microplacas estandar.

Cuantificacion de contenido de proteinas solubles totales

El contenido de proteinas solubles totales fue determinado mediante el método de

Bradford (Bradford 1976), con modificaciones utilizando reactivo comercial (Cat.
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#5000006, Bio-Rad Laboratories, CA, EE.UU.). Se emplearon 100 mg de tejido foliar
fresco previamente congelado y pulverizado (n = 5).

El tejido fue homogenizado en 800 ul de tampdn de extraccion ( 50 mM de HEPES-KOH
(pH 7,8), 10 mM de MgCl,, 1| mM EDTA, 5SmM de DTT y 0,1 % (v/v) de Triton X-100).
La mezcla fue agitada durante 10 min y posteriormente centrifugada a 8000 rpm durante
5 min a 4 °C. Del sobrenadante se tomaron 230 u!l a los cuales se afiadieron 70 ul de SDS
al 10 % (p/v). La mezcla se incub6 a 65 °C durante 10 minutos y luego se dejo enfriar a
temperatura ambiente.

Para la cuantificacion, se sembraron 25 ul de muestra y 200 ul de reactivo Bradford
(dilucion 1:3) en microplaca. La absorbancia fue medida a 595 nm. Cada muestra fue
analizada por triplicado técnico. La concentracion se determind mediante una curva de
dilucién seriada (2 mg - ml™1) de cinco puntos construida con albimina sérica bovina
(BSA) como patrén, dentro del rango lineal del método (R? = 0,9996).

El contenido de proteinas se expres6 como mg de proteina en g de masa fresca

(mg proteina g~1MF).

Cuantificacion de azucares solubles totales.

La cuantificacion de azlcares solubles totales fue realizada mediante el método de
antrona descrito por Yemm & Willis (1954), con modificaciones en las condiciones de
extraccion y volimenes de reaccion. Este método se basa en la reaccion de carbohidratos
solubles con antrona en medio acido, formando un complejo coloreado cuya absorbancia
es proporcional a la concentracion de azicares.

A 10 mg de material foliar liofilizado (n = 5) se les realizé una extraccion tinica con 1 mL
de etanol al 85 % (v/v) en tubos de 2 mL, manteniéndose en agitacion durante 12 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 min y el
sobrenadante fue recuperado para su andlisis, conservandose el pellet para la
determinacion de almidon.

Para la cuantificacion, se tomaron 50 ul del sobrenadante y se mezclaron con 1,5 mL de
reactivo de antrona (1,5 g - L™ de antrona (C;4H;,0) en 4cido sulftrico (H,50,) al 72
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% (v/v) preparado en etanol al 85 %, bajo campana y en hielo). Las muestras se
mantuvieron en hielo y protegidas de la luz hasta su incubacion a 100 °C durante 10 min
para el desarrollo del color. Luego de enfriar las muestras, se midieron a 630 nm en
espectrofotometro, utilizando 200 ul por triplicado técnico. Los resultados se expresaron

como mg equivalente de sacarosa por g de masa seca (mg sacarosa g~*MS).

Cuantificacion de Almidon

El contenido de almidén se determind a partir del pellet residual obtenido tras la
extraccion de azlcares solubles, siguiendo el método descrito por Smith & Zeeman
(2006), utilizando la cuantificaciéon fenol y acido sulfurico con volumenes ajustados
proporcionalmente al 50 % respecto al protocolo original.

El pellet fue secado para eliminar residuos de etanol a 50 °C durante 4 h. Luego, se
resuspendié en 200 ul de etanol al 47,5 % (v/v) y 1,2 mL de agua destilada, y se incubd
a 100 °C durante 30 min para gelatinizar el almidon. Tras enfriar en hielo, se prepararon
los blancos. Se afiadieron 400 ul de solucién de amiloglucosidasa (1,45 mg - ml™! en
tampon de acetato de sodio 0,1 M, pH 4,8) para la hidrolisis enzimatica del almidon, y se
incub6 durante 12 h a 45 °C. Posteriormente, los tubos fueron enfriados en hielo y
centrifugados.

Del sobrenadante se tomaron 0,25 mL y se afiadi6 0,5 mL de fenol al 2 % (v/v) y 1,25 mL
de acido sulfurico concentrado. Las muestras se incubaron durante 10 min en oscuridad
para el desarrollo del color, se enfriaron en agua durante 5 min y se dispusieron 200 ul en
triplicado en microplaca para su lectura a 490 nm en espectrofotometro.

La concentracion de glucosa liberada fue determinada mediante una curva estindar
preparada con glucosa (2mg -ml™1). Los resultados fueron expresados como mg

equivalentes de glucosa por g de masa seca (mg glucosa g~tMS).
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Cuantificacion de pigmentos fotosintéticos y fotoprotectores

Para la cuantificacion de pigmentos se utilizaron 200 mg de material foliar fresco (n = 5).
La determinacién se realizd segin Lichtenthaler (1987) a partir de la extracciéon con
metanol al 80 % (v/v), donde se midieron a diferentes absorbancias 750 nm, 665 nm, 652
nm y 480 nm. Posteriormente se calculd Clorofila a C, = 16.82 Aggs — 9.28 Agso,

Clorofila b Cp =36.92Ag5, —9.28A44¢5 y Carotenoides totales C,y. =

1000A44g509—1.91C4q — 95.15C,
225 ’

El contenido relativo de antocianinas se determind mediante un método
espectrofotométrico basado en el principio del método diferencial de pH. Los extractos
fueron ajustados a condiciones de acidificacion con acido clorhidrico y con citrato
(Karakashova et al. 2022). La absorbancia se midi6 a 520 nm y se corrigio por turbidez
mediante la lectura a 750 nm. Se calcul6 antocianina con AA = AHSE — ASUTato [yeoo de
ser corregidas. Este enfoque estima la fraccion de pigmentos estructuralmente
convertibles a la forma flavilio, caracteristica de las antocianinas pH dependientes y no
incluye betalainas ni la mayoria de otros flavonoides (porque o absorben igual en ambos

medios, o su absorcion no cambia drasticamente con pH). La fraccion de la sefial que

depende estrictamente de pH fuerte.

Actividad enzimatica antioxidante

Las actividades enzimaticas se determinaron a partir de extractos (n = 5) obtenidos bajo
condiciones frias, manteniéndose en hielo durante todo el procedimiento. Los extractos
se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Para la actividad de enzimas antioxidantes se utiliz6
en general la metodologia dispuesta por Palma et al. (2014).

La actividad de ascorbato peroxidasa (APX EC 1.11.1.11) se determiné por la
disminucion de absorbancia a 290 nm debida a la oxidacion del ascorbato en presencia
de H:20.. La actividad de catalasa (CAT EC 1.11.1.6) se cuantifico midiendo la

disminucion en absorbancia a 240 nm asociada a la descomposicion del H20.. La
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actividad de glutation reductasa (GR) se evalué mediante la disminucion de absorbancia
a 340 nm asociada a la oxidacién de NADPH.

Las mediciones fueron realizadas de manera cinética, registrando multiples puntos entre
el tiempo inicial y el final de reaccion. La actividad enzimatica se calculd a partir de la
pendiente de variacién de absorbancia (AA-min~1), corrigiendo por el blanco
correspondiente de reaccion. El contenido de proteina presente en el volumen de extracto
utilizado en cada ensayo fue determinado previamente con el método de Bradford,
utilizando una curva estdndar de BSA. Las actividades se expresaron como AA -

min~! mg proteina! como previamente descrito.

Capacidad antioxidante total (DPPH)

La capacidad antioxidante total se determiné mediante el ensayo con el radical libre
DPPH (Gulcin & Alwasel 2023). Se prepar6 una solucion de trabajo diario a 0.1 mM
mediante dilucion con metanol puro. El extracto antioxidante se obtuvo a partir de 200
mg de tejido fresco (n = 5) mediante extraccion con 2 mL de metanol al 80 %. El tejido
fue homogenizado y mantenido en oscuridad durante 30 min, seguido de centrifugacion
a 10000 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue recuperado para el andlisis. El
extracto fue preparado de modo que 1 mL correspondiera a 100 mg de tejido fresco.
Para determinar la concentracioén operativa del trabajo, se evaluaron distintas cantidades
de tejido equivalente con el fin de identificar el rango lineal de respuesta del sistema. Se
observo que concentraciones superiores a 0,5 mg de tejido generaban respuestas no
lineales y de mayor variabilidad en la sefial, por lo que se selecciond 0,5 mg como
concentracion estandar para las mediciones comparativas.

El extracto fue diluido en metanol al 80 % hasta obtener una concentracion de 0,5 mg de
tejido por cada 25 ul afiadidos a la mezcla de reaccion. La reaccion final consistio en 225
ul de DPPH a 0,1 mM y 25 ul de extracto diluido. Se incluyeron blancos de metanol,
DPPH sin extracto y extracto sin DPPH.

La absorbancia fue registrada en duplicado técnico a 517 nm de manera cinética (0 a 60

min) en oscuridad. En cada ocasion se realizo simultdneamente una curva de calibracion
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de DPPH, preparada punto a punto entre 0 y 0,1 mM en metanol absoluto. Esto permitio
convertir la variacion de absorbancia en concentracion real de DPPH.

Para el analisis comparativo se utilizo el valor correspondiente al minuto 40, seleccionado
por representar la fase estable de la reaccion en los extractos de 4. cruentus. La
disminuciéon de DPPH fue cuantificada convirtiendo la variacion de concentracion (mM)
a umol, considerando el volumen final de reaccion. Los resultados se expresaron como

umol de DPPH reducido por mg de tejido (umol mg™1).

Rendimiento reproductivo

El rendimiento reproductivo fue determinado al final del ciclo de crecimiento para los
seis tratamientos experimentales (n = 5). Se cuantifico por planta el peso total de panojas
y el peso de semillas. Se distinguieron dos tipos de panoja: apical, correspondiente a la
inflorescencia terminal del eje principal y panoja axilar, originadas en las axilas foliares
e identificadas por la presencia de hojas (Fig. 3).

Las panojas fueron cosechadas al alcanzar la madurez y tras secado natural en la planta
(senescencia). Posteriormente, fueron mantenidas en estufas a 25 °C durante una semana
para eliminar humedad residual.

Una vez secas, se midio la longitud del raquis de la panoja apical y de las tres panojas
axilares superiores (correspondientes a las tres de mayor tamafio por planta). Asimismo,
se determin6 el didmetro del raquis en su punto medio utilizando un calibre digital,
registrando la medida en el eje de mayor aplanamiento.

Cada panoja fue pesada completa (estructura + semilla) utilizando una balanza analitica
con precision de 0,001 g. Posteriormente, las semillas fueron separadas manualmente y
limpiadas, eliminando restos florales para determinar el peso exclusivo de semillas. El

peso de la estructura reproductiva sin semillas fue obtenido por diferencia.
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Axilar

Fig. 3. Criterio de clasificacion tipo de panoja en Amaranthus cruentus. Los recuadros
sefialan las estructuras reproductivas. La panoja apical corresponde a la inflorescencia
terminal principal, mientras que las panojas axilares emergen desde las yemas laterales.

Para evaluar los pardmetros de germinacion de las semillas, fueron puestas en oscuridad
en camaras de crecimiento a 25°C + 1°C. Para cada tratamiento, 20 semillas fueron
germinadas en placas Petri con papel absorbente, humedecido con agua destilada, por
cuadruplicado. Se evalué la velocidad media de germinacién y tiempo medio de
germinacion de acuerdo con Ranal & Santana (2006). Los parametros de germinacion
fueron monitoreados cada 2 horas por 24 horas. Las mismas semillas germinadas se
mantuvieron durante 3 dias y se cuantificé el porcentaje de semillas germinadas con éxito

y el peso de las plantulas.
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Asignacion de biomasa a la estructura reproductiva

Para evaluar si los tratamientos modificaron la asignacion de biomasa a semillas se ajustd
un modelo lineal general tipo andlisis de covarianza (ANCOVA). El peso de semilla fue
utilizado como variable de respuesta y el peso total de la panoja como covariable
continua. Los factores fijos incluidos fueron: luz, temperatura y tipo de panoja.
Inicialmente se evalué un modelo completo que incluy6 interacciones entre covariables
y factores, asi como interacciones entre factores, sin embargo, no mejoraron el ajuste al
modelo, por lo que se ajustd y se adoptd una estructura aditiva de pendientes homogéneas
donde Peso Semilla ~ Peso Total + Luz + Temperatura + Tipo.

El valor B reportado corresponde al coeficiente de regresion, es decir, a la magnitud y
direccion del cambio esperado en la variable respuesta ante un cambio de una unidad en
la variable predictora, manteniendo constantes los demas predictores. Los efectos fueron
evaluados mediante pruebas F utilizando sumas de cuadrados tipo II. Ante evidencia de
heterocedasticidad, se estimaron errores estdndar robustos para evaluar la estabilidad de
las inferencias (Pustejovsky & Tipton 2018). Este andlisis fue realizado en Python a través
de Visual Studio Code utilizando el paquete statsmodels mediante minimos cuadrados
ordinarios. El detalle del proceso de ajuste y seleccion de modelo se presenta en el Anexo

2.

Analisis estadistico univariados

Para cada variable cuantificada se aplico un ANOVA factorial de dos vias con interaccion,
considerando Luz (Control, Alto R:FR, Bajo R:FR) y Temperatura (Ambiente, Ola) como
factores. El modelo incluy¢ la interaccion (Luz X Temperatura).

Los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas se verificaron mediante las
pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Cuando los supuestos se
cumplieron, se interpretaron los efectos principales e interacciones seglin correspondiese.
Cuando se detectaron efectos significativos se realizaron comparaciones multiples entre

niveles mediante la prueba de Tukey HSD (a = 0,05).
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La magnitud del efecto se estimé mediante eta cuadrado parcial (7p?) (Levine & Hullett
2002; Norouzian & Plonsky 2017). No se aplicaron puntos de corte universales para la
clasificacion del tamafio, sino que se interpretaron comparativamente dentro del mismo
estudio, tal como recomiendan los autores Norouzian & Plonsky (2017). Las diferencias
entre las medias fueron posteriormente analizadas mediante pruebas post hoc de Tukey
HSD para identificar qué grupos difieren entre si.

Para el analisis de intercambio gaseoso se aplic6 un ANOVA de una via considerando

como factor Luz, esto, debido a la ausencia de la categoria Temperatura Ambiente.

Analisis multivariado

Para caracterizar la estructura fisioldgica global de los tratamientos se aplico un analisis
de componentes principales (PCA) (Anderson 2017) sobre las variables medidas,
utilizando la distancia euclidiana.

Como procedimiento estandar, para cuantificar de manera estadistica las diferencias
multivariadas entre tratamientos se evaluaron formalmente mediante un PERMANOVA
factorial basado en permutaciones con los factores Temperatura y Luz. Debido a que este
analisis puede verse afectado por la dispersion interna de los grupos, se realiz6 un analisis
de homogeneidad de dispersion multivariada (PERMDISP). Cuando el efecto global
resultd significativo, se realizaron comparaciones pareadas post hoc con ajuste por tasa
de descubrimiento falso (FDR). De esta manera, este enfoque permitidé determinar si los
tratamientos diferian significativamente en su estructura multivariada general y si dichas
diferencias podian atribuirse a cambios en la posicion de los grupos en el espacio

multivariado, mas que a diferencias en su dispersion interna.
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RESULTADOS

Efecto de la temperatura y calidad de luz en el contenido de proteinas solubles

La temperatura tuvo un efecto significativo global sobre el contenido de proteinas
solubles totales en el tejido foliar (p=0,01118, np2 = 0,24), disminuyendo en condiciones
de ola de calor, independientemente de la calidad de luz (Fig. 4). No se detectaron efectos
globales de la calidad de luz ni de la interaccion Luz X Temperatura (p > 0,05).

Si bien se observo una disminucion consistente del contenido de proteinas totales en
condiciones de ola de calor en todos los tratamientos de luz, las comparaciones por pares
no detectaron diferencias significativas entre combinaciones especificas tras correccion
por multiples comparaciones. En conjunto, esto indica que la variacion del contenido de
proteinas solubles totales estuvo determinada principalmente por del efecto de la

temperatura mas que por la calidad de luz.

Luz Temperatura
3 Control 1 Ambiente
W Bajo R:FR a2 Ola
B Alto R:FR

1001

Proteinas totales (mg g—* MF)

Control Bajo R:FR Alto R:FR

Fig. 4. Contenido de proteinas solubles totales en A. cruentus expuestas/sometidas a
distintos tratamientos de luz y temperatura. Los colores indican el tratamiento Luz
(Control Alto R:FR y Bajo R:FR) y el patron achurado la condicion de Temperatura
(Ambiente y Ola). Cada barra representa el promedio (£ error estandar), n = 5 por
combinacion de tratamiento. Analisis entre tratamientos utilizando ANOVA de dos vias.
Ausencia de letras indica que no se encontraron diferencias significativas entre pares
utilizando Tukey HSD como test post hoc (p < 0,05).
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Efecto de la temperatura y calidad de luz en el contenido pigmentos fotosintéticos y
fotoprotectores

La Temperatura tuvo efectos significativos globales sobre el contenido de Clorofila a (p
=0,033; 152 =0,18) y Clorofila b (p = 0,019; np? = 0,22), mientras que la calidad de luz
no modifico significativamente las concentraciones absolutas de pigmentos (Fig. 5a, b).
Si bien se observo un aumento del contenido de Chla y Chlb en condiciones de ola de
calor a lo largo de todos los tratamientos de luz, las comparaciones por pares no detectaron
diferencias significativas entre combinaciones especificas tras correccion por multiples
comparaciones (Fig. 5a, b).

Por otra parte, la Luz y la Temperatura influyeron significativamente sobre la proporcion
Chlrotal/Carotenoides (p = 0,046; np2 = 0,23; p = 0,01; np2 = 0,26, respectivamente).
Ademas, se observo que en condiciones de luz control, no hubo diferencias significativas
entre tratamientos de temperatura, mientras que en Alto R:FR y Bajo R:FR, hay un
aumento en la proporcion Chlroa/Carotenoides en condiciones de Ola de calor, siendo
significativo solo para el tratamiento de Alto R:FR (Fig.5e).

No se detectaron efectos significativos globales de la Temperatura, Luz o su interaccion
en el contenido de Carotenoides totales ni en la relacion Chla/Chlb (Fig. 5d, e), las
comparaciones por pares no mostraron diferencias significativas entre tratamientos de luz
al someterlos a la ola de calor. En temperatura ambiente, disminuye de manera

significativa pasando de Control a Bajo R:FR (Fig.5b).
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Fig. 5. Contenido de pigmentos fotosintéticos y fotoprotectores en 4. cruentus sometidas
a distintos tratamientos de luz y temperatura. Contenido foliar de (a) clorofila a, (b)
clorofila by (c) carotenoides totales; y calculos derivados (d) razon clorofila a/b, (e) razén
clorofila total/carotenoides. Cada barra representa el promedio (+ error estdndar), n = 5
por combinacién de tratamiento. Los colores indican el tratamiento Luz (Control Alto
R:FR y Bajo R:FR) y el patrén achurado la condicién de Temperatura (Ambiente y Ola).
La ausencia de letras indica que no se encontraron diferencias significativas en la
interaccion de los factores.
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Efecto de la temperatura y calidad de luz en el contenido Antocianinas.

El contenido total de pigmentos rojos estuvo significativamente influenciado de manera
global tanto por la luz (p = 0,016, np2= 0,30), como por la temperatura (p = 0,00006,
np? = 0,5), siendo este Ultimo el efecto de mayor magnitud. No se detectd interaccion
significativa Luz X Temperatura (p = 0,28). Ademas, se observd que la ola de calor
increment6 el contenido total de pigmentos rojos en los tratamientos de luz, siendo

significativo este aumento para los tratamientos control y bajo R:FR (Fig. 6a).

La porcion pH dependiente asociada a antocianinas quimicamente activas se Vvio
influenciada significativamente por la temperatura (p = 0,000067, n?= 0,4) mientras que
la luz y la interaccidon no presentaron efectos globales significativos (Fig. 6b). Por otro
lado, ningun factor ni su interaccién mostraron un efecto global significativos sobre la
fraccion pH no dependiente (Fig. 6¢). En ambas fracciones (pH dependiente y pH no
dependiente) las comparaciones por pares no detectaron diferencias significativas entre

combinaciones especificas tras correccion por multiples comparaciones (Fig. 6b, c).
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Fig. 6. Contenido de pigmentos rojos acidificados y derivados en A. cruentus sometidas
a distintos tratamientos de luz y temperatura. El contenido foliar de (A) Pigmentos rojos
acidificados totales, el calculo de la (B) fraccion pH dependiente y (C) la fraccion pH no
dependiente. total. Cada barra representa el promedio (£ error estdndar), n = 5 por
combinacion de tratamiento. Los colores indican el tratamiento Luz (Control Alto R:FR
y Bajo R:FR) y el patrén achurado la condicién de Temperatura (Ambiente y Ola).
Andlisis entre tratamientos utilizando ANOVA de dos vias. La ausencia de letras indica
que no se encontraron diferencias significativas en la interaccion de los factores.
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Efecto de la temperatura y calidad de luz en la fotosintesis.

La luz tuvo un efecto global significativo entre tratamientos en transpiracion (p = 0,007,
np?= 0,56), conductancia estomatica (p = 0,006, np? = 0,57) y fotosintesis neta (p =
0,00001, np2=0,90).

En cuanto a la Transpiracion, el tratamiento Bajo R:FR Ola presenté valores
significativamente menores que Alto R:FR Ola y Control Ola (Fig. 7a), mostrando una
reduccion relativa del 35 %.

De igual manera, el tratamiento Bajo R:FR redujo significativamente un 39 % Ila
Conductancia estomatica respecto al Control ola y Alto R:FR (Fig. 7b).

En cuanto a la Fotosintesis neta, se observd un aumento en condiciones de Alto R:FR

respecto al Control y Bajo R:FR del 55 % (Fig. 7¢).
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Fig. 7. Respuesta del intercambio gaseoso foliar en 4. cruentus durante la ola de calor.
Los parametros de intercambio gaseoso medidos son (a) transpiracion, (b) conductancia
estomatica y (c) fotosintesis neta. Cada barra representa el promedio (£ error estandar), n
=5 por combinacion de tratamiento. Los colores indican el tratamiento Luz Control Alto
R:FR y Bajo R:FR. Andlisis entre tratamientos utilizando ANOVA de una via. Letras
distintas indican diferencia significativas entre tratamientos segun prueba de Tukey (p <
0,05).
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Efecto de la temperatura y calidad de luz en el contenido de azucares solubles
totales y almidon.

Respecto a la concentracion de azucares solubles totales, se observdo un efecto
significativo de la interaccion Luz x Temperatura (p = 0,00049, np2? = 0,52), asi como un
efecto de Luz (p = 0,02581, np2 = 0,29), mientras que Temperatura no presentd efecto
global sobre la variable. Se observaron disminuciones significativas de azucares solubles
totales en condiciones de luz control al someter a las plantas a ola de calor (reduccion del
43 %), y en condiciones de temperatura ambiente al cambiar de luz control a bajo R:FR
(reduccion del 50 %). En condiciones de Alto R:FR, la ola de calor no generé cambios
significativos en el contenido de azlcares solubles totales (Fig. 8a).

En contraste, el contenido de almidoén (Fig.8b) fue afectado significativamente de manera
global por la Temperatura (p = 0,01384, 11p2= 0,24), mientras que ni Luz ni la interaccioén
Luz x Temperatura tuvieron efectos globales significativos.

En condiciones de luz control y bajo R:FR, la ola de calor no gener6 diferencias
significativas entre las muestras, mientras que en Alto R:FR, se observ una disminucién

significativa del 50 % al someter a las plantas a ola de calor (Fig. 8a).
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Fig. 8. Contenido de azucares solubles y almidon en A. cruentus sometido a distintos
tratamientos de luz y temperatura. El contenido foliar de (a) Azlcares solubles totales y
(b) Almidon son representados. Cada barra representa el promedio (+ error estandar), n =
5 por combinacion de tratamiento. Los colores indican el tratamiento Luz (Control Alto
R:FR y Bajo R:FR) y el patrén achurado la condicion de Temperatura (Ambiente y Ola).
Analisis entre tratamientos utilizando ANOVA de dos vias. Letras distintas indican
diferencia significativas entre pares, y ausencia de letras indica que no se encontraron
diferencias significativas segin prueba de Tukey como test post hoc (p < 0,05).
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Efecto de la temperatura y calidad de luz en componentes del estado antioxidante
enzimatico y capacidad antioxidante total.

Se exploro el estado redox de la planta y como responde a sefiales ambientales
combinadas, para lo cual se evaluaron enzimas clave del sistema antioxidante (GR, APX,
CAT) junto con la capacidad antioxidante total (DPPH) bajo distintos tratamientos de luz
y temperatura.

La luz tuvo un efecto global significativo sobre la actividad de GR (p = 0,035, np2 =
0,25), mientras que Temperatura (p = 0,93, np2 = 0) y la interaccién (p = 0,37, np2 = 0,08)
no fueron significativas. Ademds, no se detectaron diferencias significativas entre
tratamientos. En conjunto, esto indica que la variacion de la actividad GR estuvo
determinada principalmente por el efecto global de la calidad de luz mas que por la
temperatura (Fig. 9a).

En el caso de la CAT, ninglin factor tuvo efectos globales significativos sobre su actividad.
Ademas, aunque se ve tendencia a disminuir la actividad en todas las condiciones de luz
al someter a ola de calor, no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos
(Fig. 9b).

De la misma manera, la actividad de APX no se vio afectada de manera global
significativa por ningun factor ni su interaccién. Se observd que hubo un aumento en la
actividad APX en Alto R:FR respecto al control luz en condiciones de ola de calor,
mientras que entre los demas tratamientos no se encontraron diferencias significativas
(Fig. 9¢).

En contraste con las enzimas individuales, la Luz (p < 0,001, np2 = 0,7) y la interaccion
Luz x Temperatura (p = 0,0001, np2 = 0,58) tuvieron un efecto altamente significativo
sobre la capacidad antioxidante total, mientras que Temperatura no tuvo efecto
significativo. Se observd una disminucion en la capacidad antioxidante en los
tratamientos control y alto R:FR al someterlos a ola de calor, siendo significativo solo
para el control. En cambio, hubo un aumento significativo en la capacidad antioxidante

en bajo R:FR al someterlo a ola de calor.

36



~
=3

Temperatura
[ Ambiente
Z2a ola

g8 8 &8 8 3

GR (AA340 min~* mg proteina—* x10-?)

5

Luz

| @ Control
@ Alto R:FR
@ Bajo R:FR

S ] 8 g

=
o
L

APX (AA290 min~* mg proteina~* x1073)

Control

Alto R:FR

Tratamiento luminico

Luz
[ Control
B Alto RFR
[ Bajo RFR

Temperatura
1 Ambiente
2 Ola

Bajo R:FR

b)

Capacidad antioxidante (DPPH)
(pmol mg~* MF)

Luz

| == control
B Alto R:FR
1 EEm Bajo R:FR

w =]

-
'

CAT (AAbs240 min—* mg proteina—*)
~n w

-
'

Luz
@3 Control
@ Alto R:FR
@ Bajo R:FR

2.0

Control

Alto R:FR

Tratamiento luminico

Temperatura
[ Ambiente
2 Ola

Temperatura
) Ambiente
=2 Ola

Bajo RiFR

Fig. 9. Modulacion del sistema antioxidante en A. cruentus sometido a distintos
tratamientos de luz y temperatura. Se muestra la actividad en extractos foliares de enzimas
antioxidantes como (a) Glutation reductasa, (b) Catalasa, (c) Ascorbato Peroxidasa y la
(d) Capacidad antioxidante total dada por el radical libre DPPH. Cada barra representa el
promedio (+ error estdndar), n = 5 por combinacion de tratamiento. Los colores indican
el tratamiento Luz (Control Alto R:FR y Bajo R:FR) y el patrén achurado la condiciéon de
Temperatura (Ambiente y Ola). Andlisis entre tratamientos utilizando ANOVA de dos
vias. Letras distintas indican diferencia significativas entre pares, y ausencia de letras
indica que no se encontraron diferencias significativas segin prueba de Tukey como test

post hoc (p <0,05).
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Atributos reproductivos
La arquitectura de las panojas mostrd respuestas diferenciadas entre posiciones apicales
y axilares, con efecto significativo de la luz, la temperatura y su interaccion en varios

rasgos estructurales (Fig. 9).

Panojas apicales

La longitud apical fue significativamente afectada por Luz (p = 0,0011, np% = 0,22),
Temperatura (p = 0,0004, np? = 0,20) y su interaccion (p = 0,00028, np% = 0,28). Al
comparar con Control Ambiente, solo Control Ola mostrd una disminucion en su longitud
apical del 19 %. Por otro lado, se vio incrementada en Alto R:FR Ambiente (9,5 %) y Ola
(6,4 %), asi como en Bajo R:FR Ambiente (12 %) y Ola (2,7 %).

En el didmetro apical se detectaron efectos significativos de Luz (p = 0,0001, np% = 0,38),
Temperatura (p = 0,023, np2 = 0,079) y su interaccion (p = 0,0019, np% = 0,22), En
relacion con Control Ambiente, solo Control Ola mostr6 una disminucion en el diametro
apical (25 %). En cambio, para los demas tratamientos luminicos hubo un incremento
generalizado: en Alto R:FR Ambiente un 16 %, Ola unl0 %, asi como en Bajo R:FR
Ambiente con un 20 % y Ola con un 6 %.

El indice de esbeltez presentd efectos significativos en Luz (np? = 0,28), Temperatura
(np? = 0,21) e interaccion (np? = 0,42) todos con p < 0,001. Considerando a Control
Ambiente, solo Alto R:FR Ambiente disminuy6 su esbeltez en un 22 %, Bajo R:FR
Ambiente aument6 su indice en un 10 %. Por otro lado, en Ola se vio incrementada la

esbeltez apical con Control en un 4 %, Alto R:FR 12.8 % y Bajo R:FR 42 %.

Panojas axilares

En la longitud axilar no se detectaron efectos significativos de Luz, Temperatura ni
interaccion (p > 0,1, np? = bajos). Respecto al Control Ambiente, Control Ola aumento
de longitud un 13,5 %, Alto R:FR Ola en un 3,2 %. En contraste, disminuyeron Alto R:FR
Ambiente (12 %) y Bajo R:FR Ambiente (18,7 %) y Ola (6,4 %).
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El didmetro axilar mostr6 una interaccion significativa entre luz y temperatura (p = 0,036,
np? =0,24), mientras que los factores fueron no significativos. Donde Control Ola mostr6
un engrosamiento del 11 %, sin embargo, Alto R:FR Ambiente y Ola adelgazaron un 9
%, y Bajo R:FR Ola disminuy6 un 24 %.

El indice de esbeltez axilar presentd una interaccion significativa (p = 0,01, np2 = 0,31),
sin efectos principales detectables. Donde todos los tratamientos aumentaron su esbeltez,
tal que Control Ola (54,4 %). Alto R:FR Ambiente (15 %) y Ola (17 %), asi como Bajo
R:FR Ambiente (35 %) y Ola (4,4 %).

Apical Axilar

Longitud de panoja apical {em)

c)

ongitud / Dismetro)

de esberez (L
= "

Fig. 10. Longitud y diametro del raquis de panoja apical y axilar. Se muestran
caracteristicas de panoja Apical (a) Longitud, (c) Didmetro, (e) Esbeltez, y de panoja
Axilar (b) Longitud, (d) Didmetro, (f) Esbeltez. Cada barra representa el promedio (£
error estandar), n = 5 por combinacién de tratamiento. Los colores indican el tratamiento
Luz (Control Alto R:FR y Bajo R:FR) y el patrén achurado la condicion de Temperatura
(Ambiente y Ola). Analisis entre tratamientos utilizando ANOVA de dos vias. Letras
distintas indican diferencia significativas entre pares, y ausencia de letras indica que no
se encontraron diferencias significativas segun prueba de Tukey como test post hoc (p <
0,05).
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Peso de inflorescencia y semillas

En relacion con el peso (Tabla 3) de panoja apical de Control Ambiente, solo Control Ola
present6 una disminucion del 17 %. En cambio, se increment6 en Alto R:FR Ambiente
(10,9 %) y Ola (5,4 %) asi como Bajo R:FR Ambiente (16,5 %) y Ola (1 %). Respecto al
peso de semillas en panojas apicales en Ambiente mostraron valores similares a 5 g en
los tres tratamientos luminicos. Sin embargo, en Ola, el grupo Control redujo su peso en
un 27,5 %. (ANOVA de dos vias con interaccion p = 0,04). En contraste se mostr6é una
reduccién no significativa en Alto R:FR (3,3 %) y un incremento en Bajo R:FR (1,7 %).
Respecto al grupo Control Ambiente, el peso de panoja axilar mostré un aumento del 11
% en Control Ola, sin embargo, los demas tratamientos vieron reducido su peso en un 10
%, destacando Bajo R:FR Ola con un 24 %. El peso de semillas en Control Ola no se vio
afectado porcentualmente, y Alto R:FR Ola aument6 en un 3,6 %. Sin embargo, se vieron
reducido el peso de los tratamientos Alto R:FR Ambiente (17 %) y Bajo R:FR Ambiente
(26 %) y Ola (25 %).
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Tabla 3. Asignacion reproductiva en panojas. Se presentan medias + desviacion estdndar
del peso de semillas y peso de la panoja (sin semilla) calculados (n = 5 plantas por
tratamiento). Las panojas apicales y axilares se analizan por separado para capturar

diferencias en asignacion.

Tratamiento Panoja Peso semillas (g) Peso panoja (g)
Control Ambiente Apical 517+1,1 3,44 +£0,5
Control Ambiente Axilar 3,96 £0,5 2,59 +£0,2

Control Ola Apical 3,74+ 0,5 2,84 £0,8
Control Ola Axilar 396+1,2 2,89 +04
Alto R:FR Ambiente Apical 5,0+0,4 3,82+0,5
Alto R:FR Ambiente Axilar 3,29+0,9 2,32 +£0,8
Alto R:FR Ola Apical 49+0,4 3,63+0,9
Alto R:FR Ola Axilar 4,1+0,8 2,27+0,6
Bajo R:FR Ambiente Apical 5,0+0,5 40+1,2
Bajo R:FR Ambiente Axilar 294+1,3 24+1,1
Bajo R:FR Ola Apical 525+1,1 3,48 +0,7
Bajo R:FR Ola Axilar 2,97 +0,7 1,97 £ 0,4
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Modelo de asignacion

La relacion entre el peso total de la estructura reproductiva (panoja + semilla) y el peso
de semillas se evalu6 mediante un modelo ANCOVA incorporando Luz, Temperatura y
Tipo de panoja como factores fijos y el peso total como covariable.

La evaluacion de homogeneidad de pendientes, mediante la inclusion de interacciones
entre covariables y los factores, no evidencio efectos significativos (Peso total x Luz p =
0,166; Peso total x Temperatura p = 0,43; Peso total x Tipo de panoja p = 0,34).

En el modelo con pendientes homogéneas el peso total mostré un efecto altamente
significativo sobre el peso de semillas (F =277,95, p <0,0001). El modelo explic6 el 83,7
% de la variacion total (R? = 0,837, R? ajustado = 0,825). El coeficiente estimado indico
que, en promedio, por cada gramo adicional de peso total, el peso total de semillas
aument6 0,54 g (B = 0,54 + 0,043 EE robusto p = 0,001).

Al controlar el efecto del tamafio total, no se detectaron efectos significativos de luz (p =
0,799), Temperatura (p = 0,406) ni Tipo de panoja (p = 0,726). La comparacion de
modelos indicd que la incorporacion del tipo de panoja o de interacciones no mejord
sustancialmente el ajuste (AAIC <3, p > 0,3).

Dado los residuos evidenciaron heterocedasticidad, el modelo fue ajustado utilizando
errores estandar robustos (HC3), sin que ello modificara las inferencias principales.

Los tratamientos modificaron el tamafio total de la estructura reproductiva, pero no
cambiaron la biomasa destinada a semillas. El peso de semillas aument6 de manera lineal
con el peso total, manteniendo la misma relacion entre tratamientos.

Aunque el modelo global mostré una relacion lineal fuerte (R? = 0,83), el ajuste fue
mayor en panojas axilares (R = 0,87) que en apicales (R? = 0,63). Esta diferencia se

revisé en el siguiente modelo.
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Fig. 11. Relacion peso total panoja y peso de semillas. El peso de semillas aumenta
linealmente con el peso total (panoja + semillas). Los puntos representan observaciones
individuales, diferenciadas por tratamiento luminico (color) y condicion de temperatura
(simbolo). La linea negra corresponde al ajuste lineal global del modelo ANCOVA,
mientras que las lineas segmentadas muestras los ajustes por tipo de panoja apical y axilar.

Relacion entre morfologia y produccion de semillas

Con el objetivo de determinar si la produccion de semillas depende del tamafio estructural
de la panoja, y, si esta relacion difiere entre los tipos de panoja, se ajusté un modelo (Fig.
12) que incluy6 la interaccion entre tipo de panoja y las variables estructurales. Este
modelo fue significativo (R? = 0,622, p = 0,001) y la interaccion entre tipo de panoja y
peso total fue significativa (f = 0,836, p=0,006), indicando que la relacion entre longitud
y produccion no es equivalente en panojas apicales y axilares.

Al analizar cada panoja por separado se observaron patrones contrastantes. En panojas
apicales, la produccion de semillas se asocio significativamente con la longitud del raquis

(8 = 0,220, p = 0,004), mientras que el peso total de la panoja no mostré asociacion
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significativa (p = 0,643). En cambio, en panojas axilares, el peso total de la panoja fue un
fuerte predictor de la produccion (8 = 0,917, p = 0,0005), mientras que la longitud no

result6 significativa (p = 0,2).
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Fig. 12. Interaccion entre tipo de panoja y tamano sobre la produccion de semillas. Las
lineas corresponden a los efectos ajustados del modelo con interaccion entre tipo de
panoja y variable estructural. Las lineas continuas indican relaciones significativas y las
lineas discontinuas relaciones no significativas. En ambos paneles se controla el tipo de
panoja modelando la (a) Relacion entre peso total de la panoja con peso de semillas y la
(b) Relacion entre longitud de panoja y peso de semilla. Los recuadros muestras los
coeficientes f3, valores de p y R? ajustados para cada tipo de panoja.

Posteriormente, se evalu¢ si los tratamientos modificaban la produccion de semillas. En
panojas axilares no se detectaron efectos significativos de luz, temperatura ni su
interaccion (p = 0,231). En panojas apicales, en cambio, se detectd una interaccion
significativa entre luz y temperatura (p = 0,049), correspondiente especificamente a una
reduccién en la produccion bajo la combinacion Control Ola de calor. En este tratamiento,
el peso de semillas disminuy6 en promedio 1,43 g respecto al Control Ambiente (Tabla
3), lo que equivale una reduccion del 28 %. Esta disminucidon no se observo en los
tratamientos R:FR, donde la produccion tuvo valores similares entre condiciones de

temperatura.
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Sin embargo, al incorporar la longitud del raquis como covariable en el modelo, la
interaccion entre luz y temperatura dejé de ser significativa (p = 0,185), mientras que la
longitud (Fig. 12b) permanecié como predictor significativo de la produccién (f = 0,189,

p=0,015).

Parametros asociados a la germinacion y viabilidad de semillas.

El tiempo medio de germinacion (MGT) se concentrd entre las 18 y 22 horas después de
iniciado el experimento de germinacion y se observaron cambios cuantificables asociados
a la combinacioén entre calidad de luz, temperatura y posicion de la panoja (Tabla 4).

En semillas apicales, Bajo R:FR incrementé su MGT desde 18,17 + 0,62 h en Ambiente
a 21,42 = 1,86 h en Ola, lo que representa un aumento absoluto de 3,25 h (18 % de
retraso). En contraste, de Ambiente a Ola, Control redujo su MGT de 19,16 h a 18,30 h
(4,5 %), mientras que Alto R:FR aument6 de 19,02 h a 19,93 h (4,8 %). En semillas
axilares las variaciones fueron menores. Respecto a Ambiente y Ola, Bajo R:FR aument6
su MGT 0,91 h (4,8 %), Control lo redujo en 1,81 h (8,9 %) y Alto R:FR una disminuciéon
de 0,37 h (1,9 %).

Respecto a la media de germinacion, durante la fase activa (12 a 24 h), las diferencias
acumuladas dependieron del tipo de panoja. En panojas apicales, Alto R:FR descendié un
37 % entre Ambiente y Ola, Control aument6 3,8 % y Bajo R:FR disminuy6 2,3 %. En
panojas axilares se observo otro patron. Aumentaron su germinacion media Alto R:FR en
27,1 %, Control un 14,5 % y Bajo R:FR en 14 %.

La acumulacion de plantulas germinadas con éxito a las 64 h una vez comenzada la
germinacion mostr6 que una disminucion entre Ambiente y Ola en Control de 92,25 % a
87,5 % y Bajo R:FR de 85 % a 75,5 %, mientras que Alto R:FR aument6 de 95 % a 98,75
%.
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Tabla 4. Dindmica de germinacion y desempefio. La tabla muestra el tiempo medio de
germinacion (MGT en horas), el tiempo promedio de germinacion (horas), el porcentaje
de éxito de germinacion, la biomasa promedio por plantula germinada (g) y el peso
promedio por plantula germinada (g). Los valores se expresan como media + desviacion
estandar cuando corresponde. El diseno considerd una estructura factorial con Tipo de
panoja x Luz x Temperatura (n = 4 placas Petri por combinacion), con 20 semillas por

placa.
Tratamiento Panoja Media de Germinacion Exito % Biomasa (g) Peso /
MGT (h) X (h) Germinado  germinados (g)
Control Ambiente Apical 19,16 £1,1 13,25+2,2 92,25 0,125 +£0,02 0,027
Control Ambiente Axilar  20,31+£14 13,75+ 2,8 95,00 0,110+ 0,01 0,023
Control Ola Apical 18,30+ 0,9 13,75 +4,1 87,50 0,094 + 0,05 0,019
Control Ola Axilar 18,50+ 1,5 1575+ 1,2 100 0,124 £0,01 0,025
Alto R:FR Ambiente =~ Apical 19,02+ 1,5 16,25 +2,2 95 0,102 £ 0,06 0,020
Alto R:FR Ambiente Axilar 19,2 1 12,00 £ 3,4 88,75 0,121 £0,01 0,026
Alto R:FR Ola Apical 19,92 +£0,8 10,25 £5,1 98,75 0,122 £ 0,01 0,028
Alto R:FR Ola Axilar  19,85+0,9 1525+3,4 92,50 0,136 £ 0,01 0,031
Bajo R:FR Ambiente =~ Apical 18,17 +0,6 10,75+ 1,5 85,00 0,105 +0,04 0,024
Bajo R:FR Ambiente Axilar 19,10+ 1,2 10,75+2,2 86,25 0,115+ 0,01 0,028
Bajo R:FR Ola Apical 21,42 +1,8 10,5+4,1 77,5 0,094 + 0,01 0,024
Bajo R:FR Ola Axilar 20,0 £0,8 12,25+2,6 78,75 0,096 + 0,01 0,024
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Fig. 13. Curva acumulada de germinacion de semillas. Se presenta la germinacion
acumulada (media =+ error estandar de la media) a lo largo del tiempo de evaluacion para
semillas de panoja apical (a) y axilar (b). La tasa instantinea de germinacion
(A Semillas germinadas - h™1,media + error estdndar de la media) calculada a
partir de las diferencias sucesivas entre tiempos, para semillas apicales (c) y Axilares (d).
Los colores representan el tratamiento Luz, mientras que las lineas continuas
corresponden a la condicion Ambiente y lineas discontinuas a la condicion Ola.

El analisis longitudinal mediante ecuaciones de estimacion generalizadas (Generalized
Estimating Equations, GEE) indic6 que en semillas apicales la germinaciéon en la
condicion de referencia (Control Ambiente) tiene una tasa de 1,101 semillas por hora (p
<0,001). Bajo R:FR Ambiente redujo la pendiente temporal en — 0,335 semillas/h (p =
0,004) equivalente a una disminucion del 30,5 % en la velocidad de acumulacion,
mientras que Bajo R:FR Ola fue de -0,246 semillas/h (22,4 %). Por su parte, Alto R:FR
Ambiente aument6 en 0,108 semillas/h, es decir, 9,8 %, pero en Ola disminuy6 en -0,273

semillas/h (24,7 %), similar a Control Ola con una reduccion de -0,21 semillas/h (19 %).
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En semillas axilares, la condicion de referencia (Control Ambiente) presentd una tasa de
acumulacion de 1,191 semillas por hora (p <0,001). Bajo R:FR redujo significativamente
la pendiente en Ambiente (-0,433 semillas/h p = 0,001), equivalente a una reduccion del
37,2 %, atenuandose en Ola (-0,112 semillas/h, 9,4 %). Ni la ola de calor en Control, ni
las interacciones asociadas a Alto R:FR modificaron significativamente la pendiente
temporal Control Ola con -0,058 semillas/h (4,9 %), Alto R:FR Ambiente -0,192
semillas/h (16,2 %) y Ola con -0,045 semillas/h (3,8 %).

Los tamanos de efecto mostraron que se explica el 63,7 % de la varianza en semillas
apicales y 71,3 % en axilares, mientras que la inclusion del efecto aleatorio elevo la
varianza explicada total a 89,5 % y 86,5 respectivamente. La heterogeneidad entre

individuos fue mayor en apical (ICC = 0,71) que en axilar (ICC = 0,53).

Analisis multivariado

Los perfiles fisiologicos muestran una diferenciacion multivariada consistente entre
tratamientos. Los andlisis multivariados reflejan un patron de ordenamiento de acuerdo
con los tratamientos. El PCA mostr6 que los dos primeros componentes explican un 52,19
% en proporcion de la variacion total en condicion Ambiente (PC1 = 32,26 %, PC2 =
19,93 %) y 61,86 % en Ola (PC1 = 40,14 %, PC2 = 21,72 %), observandose una
separacion parcial en funcion de los tratamientos luminicos.

La diferencia estuvo principalmente dada por pigmentos fotosintéticos, metabolitos

primarios y variables antioxidantes, los cuales contribuyen a la separacion de los grupos.
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Fig. 14. Analisis de componentes principales de variables cuantificadas. La figura
muestra el ordenamiento de las variables en los tratamientos, para Ambiente la proyeccion
de los individuos (A) PCA y el (B) Circulo de correlacion. Para Ola se observa la
proyeccion de los individuos (C) PCA y para (D) Circulo de correlacion. Los colores
representan los tratamientos luminicos. Las elipses indican la dispersion multivariada por
tratamiento. En los circulos de correlacion, las flechas representan la direccion y
magnitud de la contribucion de cada variable a los componentes principales, y la
intensidad de color indica la contribucion normalizada (PC1 + PC2). Los porcentajes
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corresponden a la varianza explicada por cada componente. La contribucion de las
variables a los ejes principales se interpretd con circulos de correlacion.

El analisis de PERMANOVA factorial confirm6 de manera estadistica que tanto Luz
como Temperatura afectan significativamente la estructura multivariada y que existe una
interaccion entre ambos factores. Con distancia euclidiana, los efectos fueron
significativos para Luz (p = 0,001) Temperatura (p = 0,001) e interaccion (p = 0,019).
Este patron se replicé con distancia Manhattan, donde también se detectaron efectos
significativos, indicando que ambos factores explican proporciones comparables de
variacion multivariada.

El anélisis de dispersion multivariante (PERMDISP) no detect6 diferencias significativas
en la dispersion entre grupos (p = 0,298), lo que indica que las diferencias detectadas por
PERMANOVA se deben principalmente a cambios en la posicion de los centroides en el
espacio multivariado y no a heterogeneidad en la variabilidad interna de los grupos.

Los analisis post-hoc dentro de cada condicién de Temperatura mostraron que en Ola e,
contraste entre Control y Alto R:FR fue significativo (p = 0,008), mientras que los demas
contrastes no fueron significativos. En condicion Ambiente ninguna comparacion alcanzé
significancia tras correccion FDR, aunque algunas diferencias presentaron valores
cercanos al umbral estadisticos mostrando algunas tendencias.

Esto indica que los tratamientos generaron respuestas fisioldgicas diferenciadas en el
espacio multivariado. Tanto el PCA mostr6 separacion parcial entre grupos dentro de cada
condiciéon de Temperatura, indicando que los tratamientos se asocian a perfiles
fisiologicos integrados distintos mas que a cambios aislados en variables individuales. El
PERMANOVA factorial confirmo6 estos efectos significativos de luz, temperatura e
interaccion sobre esta estructura multivariada, es decir, que ambos factores contribuyen
de manera comparable a la variacion total, y que si combinacion modifica adicionalmente
el patron global de respuesta. A su vez, las diferencias observadas responden al
desplazamiento en la posicion multivariada de los tratamientos y no a cambios en la

variabilidad.
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DISCUSION

Los resultados muestran que la respuesta de Amaranthus cruentus a la ola de calor estuvo
determinada tanto por la temperatura como por el tratamiento luminico previo. En
particular, la relacion R:FR condicion la respuesta de intercambio gaseoso, metabolismo
de carbono y capacidad antioxidante frente a un evento de ola de calor.

Las plantas expuestas a Bajo R:FR presentaron menores tasas de transpiracion,
conductancia estomadtica y fotosintesis neta durante la ola de calor, mientras que las
plantas tratadas con Alto R:FR conservaron un mejor desempefio fotosintético (Fig. 7).
Este patron indica que el bajo R:FR dejo a las plantas en una condiciéon menos favorable
para enfrentar el aumento de temperatura. Frente al estrés por altas temperaturas, la
transpiracion cumple un papel central en el enfriamiento foliar, por ello una disminucion
de la conductancia estomadtica restringe el ingreso de CO, y disminuye la capacidad de
disipar calor (Ostria-Gallardo et al. 2023). En consecuencia, la reduccion simultanea de
conductancia estomatica, transpiracion y fotosintesis en el tratamiento bajo R:FR sugiere
una menor capacidad para sostener el funcionamiento fisiologico durante la ola de calor
(Janda et al. 2021; Marchin et al. 2022).

Esta respuesta se relaciona a lo encontrado respecto al uso del carbono (Fig. 8a). En
especifico, las plantas bajo exposicion Bajo R:FR en ambiente presentaron una menor
concentracion de azlcares solubles respecto al tratamiento Control, lo que indica que la
calidad de luz afect6 al metabolismo del carbono antes de la ola de calor. Este resultado
es relevante porque los azlicares solubles representan carbono disponible y participan en
el ajuste osmotico, sefalizacion y proteccion frente al estrés. Por lo tanto, las plantas
sometidas a Bajo R:FR llegaron a la ola de calor con una condicion basal limitada. En
contraste, el tratamiento Alto R:FR durante la ola de calor mantuvo una mayor capacidad
para sostener carbono soluble durante el estrés (Aluko et al. 2021; Ferguson et al. 2021,
Driesen et al. 2023).

El patron observado para el contenido de almidén es coherente con esta interpretacion
(Fig. 8b). Aunque su respuesta fue explicada principalmente por la temperatura, la

tendencia de reduccion fue acentuada en Alto R:FR durante la ola de calor. Esto sugiere
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que, frente esta condicion, parte del almidon pudo haberse movilizado hacia formas
solubles. En este marco, Alto R:FR habria favorecido una mayor flexibilidad metabolica
frente a la ola de calor, comparado al efecto del tratamiento Bajo R:FR. Asi, la caida
fotosintética observada en Bajo R:FR no parece ser solo una respuesta rapida al calor,
sino la expresion de una condicion fisiologica previa menos favorable (Sehgal et al. 2018;
Ferguson et al. 2021).

Estos resultados también sugieren que la modulacion previa inducida por la calidad de
luz no deberia interpretarse automdaticamente como una respuesta ventajosa. Las
respuestas anticipatorias pueden implicar costos fisiologicos y energéticos asociados a la
reasignacion de recursos hacia funciones de reajuste o defensa, restringiendo
potencialmente su disponibilidad para otros procesos como crecimiento, mantenimiento
o reproduccion (Herms & Mattson 1992; Ziist & Agrawal 2017). Asi, anticiparse solo
seria beneficioso cuando la sefial previa es suficientemente confiable y cuando la
respuesta inducida mejora efectivamente el desempefio frente al evento posterior. De lo
contrario, la activacion temprana de ciertos cambios fisiologicos podria resultar neutra o
incluso desfavorable, especialmente si se compromete el estado basal con el que la planta
enfrenta el estrés subsecuente (Mitchell ef al. 2009; Mertens ef al. 2021; Aphalo & Sadras
2022).

En esta linea de pensamiento, los resultados obtenidos sugieren que la sefial de Bajo R:FR
no promovid un estado preventivo eficaz frente a la ola de calor, sino mas bien una
condicion basal que restringié la capacidad de sostener el intercambio gaseoso y
disponibilidad de carbono durante las altas temperaturas. En cambio, Alto R:FR parece
haber favorecido un estado fisiol6gico mas compatible con la mantencion del desempefio
fotosintético y con una mayor flexibilidad en el uso de reservas. Con base en este criterio,
la posible modulacion anticipada por senales luminicas debe evaluarse no solo en
términos mecanisticos, sino también considerando sus costos potenciales, las condiciones
ecoldgicas y la flexibilidad de las plantas bajo las cuales dicha modulacion podria resultar

biologicamente ventajosa.
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La capacidad antioxidante total refuerza esta lectura (Fig. 9d). Aunque las enzimas
antioxidantes individuales no mostraron patrones estadisticamente, la capacidad
antioxidante total respondié fuertemente al factor luz y a la interaccion Luz x
Temperatura. Esto indica que la calidad de la luz previa modificé el estado redox global
de las plantas, aun cuando ese efecto no se reflejara de manera consistente en cada enzima
por separado. En este contexto, la capacidad antioxidante total resulta mas informativa
que una enzima aislada para interpretar la respuesta defensiva general, ya que integra la
contribucion conjunta de sistemas enzimaticos y de metabolitos antioxidantes no
enzimaticos inducidos, como compuestos fendlicos, flavonoides, carotenoides,
tocoferoles, ascorbato y glutation, los cuales participan activamente en la amortiguacion
del desbalance redox y en la remocion de especies reactivas de oxigeno (Gtuchowska et
al. 2025; Nikoli¢ et al. 2025). Asi, el tratamiento Alto R:FR mostré una mayor capacidad
de sostener defensa antioxidante, mientras que Bajo R:FR presentd valores menores,
coherente con una menor capacidad para amortiguar el estrés oxidativo asociado al calor
(Borbély et al. 2022; Kreslavski et al. 2023; Haider et al. 2026) y asimismo, esto tiene
coherencia con la literatura que indica que sefiales mediadas por la razon R:FR modula la
acumulacion de estos metabolitos antioxidantes no enzimaticos, aunque la magnitud y
direccion de la acumulacion varia entre especies, y, segun la intensidad y duracion del
tratamiento luminico (Pashkovskiy et al. 2026).

La temperatura afecto significativamente el contenido de clorofila a y clorofila b, lo que
indica que el sistema pigmentario respondio principalmente al evento de ola de calor (Fig.
5). En cambio, la calidad de luz no modificé de forma significativa las concentraciones
absolutas de estos pigmentos. Sin embargo, la luz y la temperatura si influyeron sobre la
relacion ChlTotal/Carotenoides, lo que sugiere una modulacién del balance entre
pigmentos de captacion y de fotoproteccion, mas que una reorganizacion general del pool
pigmentario. Dado que los carotenoides cumplen funciones tanto en transferencia de
energia como en fotoproteccion y control del dafio fotooxidativo y considerando los
niveles no estresantes de la intensidad de luz (Tabla 2), este resultado puede interpretarse

como un reajuste limitado de la organizacion del aparato fotosintético frente al calor y no
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como una evidencia de anticipacion inducida por la sefial luminica previa (Kreslavski et
al. 2023; Van Brenk et al. 2024; Khan et al. 2025).

El contenido de antocianinas (Fig. 6) mostré una acumulacién asociado a mecanismos
protectores frente al calor. Tanto luz como la temperatura afectaron el contenido total de
pigmentos rojos, aunque el efecto mas fuerte correspondio a la temperatura, lo que sugiere
que la acumulacion de antocianinas formé parte de una respuesta general al estrés
térmico. Aun asi, el efecto del factor luz sobre los pigmentos rojos totales indica que el
entorno luminico previo también contribuy6 a modular esta respuesta (Janda et al. 2021,
Khan et al. 2025).

Estos resultados (Fig. 7,8,9) permiten sugerir que la calidad de la luz previa a un evento
de ola de calor indujo un estado fisiologico preventivo. Ese estado previo definid la
disponibilidad de carbono soluble, la capacidad antioxidante. Esas diferencias se
expresaron durante la ola de calor en el intercambio gaseoso. Bajo R:FR, las plantas
enfrentaron el calor con menor disponibilidad de azicares solubles, menor capacidad
antioxidante total y una respuesta mas limitada en transpiraciéon y conductancia
estomatica. En cambio, Alto R:FR favoreci6 un estado més robusto, caracterizado por una
mejor conversion de azicares solubles, mayor capacidad antioxidante total y en un mejor
desempetio fotosintético (Junior et al. 2021; Ferguson ef al. 2021; Janda et al. 2021;
Sharma et al. 2025).

Sin embargo, como plantean Verslues et al. (2023) la sefal no afecta de manera uniforme
al organismo, sino que modula procesos especificos segun su duracion e intensidad. En
este disefio experimental, la respuesta del componente pigmentario (Fig. 5,6) a la sefial
luminica fue limitada, lo que sugiere que este no constituyd uno de los principales ejes de

modulacién fisiologica.
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Respuesta reproductiva

Los resultados indican que la sefial luminica y la ola de calor modificaron principalmente
parametros alométricos de las panojas y el tamano de las estructuras reproductivas, mas
que la fraccion de biomasa destinada a semillas. Este punto es importante porque muestra
que la modulacién fisioldgica descrita previamente si tuvo consecuencias reproductivas,
pero estas no se expresaron como un cambio general en la eficiencia de asignacion a
semillas, sino como cambios en la forma en que se construyo la estructura reproductiva y
en como esa estructura condicion6 la produccion final (Zenda et al. 2022; Resentini ef al.
2023).

En panojas apicales, la interaccion entre luz y temperatura afect6 la longitud, didmetro y
el indice de esbeltez (Fig. 10), y el tratamiento Control Ola fue el unico que mostré una
reduccioén significativa en peso de panoja y peso de semillas (Tabla 3). En contraste, los
tratamientos con R:FR mantuvieron valores cercanos al ambiente, lo que sugiere que la
sefial luminica previa disminuy0 el efecto negativo de la ola calor sobre la produccion
apical. Sin embargo, el modelo de asignacion (Fig. 11) mostr6é que, al controlar por el
tamafio total de la estructura reproductiva, no hubo efectos de luz, temperatura ni tipo de
panoja sobre la biomasa destinada a semillas. Esto indica que los tratamientos no alteraron
la relacion basica entre el tamafio reproductivo y produccion de semillas, sino el tamafio
mismo de la estructura. En otras palabras, el efecto del tratamiento luminico actud
principalmente sobre la construcciéon de panoja, y desde ahi, sobre el rendimiento
(Mohapatra & Sahu 2021; Ferguson et al. 2021).

La diferencia entre panojas apicales y axilares refuerza esta interpretacion. En las
apicales, la produccion de semillas dependio6 de la longitud del raquis, mientras que en
las axilares dependio del peso total de la panoja (Fig. 12). Por lo tanto, los dos tipos de
panoja no respondieron de manera similar. El rendimiento en las panojas apicales estuvo
asociadas a un componente arquitectonico lineal, mientras que en las panojas axilares
dependio del tamafio estructural acumulado. Esto explica por qué la respuesta a los

tratamientos no fue uniforme entre posiciones reproductivas y sugiere que la jerarquia de

55



la estructura reproductiva dentro de la planta modula la traduccion de los cambios
fisioldgicos en produccion de semillas (Mohapatra & Sahu 2021; Resentini ef al. 2023).

Los resultados de germinacion (Tabla 4 y Fig. 13) muestran que los efectos relativos del
tratamiento no terminaron en la planta madre, sino que se extendieron a la calidad
fisiologica de la descendencia. En semillas apicales, el tratamiento Bajo R:FR expuesto a
la ola de calor aumento el tiempo medio de germinacion y redujo el éxito final, mientras
que Alto R:FR en la misma condiciéon mantuvo o incluso mejord algunos pardmetros
respecto al Control. Este patron sugeriria un efecto materno en respuesta al ambiente que
seria traspasado a la semilla. Los datos indican que la sefial luminica modifico el estado
fisiologico basal con el que las plantas enfrentaron la ola de calor, y que esa modulacion
se expresd en la respuesta inmediata de la planta madre, teniendo un efecto en la
formacion de las panojas, la produccion de semillas y atributos de germinacion (Begcy et

al. 2018; Fernandez-Pascual ef al. 2019; Brunel-Muguet et al. 2025).

Alcance de la interpretacion y limites del disefio experimental

La interpretacion de estos resultados debe situarse dentro del alcance real del disefio
experimental. El estudio muestra que la calidad de la luz condicioné la respuesta de 4.
cruentus frente a la ola de calor, pero respecto a los procesos evaluados, no puede
atribuirse ese efecto a un mecanismo detallado, ni establecer con certeza toda la secuencia
causal entre percepcion luminica, reajuste fisioldgico y tolerancia térmica. En este
sentido, el principal aporte del trabajo es demostrar que distintas razones de R:FR previo
indujo un efecto fisioldgico que modifico la posterior respuesta a la ola de calor.

Una fortaleza importante del disefio fue el uso de una sefial luminica breve previa al
evento de alta temperatura, lo que permiti6 evaluar la luz como una condicion
anticipatoria y no solo como un factor cronico de crecimiento. Sin embargo, esa misma
caracteristica limita la interpretacion. Dado que el tratamiento luminico duré solo dos
dias, no es posible distinguir con certeza si los efectos observados durante la ola de calor

reflejan una modificacidn transitoria del estado fisiologico, una persistencia regulatoria
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de corta duracion o una forma mas estable de memoria fisioldgica. Por ello, los resultados
deben interpretarse como evidencia de modulacion previa al estrés, pero no como prueba
de una reprogramacion sostenida.

Esta limitacion convierte la dimension temporal de la respuesta en un punto fundamental
de interpretacion. Como la sefial luminica finaliz6 antes del inicio de la ola de calor, las
diferencias observadas durante la ola de calor corresponden al efecto de una condicion
previa y no a una accion simultanea de luz y temperatura. Esto sugiere que la duracion
del tratamiento y el momento en que fue percibido pudieron ser tan importantes como su
composicion espectral. En este contexto, es plausible que parte de la persistencia del
efecto haya dependido de la integracion entre sefializacion luminica, temperatura y
procesos temporales de regulacion fisioldgica, incluyendo componentes del reloj
circadiano, aunque el presente estudio no tuvo como objetivo demostrar una base
circadiana del fenémeno (Favero et al. 2021; Janda et al. 2021; Li et al. 2022; Mujahid
et al. 2025).

La temporalidad también puede ayudar a interpretar la diferencia observada entre panojas
apicales y axilares. Dado que la panoja apical se desarrolla antes que la axilar, ambas
estructuras probablemente enfrentaron la sefial luminica y la ola de calor en estados
ontogénicos distintos. En consecuencia, la ausencia de una sefial uniforme de efecto de
luz y temperatura entre ambos tipos de panoja no necesariamente indica ausencia de
modulacién, sino posibles diferencias en sus ventajas de sensibilidad al ambiente
(Mohapatra & Sahu 2021; Zenda et al. 2022; Resentini et al. 2023).

También es importante evitar una lectura generalizada del efecto de R:FR. Las respuestas
a variaciones dependen de la especie, del contexto ambiental, de la duracion del
tratamiento y de sus interacciones con otras sefiales, evaluando la correlaciéon ambiental
y la historia evolutiva (Pierik & Ballaré 2021; Aphalo & Sadras 2022; Verslues et al.
2023; Sellaro et al. 2025).

De manera complementaria, durante la cosecha de las panojas se observo
cualitativamente una mayor presencia de psocopteros apteros en panojas del tratamiento

Bajo R:FR, patron que no fue presenciado en Alto R:FR ni en Control. Esta observacion
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no fue cuantificada ni incorporada al disefio experimental, por lo que no se pueden
establecer conclusiones. Sin embargo, resulta interesante como hipotesis exploratoria
entre la interaccidon planta-insecto, ya que psocopteros se alimentan principalmente de
hongos superficiales y también pueden ingerir polen, mientras que, en literatura, Bajo
R:FR se asocia con reduccién de ciertas respuestas defensivas, por lo que no puede
descartarse que la mayor presencia observada refleje cambios indirectos en la microbiota
o en el estado superficial de las panojas (New 1987; Pierik & Ballaré¢ 2021).

Finalmente, para avanzar en la comprension de los mecanismos asociados a la
modulaciéon de una respuesta anticipada, seria valioso incorporar aproximaciones
moleculares, como, por ejemplo, la regulacion de la expresion de proteinas de choque
térmico y a reguladores transcripcionales, tales como PIF y HYS5. Estos componentes
participan en la integracion entre sefiales luminicas y térmicas, por lo que su evaluacion
permitiria esclarecer mejor los mecanismos que sostuvieron la persistencia del efecto del
tratamiento luminico previo sobre la respuesta al calor (Junior ef al. 2021; Janda et al.

2021; Sharma et al. 2025).
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CONCLUSION

Las respuestas fisiologicas de A. cruentus evidencian un efecto frente a diferentes razones
de R:FR como sefiales con valor predictivo. La sefial luminica tuvo un efecto en
parametros fotosintéticos y defensa antioxidante. Los resultados de esta tesis sugieren que
un efecto anticipatorio de la calidad de la luz influye en el rendimiento de procesos
fisioldgicos y reproductivos frente a una ola de calor. La hipdtesis planteada se cumple
bajo el disefio experimental de esta tesis. No obstante, la duracion y caracteristicas
espectrales de la sefial luminica limitan la generalizacion de los resultados y requieren

evaluacion experimental adicional.

59



GLOSARIO

Ajuste fisiolégico: modificacion reversible del funcionamiento interno de un
organismo en respuesta a cambios ambientales, mediada por regulacion metabodlica,
molecular o bioquimica.

Anticipacion adaptativa: rasgo bioldgico en el que sefiales ambientales tempranas
inducen respuestas que preparan al organismo para condiciones futuras, aumentando
su desempeio bajo dichas condiciones (Mitchell et al. 2009).

Anticipacion fisiologica: ajuste funcional previo a la apariciéon de un estresor,
activado por sefales ambientales predictivas y no por dafio directo (Karban 2008).
Memoria del estrés: capacidad bioldgica de modificar respuestas futuras a partir de
exposiciones previas a condiciones adversas (Ldmke & Béurle 2017)

Ola de calor: evento climatico caracterizado por varios dias consecutivos con
temperaturas significativamente superiores al promedio historico local (Perkins-
Kirkpatrick & Lewis 2020).

Plasticidad fenotipica: capacidad de un mismo genotipo para producir diferentes
fenotipos segun el ambiente (Paaby & Testa 2021).

Respuesta anticipatoria: cambio fisiologico inducido antes de la aparicion de un
estresor, basado en sefiales ambientales previas al estresor (Karban 2008).

Seiial predictiva: estimulo ambiental cuya ocurrencia precede consistentemente a
otro evento y permite anticipar su aparicion (Mitchell et al. 2009)

Teoria de asignacion de recursos: marco conceptual que describe como los
organismos distribuyen recursos limitados entre funciones biologicas competidoras
(Herms & Mattson 1992)

Trade-off fisioldgico: relacion de compromiso funcional en la que la mejora de un
proceso bioldgico reduce el desempeio de otro (Ziist & Agrawal 2017).

Valor predictivo ambiental: grado de confiabilidad con que una sefial ambiental

anticipa la ocurrencia de una condicion ecoldgica relevante (Mitchell e al. 2009).
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ANEXO

1. Curvas de calibracion

Curva de calibracion: Proteina soluble total

=
ro

y =0.9801x + 0.0136
R?=0.9996

=
]

o
o

Abs corregida (nm)
o o
E=Y a

o
(]

o
L 3

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentracion de BSA (mg/ml)

79



Fig. 15. Curva de calibracion proteina soluble total. En el eje x se muestran los puntos
definidos de concentracion a partir de una dilucion seriada, partiendo con 1 mg/mL el
més concentrado. Se reporta la ecuacion de la recta y R?.

Curva de calibracion: Almidon
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Fig. 16. Curva de calibracion almidén. En el eje x se muestran los puntos definidos de
concentracion a partir de una dilucion seriada, partiendo con 1 mg/mL el mas
concentrado. Se reporta la ecuacion de la recta y R?.

Curva de calibracion: Azucar soluble total
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Fig. 17. Curva de calibracién azicar soluble total. En el eje x se muestran los puntos
definidos de concentracion a partir de una dilucion seriada, partiendo con 2 mg/mL el
mas concentrado. Se reporta la ecuacion de la recta y R?.

2. Modelo de asignacion

I. Modelos con interaccion: evaluacion de homogeneidad de pendientes

Yiikit = Bo + B1Xijia + a;i +vj + 6k + (B2iXijir) + (B3 Xijii) + (BarXijir) + Eijra

Donde
Yijki €s peso de semillas, X;jx; es peso total de la panoja.
B, es el intercepto de grupo de referencia, B, es la pendiente comun.
a; es efecto de la luz, y; es efecto de la temperatura, 8 es efecto del tipo de panoja.
B2is B3, Bak son las interacciones covariables por factor, &;j,; ~ N(O, d?) es el error.

Tabla 5. Interaccion de evaluacion de homogeneidad de pendientes. Se evalud la
homogeneidad de pendientes a partir de la inclusion de interaccion entre la covariable y
los factores fijos. Ninguna de las interacciones resulto significativa, lo que indica que la
relacion entre peso total y peso de semillas no difiere entre tratamientos ni entre tipos de
panoja.

Interaccion gl diff F p-valor
Peso total x Luz 2 1.76 0.166
Peso total x Temperatura 1 0.79 0.433
Peso total x Tipo de panoja 1 0.91 0.343

II.  Modelo ANCOVA para pendientes homogéneas
Yiiki = Bo + B1iXijiu + a; + vj + 6k + €y
Se calculé el coeficiente de determinacion del modelo lineal (R?) y el coeficiente de
determinacion ajustado (R? ajustado) como medida de la proporcion de la varianza

explicada por el modelo, obteniendo R? = 0.837 y R? ajustad= 0.825

Tabla 6. ANOVA tipo 2 del modelo ANCOVA

81



Fuente gl F p-valor

Peso total 1 277.95  0.000001
Luz 2 0.225 0.799
Temperatura 1 0.701 0.406
Tipo de panoja 1 0.124 0.726
Residual 55 - -

La comparacion de modelos mostro que la incorporacion del factor Tipo de panoja o de
interaccion no mejora sustancialmente el ajuste.

Tabla 7. Modelos comparados

Modelo R? R? ajustado  AIC BIC

Global 0.833 0.830 71.703 75.892
Con Tipo 0.833 0.828 73.572 79.855
Con Interaccion 0.836 0.827 74.601 82.979

Tabla 8. Comparaciones de modelos

Modelos comparados F p-value
Global vs Con Tipo 0.124  0.726
Tipo vs Con Interaccion 0914 0.343
Global vs Con Interacciéon  0.519  0.598

III.  Diagnéstico de supuestos

Ya que la prueba de normalidad de residuos Shapiro-Wilk resultdo en w=0.931, p = 0.002
y homocedasticidad de Breusch-Pagan en LM = 5.156, p = 0.023, F = 5.453 se evidencio
heterocedasticidad, por lo que se robustecio el modelo. La matriz de varianza covarianza

(HC3) de los estimadores fue ajustada como:

82



Varyes(B) = XTX) XTI DX(XTX)~1XT
a2

Donde D = diag ((:W),

h;; son los elementos diagonales de la matriz de proyeccion.

El ajuste de modelo utilizando errores robustos estdndar no alter6 las inferencias.
principales. De esta manera R? = 0.833. Con intercepto
B 0.29, error estandar robusto de 0.281, t = 1.03 y p-valor de 0.305. Peso total 3 con 0.54,
error estandar robusto 0.042, t = 13,03 y p valor 0.001.

Obteniendo asi el ANCOVA con errores robustos, de esta manera R? = 0.837

Tabla 9. ANCOVA valores robustos.

Variable B Error robusto t p-valor
Peso total 0.54 0.042 13.12 0.001
Luz (Bajo R:FR) -0.09 0.151 -0.60 0.548
Luz (Control) -0.02 0.132 -0.217 0.829
Temperatura (Ola) 0.09 0.113 0.845 0.402

El modelo reducido ANCOVAes Y; = By + BiX; + &

Y(v;—¥;)?

Con el coeficiente de determinacion R? = 1 — !
2(¥;-Y)?2

Tabla 10. Presion de déficit de vapor. Datos obtenidos en la medicion de intercambio de
gases durante la ola de calor. El déficit de presion de vapor no difiri6 significativamente
entre tratamientos (ANOVA de una via, F = 3.751, p = 0.0653).

Tratamiento Media VPD kPa Desv. Estand
Control 2,49 +0,18

Bajo R:FR 2,47 +0,10

Alto R:FR 2,28 +0,03
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Espectro de luz por tratamiento
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Fig. 18. Grafico de flujo de fotones espectrales. Se obtuvo los valores de fotones para
cada longitud de onda en el rango 400-800 nm, con una resolucion espectral de 2 nm y
con un intervalo de muestreo de 0.5 nm. Cada una de las 3 mediciones se realizaron en el
centro de cada cubiculo experimental utilizando el software SpectraWiz en una
computadora portatil, Medicion realizada mediante un espectroradidmetro de fibra optica
EPP2000 UV-VIS (StellarNet Inc., rendija de 50um) equipado con un sensor Apogee con

correccion coseno para mediciones hemisféricas incidentes.
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