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RESUMEN

El fotoperiodo es la cantidad de horas de luz setawun ciclo de 24 h. La
percepcion del fotoperiodo permite a las plantasanke en las estaciones del afio y
ajustar la ocurrencia de procesos en los momenéss favorables, evitando los mas
adversos. Muchas plantas utilizan el fotoperiodmasenal ambiental que regula el
cambio de la fase vegetativa hacia la fase repto@udefiniendo el tiempo a floracion
y determinando si el cultivar es de ciclo cortoaogb. El objetivo de esta tesis es
identificar los mecanismos que utilizan las plargasa integrar el paso de sucesivos
ciclos con fotoperiodos inductores de la floraciéomo asi también identificar otros
procesos (ademas de la floracion) controladosgsoséfiales fotoperiodicas. Plantas de
Arabidopsis thalianacultivadas en dias cortos fueron transferidasaa lirgos (ciclos
inductores) y se analizaron los cambios en la sijmmede genes a medida que los ciclos
sucesivos de dias largos inducian mas fuertemam@bepresion. Proponemos un modelo
en que la permanencia de los ciclos inductoresaantanteniendo niveles altos y
relativamente estables de expresion del BeOWERING LOCUS TFT), mas que
incrementando los niveles maximos de expresior-fdecon el correr de los ciclos.
Ademas, demostramos que la sefial fotoperidédicaalarias defensas de las plantas a
través de la sefalizacion del acido jasmonico (@Agmbién el aborto de granos por

medio de un mecanismo que involucra a las proteimasirabinogalactanos (AGP).

Palabras Claves: Fotoperiodo, dias largos, flona¢d, defensas y aborto.
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ABSTRACT

The photoperiod is the duration of the light indal2cycle. The perception of the
photoperiod by plants provides them informationwlihe season that helps to adjust
the occurrence of sensible processes within the fagerable time of the year. Many
plants use photoperiod as environmental signal tegulates the shift from the
vegetative to the reproductive phase, defining @omg time and crop cycle length. The
first objective of this thesis is to identify theeoghanisms that plants use to integrate the
occurrence of successive cycles with photoperidudis #® induce flowering. A second
objective is to identify other processes controligdohotoperiodic signals in addition to
flowering. Arabidopsis thaliana plants grown undieort days were transferred to long
(inductive) days. Gene expression and floweringewaaralyzed in plants exposed to a
different number of inductive cycles. Based onrésult we propose a model where the
persistence of inductive cycles enhances flowebggmaintaining high and stable
expression levels of FLOWERING LOCUS T (FT) rathttan by increasing the
maximum levels of FT expression. Furthermore, wewslthat photoperiodic signal
controls plants defense by modifying the statugasfnonic acid signaling, and the
abortion of seeds by altering the expression oegeancoding arabinogalactan proteins

(AGP).

Key words: Photoperiod, long days, flowerik{,, defense y abortion.






CAPITULO 1: INTRODUCCION

A. Las plantas, el ambiente y la floracion

Las plantas, como todos los seres vivos, llevariaatie su ciclo de vida
expuestas a un ambiente definido dentro de un rdeagmndiciones segun su ubicacion
temporal y espacial. Pero a diferencia de muchass aderes vivos, por ejemplo los
animales, en las plantas el ambiente cumple unadumeguladora de los procesos de
crecimiento y desarrollo que se dan a lo largacoéd de vida. EI ambiente tiene un rol
protagonico en el ciclo de vida de las plantas idoe a través de los factores que lo
componen como ser la temperatura, la radiaciorpresipitaciones, los nutrientes, las
caracteristicas edaficas, la incidencia de enfeahes] la competencia de otras plantas,
el ataque de plagas, etc. Todos estos factoretaaféas procesos de crecimiento y
desarrollo de las plantas, que han adquirido ewalmente mecanismos que les
permiten percibir sefiales del ambiente y respoadas mismas de manera eficaz. La
luz es uno de los factores ambientales que regits eorocesos en las plantas y lo
puede hacer a partir de su calidad (composicioresigctro luminoso), cantidad (flujo
de fotones que alcanzan a las hojas), direcciggu(@rtde incidencia sobre las plantas) o
fotoperiodo (horas de luz en un ciclo diario). Egtefales luminosas se caracterizan por
sus cambios que pueden ocurrir en el orden de deguminutos, horas, dias o meses.
La luz tiene un papel primordial en el ajuste dentd a su entorno, definiendo la
germinacion, la posicion de las hojas, la arquitectle la planta, el tiempo a floracion y
muchos otros aspectos de su cuerpo y funciones.

Las plantas inician su floracion luego de un perigdgetativo a través de un
proceso denominado “Inducciéon Floral”. Este processia controlado por una
sofisticada red de genes reguladores que monitocaarbios en el ambiente que

tienden a favorecer que la floracion ocurra en wmges que maximicen el éxito



reproductivo y la produccion de semillas. Los camsigque desencadenan a la floracion
son varios, los podemos agrupar en seis principaldsa via Fotoperiddica, controla la
floracion en respuesta a cambios estacionalesadgb Ide los dias, 2- La via de la
Vernalizacion, controla la floracion en respuesperdodos prolongados de exposicion a
temperaturas bajas, 3- Via de la temperatura amabiecontrola la floracion en

respuesta a las temperaturas diarias de crecimiént@ia autonoma, 5- Via de las
giberelinas y 6- Edad de la planta; estas ultima&s tvias actian de manera
independiente a los estimulos ambientales (Forear., 2010). Sin embargo, esta
clasificacion es en buena medida arbitraria porgstudios mas detallados van
descubriendo interacciones mas propias de una ved dg vias de sefalizacion

independientes.

B. Control de la floracién por el fotoperiodo

El fotoperiodo es la duracion de la luz solar encioio de 24 h. Un cultivo
sembrado en un sitio determinado atravesara ditesdatoperiodos segun el mes de la
siembra. Por ejemplo, en el hemisferio sur el woltie maizZea maysks sembrado
en los meses primaverales y se cosecha cerca detrao del otofio, durante ese
tiempo la longitud de los dias aumenta hasta ele2diciembre y luego a medida que se
avanza el tiempo decrece hacia el valor minimdlede junio. Muchas plantas utilizan
la longitud del dia como sefial ambiental que regllaambio de la fase vegetativa
hacia la fase reproductiva. En la transicion, lasistemas dejan de iniciar primordios
foliares (fase vegetativa) y pasan a diferenciangdios florales (fase reproductiva).
Este es un evento de importancia en el ciclo d& g&luna planta, no solo porque queda
definido el niumero de hojas, sino también porqumienzan a desarrollarse las

estructuras (flores o flésculos, etc.) que confaédmael rendimiento en muchos de los



cultivos de interés agricola. Ademas, el tiemplo@ion determina si el cultivar es de
ciclo corto o largo y en funcién de eso la utilidgee tendra dentro de la estrategia de
produccion. Conociendo los factores involucradoslarfenologia de los cultivos,
podemos ajustar su ciclo de vida para que coincma condiciones ambientales
favorables y/o evite situaciones adversas. El obmgor el fotoperiodo ayuda a las
plantas a ajustar la ocurrencia de la floraciotasrestaciones mas favorables (Casal
al., 2004).

En los comienzos del siglo XX Julien Tournois y Blaflebs sugirieron que
para inducir la floracion es mas importante eldadg los dias que la cantidad de luz,
pocos afos después Garner y Allard demostraronathena decisiva que la floracion y
otras respuestas eran inducidas por dias largosdDlunas especies y por dias cortos
(DC) en otras especies (Lagercrantz 2009). Segretpuerimientos fotoperiddicos, las
plantas pueden ser clasificadas como plantas damja (PDL), plantas de dia corto
(PDC) o plantas neutras. Las PDL florecen o floneoés rapido en DL, en cambio, las
PDC realizan lo mismo pero en DC (Thomas y VincgeP1997). Las plantas neutrales
son indiferentes a los cambios en el fotoperiodoh& propuestos varios modelos que
expliquen la percepcion fotoperiddica, uno de elEs el modelo Mourglass
esquematizado en este caso para PDL (Fig.1.1-89.risdelo planteaba la existencia
de un metabolito endégeno que aumentaba con kolaz y desencadenaba la floracién
una vez que superaba cierto umbral. Bajo DL estbrainera superado y la PDL
florecia. Pero en DC el umbral no se supera y Bt Ro florecen. Este modelo
mostraba ciertas fallas ya que habia experimemnio®s®que no se evidenciaba este
funcionamiento, solo servia cuando la sumatoridatas de luz y oscuridad daba un
namero de 24 o multiplo de 24. Estas observacisingigron de fuerte apoyo a la teoria

propuesta por Erwin Blnning en 1936, ésta deciaefjueetabolito enddgeno estaba



regulado por el reloj circadiano (del latiimca que significa “alrededor de” gies,que

significa dia) con un ritmo que variaba a lo ladg dia. Para que la planta florezca
debia coincidir la presencia de la luz solar cometabolito endégeno en una cantidad
gue supere cierto umbral. Situacion que sélo sea daldndo los dias eran largos

(Fig.1.1-b). Este modelo se llamé ddddelo Externo de Coincidencia

Dias Largos Dias Cortos

Figura 1.1: Modelos fisiologicos de percepcion fotoperiédiagdModelo Hourglass”.

b- “Modelo externo de coincidencia”. Los esquemadadezquierda corresponden a los
dias largos, los de la derecha corresponden a diegos. Los modelos estan
esquematizados para plantas de dia largo (PDL).paido de Yanovsky y Kay, Nature

Reviews, 2007.

Estos modelos y otros mas, que competian entse gipstularon a lo largo del siglo
pasado hasta que finalmente en el afio 2002 secaubiiarticulo en el que afirman que
el “Modelo Externo de Coincidencias el que utilizan las plantas para reconocer el

fotoperiodo y florecer, mostrando ademas las bdsesste mecanismo en plantas de



Arabidopsis thaliangPDL) (Yanovsky y Kay, 2002). En breve, la perdéépade DL
depende de la coincidencia entre la expresion delGONSTANFCO), el cual es
controlado circadianamente (Suarez-Lopeal.,2001) y la presencia de luz (Yanovsky
y Kay, 2002). En los DL de las estaciones calidgasdincidencia vuelve estable la
proteina de CO porque la luz percibida por fot@ptores especificos regula
negativamente la degradacion (Valverete al., 2004) y estimula la expresion de
FLOWERING LOCUS TFT), a su veZ=T promueve la floracion (Kardailskst al.,
1999; Kobayashet al., 1999). La sefial fotoperiodica se percibe en lgash@nott,
1936) y su producto, la proteina &, se mueve desde la hoja hacia el apice (Tatck
al., 2008), sefial denominada “Florigen” (Zeevaart, 2086 los ultimos 15 afios se ha
experimentado un gran avance en el entendimienttoslenecanismos moleculares
involucrados en la percepcion de DL por partédsidopsis

Una observacion tradicional en la fisiologia dentda es que estas requieren
repetidos ciclos de fotoperiodos inductores pam&dler. Hay pocas especies en que un
anico ciclo de fotoperiodo inductor promueve ladmon (Ej.: Xanthium strumarium
Pharbitis nil, Chenopodium robrumLolium temelentumy Hordeum vulgarecv.
Wintey (Vince-Prue, 1994). Si una planta Aebidopsises expuesta a un unico ciclo
de fotoperiodo inductor no es suficiente para deapalenamente la floracion (Mozley y
Thomas, 1995). Seran necesarios sucesivos ciclo$otdperiodo adecuado para
promover la floracion, a pesar que un unico cidaficiente para inducir la expresion
de FT (Suéarez-Lépezt al., 2001; Yanovsky y Kay, 2002). El objetivo centra d
nuestro trabajo es investigar los elementos détres que integran la ocurrencia de
multiples DL para disparar la floracién.

El requerimiento de repetidos DL decrece con ladetka la planta (Mozley y

Thomas, 1995). En otras palabras, aunque uno @daon insuficientes para inducir



la floracidon en plantas jovenes, en plantas adekasmismo estimulo es suficiente para
hacerlo. El mecanismo que provoca la caida deleragiento no es conocido. Una de
las posibilidades es que aumenten con la edadiVetes basales de algun regulador
positivo de la floraciéon como sEf.

A pesar del avance en el conocimiento de los msg®s que les permiten a las
plantas responder al fotoperiodo, nuestro conoaitmie actual no explica

adecuadamente la naturaleza cuantitativa de |psestas fotoperiodica.

C. EL reloj circadiano de Arabidopsis thaliana

Un actor clave en el mecanismo de percepcion foiagiea es el reloj
circadiano. La rotacion de la tierra alrededor desjg, y su movimiento de traslacion
alrededor del sol, expone a todos los seres vivasdios diarios y estacionales en la
cantidad de luz, temperatura y humedad del amb&n& que habitan. La mayoria de
los organismos poseen mecanismos que les permitgoiparse a esos cambios
recurrentes y ajustar distintos procesos fisioldgig del desarrollo de modo que estos
ocurran en ciertos momentos del dia y del afio (Ysinoy Kay, 2003). Estos
mecanismos son conocidos como relojes y calendaimégicos. La habilidad de
coordinar ciertos procesos de desarrollo a momepdasculares del afio, cuando las
condiciones ambientales tienden a ser mas favaratriaximiza las probabilidades de
supervivencia y éxito reproductivo (Jackson, 200#novsky y Kay, 2003).

Los relojes biolégicos regulan multiples procesasjbimicos vy fisiolégicos,
gue incluyen la fotosintesis y el momento en el fitprecen muchas especies vegetales
(Harmer, 2009). Los ritmos diarios regulados potoesosciladores tienen una
periodicidad cercana a las 24 h (McClung, 2008) kitmos persisten cuando las

plantas pasan de condiciones ciclicas (condicialgegntrenamiento) a condiciones



continuas (condiciones de libre curso) indicande tns mecanismos de control del
reloj tienen origen enddgeno. Ademas, los ritmas estables dentro de un rango de
temperaturas fisiologicamente relevantes sin vefsetado con el patron diario de
temperaturas (McClung, 2008).

Los ritmos circadianos comunmente presentan unangossinusoidal al
graficarlos en funcién del tiempo. Esas ondas puesky descriptas por términos
matematicos como el periodo y la amplitud (Fig.1Rh el caso de los relojes
bioldgicos, se entiende como fase el momento del(lidra) en el que la respuesta
estudiada obtiene el valor maximo; por ejemplsesestudia el perfil de expresion de
un gen, el momento de maxima expresion. La amplgodsu parte, se estima como la
mitad de la distancia entre el maximo y el mininawapdeterminada respuesta, y el
periodo representa la distancia, en tiempo, ent&imos 0 mMinimos sucesivos

(McClung, 2006).

Periodo de 24h

. Angplitud

0 12 0 12 0

Figura 1.2: Modelo de una respuesta circadiana en condicionesentrenamiento
(ciclos de luz-oscuridad) en funcion del tiempordisp. Se aprecian la amplitud (la
mitad de la distancia entre el maximo y minimopegiodo (distancia entre maximos o

minimos y la fase (hora de ocurrencia del valor méy. Adaptado de Harmer 2009.



Dado que el periodo de los osciladores enddgenes pgactamente de 24 h y, a la vez,
el momento del dia en el cual se produce la sglidapuesta del sol varia durante el
aflo en regiones alejadas del ecuador, los relojead@nos son sincronizados, 6
“puestos en hora”, diariamente. En efecto, los ¢amldiarios en los ciclos de
luz/oscuridad y de temperatura ajustan el funcioeara de los relojes enddgenos de
modo que distintos procesos mantengan una reldeidase apropiada con el amanecer
y el atardecer (Harmer, 2009).

Tradicionalmente el reloj circadiano es dividido aaeisticamente en tres
componentesnput o sefiales de entrada (las que sincronizan al rekgjlador central
y “output o sefales de salida (respuestas controladas Ipeelag) (Fig.1.3). Esta
primera aproximacion es una representacion muy |diogpla ya que hoy dia es

imposible separar el “output” del “input” (HarmeQ09).

INPUTS OUTPUTS

\-‘\,k /ﬂ Fotosintesis
Oscilado

Central — /\/ Crecimiento
Temperaturz{"fJ

/ \
LHTY/CCAl
TOC1

Figura 1.3: Mecanismo simplificado del funcionamiento del retijcadiano. Los

Inputs (Luz y temperatura), el oscilador centrais(lprincipales genes actuan en él,



LHY/CCAL1 y TOC1) y los Outputs (procesos contratagor el reloj). Adaptado de

Harmer 20009.

El modelo molecular que explica el funcionamiengb ascilador enddégeno en
Arabidopsis esta basado en una serie de multiplle®ps de retroalimentaciones
entrelazados de la siguiente manera: 1ceté¢ loopg que incluye aTIMING OF CAB
EXPRESSION ITOCJ), CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED (CCA) y LATE
ELONGATED HYPOCOTY(LHY) (Alabadiet al.,2001; Lockeet al.,2005a y 2005b);
2- el “morning loop compuesto poPSEUDO RESPONSE REGULATORFP®RY9 y
PSEUDO RESPONSE REGULATORPPR? que interactian conHY/CCAL(Locke
et al., 2006; Zeilingeret al., 2006) y 3- el evening loop que incluye aGIGANTEA
(Gl) y a ZEITUPLE (ZTL) los cuales interactuan cb®C1y el “core loog (Pokhilko
et al.,2010). AdemasiARLY FLOWERING BELF3) actia como un componente del
reloj circadiano como sefal de entradaput’ (McWatters et al., 2000) y EARLY
FLOWERING 4(ELF4) es un supuesto integrante mas deré loog (Doyle et al.,
2002; McWatterst al., 2007). De manera muy simplificada y sencilla, aré loog
actia de la siguiente formaOC1 promueve la expresidoHY y CCA1 sus proteinas
LHY y CCAL, se unen directamente al promotor deh ge&C1 reprimiendo su
transcripcion y completando un circuito de retioaehtacion negativa (Fig.1.3)
(Alabadiet al, 2001).

El mecanismo por el cudl las plantas sensan laaesefle temperatura capaces
de sincronizar el reloj no se han descripto hastacenento. Sin embargo, se conocen
algunas de las piezas involucradas en la cadesaf@gizacion que ese factor abidtico
desencadena. Se sabe que la transcripcid@kel, LHY, TOC1ly GlI, es sensible a la

temperatura (Harmer, 2009). La luz parece ser erlasisefiales mas fuertes en cuanto
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a su papel en la sincronizacion del reloj endogdho. los ultimos afios se ha
proporcionado evidencia genética y fotobiologicae qundica que distintos
fotorreceptores, entre ellos fitocromos y criptoeos, tienen un rol importante en el
ajuste diario de los ritmos circadianos en lastpgSomeret al, 1998; Yanovskyet
al., 2000a; 2000Db).

Finalmente, es importante mencionar que existeasofefnales capaces de
sincronizar el reloj que no provienen del ambieBi®re ellas podemos mencionar los
niveles de metabolitos enddgenos, por ejemplornradrarios del nitrdgeno organico,
niveles hormonales, o citoquininas, brasinoestesoig acido abscisico (McClung y
Gutiérrez, 2010). Por otro lado, se ha propuestlgsi niveles enddgenos de sacarosa,

podrian funcionar como sefial de sincronizacion é3atal, 2008).

D. Mecanismos de percepcion del fotoperiodo: ModeleG®-FT

D.1.FT, el florigen

Como se anticipara brevemente en parrafos preglasecanismo que usan las
plantas deArabidopsispara identificar si es DL o DC se basa en la ¢derxia de la
expresion del gel€O y la presencia de luz (Yanovsky y Kay, 2002). &igb del
fotoperiodo es percibido principalmente por losffictceptores criptocromo 2 (cry2)
(Guoet al., 1998) y fitocromo A (phyA) (Johnsaet al., 1994). Luego de que la sefal
luminica es percibida por los receptores se integrana compleja red de interacciones
gue modulan su impacto (Mazzed#iaal.,2001).

CO y FT cumplen roles centrales en la respuediat@beriodo, mutantes dm
o ft florecen tardiamente bajo DL simultaneamente clamtas creciendo en DC
(Koornneefet al., 1998).CO codifica para una proteina nuclear que contienB-bix

zinc finger y un dominio CCT que interactia corpedmotor del gerFT y activa la
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transcripcion de=T (Samachet al., 2000; Suarez-Lopeet al., 2001; Wenkelet al.,
2006). El reloj circadiano controla los nivelesARNm del genCO, el cual durante los
DC tiene un maximo de expresion durante la nochmm yninimo en sus niveles de
expresion en las horas centrales del fotoperiodoldPtanto, en DC no coinciden en el

tiempo la presencia de ARNm @®© vy la luz (Fig.1.4).

a Dias Cortos b Dias Largos

COnrRrnm COnrnm / \/\
\ \

C&ROTE\NA CﬁQROTE_\NA . \

FTarNm FTaRNm

0 4 8 12 16 20240 4 8 12 16 2024
Tiempo (h)

Figura 1.4: Patrones de expresion de ARNm de los genes CO goRifolados por

relojes circadianos y niveles de proteina de COapaias cortosd) y dias largosy).

Adaptado de Andrés y Coupland, Nature, 2012.

La proteina de CO producida bajo estas condiciesempidamente degradada
por la ubiquitin E3 ligasa CONSTITUTIVE PHOTOMORPBENIC 1 (COP1) en el
proteosoma 26S (Valverds al.,2004; Fornarat al.,2010). La coincidencia de ARNm
de CO y la luz percibida por phyA y cry2 es necesariaap& promocion de la
expresion dd-T (Yanovsky y Kay, 2002). En DL la coincidencia sgra gracias a la
extension de la duracion de periodo luminico ynetemento en la expresion @O
(Imaizumi y Kay, 2006). El ciclo de expresion @©® es modificado por DLGI y
FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX (FKF1) son importantes reguladores

de la expresion del gebO, forman un complejo dependiente de la luz paraianéd
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degradacion del factor de transcripcioM CLING DOF FACTORCDF1), un represor
de CO (Sawaet al.,2007) La presencia de luz percibida por phyA y cry?2 e la
proteina de CO (Valverdet al., 2004). Bajo estas condiciones CO promueve la
expresion dé&T (Fig.1.5).

La proteina de CO presente en el floema de las ppamueve la expresion de
FT en estos tejidos (Amrt al.,, 2004). En las hojas, la expresion @® y FT es
especificamente en los tejidos vasculares (Taka@aty, 2003). De acuerdo con esto
altimo, cry2 en los haces vasculares, pero no epidermis o mesofilo, es capaz de
rescatar el fenotipo de floracion tardia de la migscry2 en plantas transgénicas que
expresan el gen deRY2en dicho tejido (Endet al., 2007). FT es un fuerte activador
de la floracion (Kardailsket al., 1999; Kobayashet al., 1999). La induccion local de
FT en una sola hoja es suficiente para inducitdea¢ion. La proteina del gdfT se
mueve desde la hoja hacia el apice sugiriendo guedteina FT es un componente
clave de la sefial que comunica a estos 6rganok €T at.,2008). La ocurrencia de esta
sefal, llamada florigen, habia sido propuesta greraxentos fisiolégicos asociados
con injertos o radiaciones localizadas (Zeeva@®6® Este modelo se denomiGd
CO-FT.

En el apice, como muestra la Figura 1.5, un corn@etre FT y su homdlogo
TWIN SISTER OF FT (TSF) activan la expresion d&UPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANSOC) y FRUITFUL (FUL) a través de FDFD
se expresa en el apice antes de dispararse laciddutoral) (Tortiet al., 2012). FD
aumentan la expresion de genes de identidad dabteran como seAPETALA 1

(APD) (Abeet al.,2005; Wiggeet al.,2005).
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Figura 1.5: Esquema de vias a floracion. La via fotoperiddistaaubicada hacia la
derecha de la hoja; la via auténofiala via de la vernalizacidh y la via de las
temperaturas ambientales estan ubicadas a la izdaide la hoja. La via de la edad y
la via de las giberelinas actian directamente eramice. Los rebordes cuadrados
indican transcriptos (ARN) y los redondos proteinas y SOCL1 integran las sefales

gue provienen de todas las vias de floracion. Aatégptle Fornara et al., 2010.

(@ Estas vias ocurren en la hoja interactuando corcbo también en la &pice interactuando con
SOC1.
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D.2.El rol de GIGANTEA

El gen deArabidopsisGl codifica para una proteina con seis posibles diosnin
que atraviesan la membrana (Fowdeal.,1999), que se expresa en todas las etapas del
desarrollo de la planta y en todos los érganosjigo® con un maximo nivel de
expresion en apices de inflorescencias, florediguas jovenes; y un minimo nivel en
silicuas maduras y raices (Pagk al, 1999). Gl esta bien conservado en plantas,
incluyendo monocotiledoneas como el arr@rifa sativd (Hayamaet al., 2002) y
gimnospermas como @inus tadea En contraposicion, los homoélogos G estan
ausentes en los animales (Mittagal., 2005; Mizoguchiet al., 2005). El genGl de
Arabidopsisparticipa en la promocion de la floracion actuaedgarte a través d&O
(Sawaet al 2007). La mutaciéryi tiene efectos pleiotropicos, ademas de su efecto
sobre el tiempo de floracién, mutangistienen hipocotilos largos (Araki y Komeda,
1993) y son resistentes al herbicida paraquat (daeeal 1998).Gl actia como parte
de la red de sefializacion de sacarosa y podrigofusrccomo unihput’ metabdlico del
reloj circadiano deéArabidopsis(Dalchauet al., 2011). Plantas mutantgs acumulan
almidon bajo algunas condiciones, pero los nivegesalmidén altos no son la causa del
fenotipo de floracion tardia de mutantggEimertet al., 1995; Hollis, 1999). También
se ha visto que plantas mutanggs3 aumentan la tolerancia al estrés oxidativo y esto
esta asociado a la activacion constitutiva de esegSUPEROXIDE DISMUTASE
(SOD y ASCORBATE PEROXIDASEAPX) (Cao et al., 2006). La tolerancia al
congelamiento también esta regulada positivamenté&sp sugiriendo que hay alguna
interaccion entre las respuestas de tiempo a floracestrés por frio a través @ en
ArabdopsigCaoet al.,2005). En otras especies se ha visto homdlogestdgoromotor

de la floracion en ryegras$ (Lolium perenng (Langdonet al., 2009), en rabano
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(Raphanus sativumn(Curtis et al., 2002), en la floracion y maduracion de la soja
(Glicine may (Watanabeet al.,2011) y arroz (Hayamet al.,2003).

El gen Gl esta involucrado en el control de la respuestaptiodica a la
floracion: el tiempo de floracion se retrasa fuerate bajo DL en mutant&g. Los
analisis de expresion dél a través de ciclos de Luz/Oscuridad muestran qtée es
regulado por el reloj circadiano y su expresiomm@ta su punto maximo durante la fase
de luz, ademas, el patron @& difiere en DL y DC (Millar y Kay, 1996). Las
mutacionesgi-1 y gi-2 reducen el largo del periodo del reloj circadiago el
movimiento de hojas,gi-1 causa un similar efecto en la expresion del gen
CHLOROPHYLL a/b BINDING PROTEINCAB) mientras quegi-2 causa un
alargamiento del ritmo de expresion del mismo dtarKet al, 1999). La sefalizacion
del fitocromo B (PhyB) también esta alterada ennmgantesgi (Huq et al., 2000),
sugiriendo que los cambios en el reloj circadianeden deberse a la interrupcion en la
sefal de entrada luminica controlada por los fito@s. Pero en Oliveriet al (2005)
documentan que si bigBl afecta la sefializacion dehyA esto es independiente y no
involucra al reloj circadiano. Siguiendo con la,lez mutantegi-1, no cambia el largo
del periodo circadiano en respuesta a un increnm@nia intensidad luminica como si
lo hacen las plantas de genotipo salvaje (WT) (EPagk,1999).

Miszoguchiet al., (2005) demuestran quél posee al menos dos funciones
distintas: 1- Efecto general en controlar el relogadiano (detallado anteriormente), 2-
Activar el “output” de la promocién de la floraciol y FKF1 son importantes
reguladores de la expresion del ge® (Sawaet al., 2007). La expresion dél esta
controlada por el reloj circadiano y tiene un pimaximo alcanzando el final del dia.
Sawaet al (2008) determinaron qu@l y FKF1 forman un complejo dependiente de la

luz para mediar la degradaciéon de CDF1, un repsGO. Especificamente, en DL, la
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expresion deGl y FKF1 tienen un pico en el mismo momento formando caded
optimas del complejo GI-FKF1 (Fig.1.5). En DC, J@eresion desl alcanza sus valores
maximos unas pocas horas antes que el pico desskpreFKF1 resultando en bajos
niveles del complejo GI-FKF1 y por consiguiente darmanencia de CDF1. Para
promover la expresion deO es necesario un suficiente nivel de complejo GFEl§ue
solo se da bajo condiciones de DL (Sawal.,2008). Estudios anteriores indican que
Gl puede promover las respuestas fotoperiddicasflarkcion a través del camino de
CO vy FT o también por alguna ruta paralela e independierdsta (Mizoguchet al.,
2005). Ademas del efecto de Gl via CO, segun &umd) (2007)GI regula la expresion
mMiR172 que a su vez regula la floracion via fotoperiddicaluciendo aFT
independientemente @&0. En efectoTARGET OF EAT (TOE 1), uno de los blancos
demiR172 regula a su vez la expresion ElE de forma paralela @0. La abundancia
de miR172es controlada por el fotoperiodo mediante un macgento del miARN
regulado poGl (Fig.1.5). Plantas que sobre producemdR172aceleran su floracion
en DL y DC, incluso en ausencia del gé, indicando quemiR172 promueve la
floracion fotoperiddica por un camino genético g@gendependiente al dgO (Junget
al., 2007). Por ultimoss1 también interactia directamente con la regién ptora de
FT (Sawa y Kay, 2011). En resume@] regula la floraciéon fotoperiddica por tres

caminos: 1- ViaCO, 2- ViamiR172y 3- Via directa &T.

E. Otros controles de la floracion

El mecanismo de deteccion del fotoperiodo es unimsl€ principales caminos
gue regulan la floracion en plantas (Leatyal., 1998; Bos<t al., 2004; Fornarat al.,
2010) (Fig.1.5). La via de las temperaturas amalestacelera la floracion de plantas

de Arabidopsiscreciendo a altas temperaturas (23°C) en comg@aracitemperaturas
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bajas (16°C) en un mecanismo que involucra al $d®RT VEGETATIVE PHASE
(SVPB (Fornaraet al.,2010). La via de la edad que implica el aumenteldiempo de
las concentraciones del factor de transcripcd@UAMOSA PROMOTER BINDING
LIKE (SPL que es promotor d&P1, FUL y SOC1 Las giberelinas (GA) promueven la
floracion bajo fotoperiodos cortos, estas hormaw@s esenciales para que el evento
ocurra en fotoperiodos no inductores (DC), plantatantes que reducen los niveles de
GA (por una menor biosintesis o por una mayor dakgian) retrasaron su floracion
(Mouradovet al.,2002; Olszewsket al.,2002; Fornarat al.,2010). La vernalizacion
es otro de los caminos que regula la floracionnsste en la exposicion de las plantas
a bajas temperaturas. Muchas plantas que florewee togran acelerar su tiempo a
floracion si son expuestas a bajas temperaturasespuesta a la vernalizacion esta
mediada por los alelos dominantes de dos geRR&GIDA (FRI) y FLOWERING
LOCUS C(FLC), que reducen la expresion B& (Michaels y Amasino, 1999; 2001)
(Fig.1.5). EnArabidopsis FRIactia incrementando la expresionkeC, altos niveles
de FLC retrasan la floracion. La vernalizacion promueaeflbracion en plantas de
invierno a traves de efectos epigenéticos quemegprila expresion deL.C (Scorteccet

al., 2003). Esto requiere la modificacién de las higtode la cromatina en el locus de
FLC, alguno de los genes necesarios para ellov&RNALIZATION INSENSITIVE 3
(VIN3) y VERNALIZATION 2VRN3J (Fornaraet al.,2010).

Por ultimo, las plantas poseen un mecanismo dadil@n constitutivo que se
denomina “via auténoma” (Fig.1.5). Aquellas plantasn respuesta fotoperiddica
cuantitativa que no hayan recibido el estimulo [gorvia fotoperiddica terminaran
floreciendo por via autbnoma, aunque mucho tiemespadés. Mutantes de genes
asociados a la via autbnoma no tienen alteradasdpsestas fotoperiddicas (Scortecci

et al.,2003).
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El gen deArabidopsisSVPes un factor de transcripcion de familia de MADS-
box, que actia como un regulador negativo de fesicen floral enArabidopsiscuya
expresion no es afectada por el fotoperiodo nilgeernalizacién, mutantes nulesp
de Arabidopsisaceleran la floracion en comparacion con plantds(KMartmannet al.,
2000). SVP reprime la transcripcion deT, TSFy SOC1 por lo quesvp acelera la
floracion tanto en DC como en DL (Jaeg al., 2009). En DL, plantas que sobre-
expresarSVPretrasan su floracion al igual que mutartes2 en comparacion con el
WT, el doble mutant&VP-oxco-2 retrasa aun mas su floracion aludiendo a un efecto
aditivo en la respuesta denotando que la vi&dRy la deCO son independientes
(Yoshidaet al., 2009) (Fig.1.5). Estos mismos autores vinculg®Vé& con genes del
reloj circadiano comd&LF3, LHY y CCA], éstos intervienen en la acumulacion de la
proteina SVP sugiriendo quedY/CCAlregula negativamente RI' posiblemente via
ELF3-SVP/FLQFig.1.5).

TERMINAL FLOWER {TFL1) es un gen de la misma familia @€, ambos son
importantes reguladores del control del desarrtiboal en Arabidopsispero TFL1
actua inhibiendo a la floracion (Yaa al., 2010). EI mutantéfl1-1 limita el desarrollo
normal de una inflorescencia indeterminada prommuloela formacion de meristemas
florales terminales, acelera la floracion en corapi@n al genotipo salvaje tanto en DC
como en DL (Shannon y Meeks-Wagner, 1991).

Pcfl1p-SIMILAR PROTEIN (PCFSd$ un promotor de la floracién involucrado

en la via autdbnoma, sin participacion en la redpuéstoperiodica ni de

vernalizacion (Xinget al., 2008) (Fig.1.5). El retraso en la floracién denpda
mutantes del gePCFS4estd mediado pdfLC y su cadena de transduccion

aguas abajoPCFS4 estaria envuelto en una poliadenilacion del §E&A

necesarigara suprimir la expresion #.C (Xing et al., 2008).
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Un jugador clave en la transicion floral Anabidopsises el gen represor de la
floracion FLC (Marquardtet al.,2006). Este es un represor transcripcional MADS bo
que se expresa predominantemente en los apiceallde y raices y en los tejidos
vasculares. Su funcion es bloquear la expresiologigened=T y SOC1(Michaels y
Amasino, 1999; Sheldoet al.,1999; 2000). A su vez, los nivelesEleC son regulados
por genes envueltos en la via autbnoma comd-€#4 FY, FLD, FPA FVE, LD y FLK
(Marquardtet al., 2006). La caracteristica principal de los mutamkesstos genes es
que contienen niveles atipicos de transcriptos=Fd€ en comparacién con plantas
salvajes o con mutantes de floracion tardia asosiallos mecanismos de floracion
fotoperiddicos o de las GA (Michaels y Amasino, 998heldoret al., 1999; 2000). Si
bien FLC codifica para un factor de transcripcion que eadiuna funcién vinculada al
reloj circadiano, plantas mutantes EleC tienen alterado su periodo circadiano. A su
vez, la vernalizacion modifica los niveles #&&C como también a los periodos
circadianos (Salathiet al.,2006) (Fig.1.5). Esto nos permite pensar que puedsstir
interacciones entre los distintos mecanismos dadion. Por ejemplo, $tLC afecta
los relojes circadiano y los genes de via autonoemmlan los niveles d&LC,
podremos encontrar mutantes de la via autbnomaeqgan alterada las respuestas al

fotoperiodo.
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F. Objetivos y justificacion

El desafio de cubrir la demanda mundial de alingeacontinuo y creciente, la
superficie cultivable comienza a ser limitante ymajoramiento genético se torna un
factor clave (Evans, 1998; Caldergt al., 1999). Ajustar la duracion del ciclo de los
cultivos a las condiciones Optimas fue determinantel progreso de los rendimientos
(Slaferet al., 1994). Habiendo cumplido este objetivo, hoy, ejaraniento apunta a
un mayor aprovechamiento de los recursos haciera eficiente la particion de los
mismos dentro de las fases vegetativas y repradsc{Siddiquest al., 1989; Slaferet
al., 1999). Largos de ciclo fijos y fases reproductivads extensas son entonces el
anhelo de los mejoradores para aumentar de forgrafisativa los rendimientos
(Upadhyayet al.,, 1994; Summerfieldt al.,1998).

Distintos estudios han demostrado que cambios dot@beriodo afectan las
etapas de desarrollo vegetativa y reproductivad@&iet al., 1958; Miralles y Richards,
2000; Kantolic y Slafer 2001; 2005). Conocer cada won mas profundidad los
mecanismos y procesos que gobiernan el comporttonienlas plantas a estas sefales
luminicas nos permite seguir progresando en esSfuEctns.

El primer objetivo de esta tesis es identificar toscanismos que utilizan las
plantas para registrar el paso de sucesivos fdtojes inductores de la floracion. Por
ejemplo, en una planta que para desatar la flaracguiere varios fotoperiodos
inductores es necesario no solo percibir que epfmiodo es inductor sino también
contar el nimero de ciclos inductores. El mecanisimaoincidencia le servira a la
planta para identificar el fotoperiodo de ese dieo, Cual es el mecanismo que le
permite a la planta distinguir entre DL sucesiv&s2a es la pregunta que motiva

nuestro estudio.
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Los objetivos parciales incluyen: 1- Ajustar urtesisa en el cual se manifieste
el efecto fisiologico de aceleracion de la floraci@&l aumentar el nimero de ciclos
inductores, 2- Caracterizar el cambio en el trapsona de la planta en la medida que
pasan los sucesivos DL, 3- Evaluar mediante mugdatiincion de genes con patrones
de expresion que conjeturen una participacion entégracion del nimero de ciclos
inductores.

Ademas de la floracion, el fotoperiodo es una saifiaiental que regula otros
procesos como la tuberizacion en papaldnum tuberosurspp.Andigend, o el cese
del crecimiento y brotado de yemas en especieslemiBagercrantz, 2009). En el
transcurso de la tesis hemos obtenido evidenciasodérol fotoperidédico de procesos
importantes como los niveles de defensa ante hongbsivel de aborto de granos. Un

segundo objetivo de esta tesis es poner a prutdmtepotesis.

G. Material Vegetal ¢ Porqué usamos Arabidopsis thak&

La identificacion de los mecanismos que permitestirdjuir el DL del DC en
Arabidopsisha permitido avanzar en el conocimiento de lagion fotoperiodica en
especies de interés agricola (Andrés y Couplanti?)2@a funcion de muchos genes
envueltos en las respuestas al fotoperiodo estiseonmdos entrArabidopsis(PDL) y
arroz (PDC), sugiriendo que la respuesta diferéeciie ambas plantas resulta de una
interaccion opuesta entre dos ger@®, y FT (Hayamaet al., 2003). En arroz se ha
identificado al genHeading date 1(Hd1), gracias a su homologia cdbO de
Arabidopsis(Yano et al., 2001). Este gen reprime la floracibn en DL inhildie la
transcripcion deHd3a que es homélogo dET, pero promueve su expresion en DC
(Kojimaet al.,2002). El gerGl de arroz promuevelddl de la misma manera q@& a

CO en Arabidopsis(Hayamaet al, 2002; Andrés y Coupland, 2012). También en



22

cebada lordeum vulgarg fueron aislados genes con estructura similar del&€O
(Griffiths et al., 2003) que promueve la expresiontdeT (homodlogo de=T) en DL
(Campoliet al.,2012). En trigo Triticum aestivurhse ha identificado un gen similar a
FT de Arabidopsis denominadoTaFT el cudl integra sefales de fotoperiodo y
vernalizacion promoviendo la floracion (&t al.,2008). En el mismo trabajo se mostro
que TaFT promueve al gen de identidad del meristewf@N1 por medio de la
interaccion con las proteinas de TaFDL2, sugirieqa®TlaFDL2 es homologo del gen
FD deArabidopsisque interactta coRT y estimula la floracion. También en plantas de
trigo y cebada se encontrdo que el §8RN3,involucrado en la vernalizacion, es un
ortélogo deFT (Yan, 2006). Incluso, se han encontrado muchosgee floracion de
Arabidopsis representados en leguminosas, muchos de elloonfuarslados y
secuenciados en arvepRigum sativumn(Hechtet al.,2005). En soja se han identificado
las secuencias dél, CO y FT y sus patrones de expresion son similares a los de
Arabidopsisexceptuando pdfT que responde de manera inversa a los DL por $eatar
de una PDC (Thakaret al 2010).E2, un gen de soja que afecta la sensibilidad
fotoperiodica, codifica par@l (Watanabeet al, 2011) yCO, en soja, afecta directa o
indirectamente &T (Xia et al.,2012).

La utilidad de haber encontrado genes centraléasdespuestas fotoperiodicas
en Arabidopsisse extiende incluso a procesos distintos a ladlon. Se han obtenido
evidencias que indican que en plantas de pap&édaizacion en DC esta controlada por
ortélogos deCO y FT (Rodriguez-Falcéret al., 2006). Estos antecedentes permiten
suponer que los genes gue se encuentren vincuddgsercepcion de ciclos inductivos
repetidos erArabidopsispodran ser de utilidad para entender el fenbmenespecies

de interés agricola.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

A. Cultivo de plantas de Arabidopsis thaliana

Las semillas deArabidopsisutilizadas en esta tesis son del ecotipo Columbia
(Col0) y fueron sembradas en cajas plasticas ae declargo, 3 cm de ancho y 2 cm de
alto con Agar-Agar al 1%. Las semillas fueron dgicadas en oscuridad a 5 °C
durante 4 d en una incubadora marca Forma Scieritifiego, las cajas pasaron a una
camara con fotoperiodo de DC (8 h de luz y 16 lsiiridad) con una temperatura
constante de 22 °C controlada por un aire aconwidi@ marca Surey de 3000 frigorias,
hasta que las semillas germinaron y dieron origeaatulas de 5 d. Entonces, se
trasplantaron las plantulas a macetas plasticZ9 @et de volumen, 7 cm de alto y 3.5
de diametro. Estas contenian una mezcla de pevianiculita y turba con una
composicion de 40 %, 40 % y 20 %, respectivamente,permanecieron en la misma
camara. La radiacion fotosintéticamente activa {400 nm) medida con un radiometro
LI-COR LI-188B era de 160 umol fms? lograda con 10 tubos fluorescentes de 36W
marca Philips de luz blanca. Las plantas fueroradag con solucién nutritiva de
Hakaphos (1 g/l) y crecieron libres de enfermedad#sficiencias hidricas y
nutricionales.

Los mutantes utilizados fuerofi:10 (Rossoet al., 2003), gi-2 (David et al.,
2006), tfl1-1 (Shannon y Meeks-Wagner, 1991l;-3 (Micheals y Amasino, 1999),
myc2/jin1-2(Lorenzoet al.,2004),copl-4y copl-6(McNellis et al., 1994),phyA cryl
cry2 (Mockler et al., 2003),fla9-1 (SALK _051688C),fla9-2 (SALK 088265),svp-31
(SALK_026551C), pcfs4-1 (SALK_102934C). Todos tuvieron fondo genético de
Columbia. Las lineas “SALK” presentadas en estegjg provienen debALK Institute

Genomic Analysis Laboratony son mutantes por insercion de T-DNA (Czechoveski
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al., 2005). La homocigosis de esa insercion fue vewlfic por PCR (BIO-RAD
MyCicler Version 1.065) con el siguiente protocoB: 95°C (1X); 30 95°C, 30”
55°C, 307" 72°C (35X); 10°72°C (1X). Logrimer’ utilizados fueron:

-fla9-1(Lp) TTTTCCGTCCTCAAGTGTTTG

-fla9-1(Rp) CCCTAAACCAGTTAAGCCCTG

-fla9-2(Lp) TTCCACTTGGATCCTTGTTTC

-fla9-2(Rp) TGGCCAAGTCAATACAAAACG

-svi(Lp) TCCAATAACCACCACACACAG

-sVA(Rp) TGCATATCCAGATTTACATCTTTTTG

-pcfs4Lp) CTTGGAGCCATAGCAGATGAG

-pcfs4Rp) TATGCATCATGTGTCGTTTGG

B. Tratamientos fotoperiédicos

Los plantas fueron expuestas a ciclos de DC, (dé bscuridad y 8 h de luz) o
DL (8 h oscuridad y 16 h de luz). Los tratamientosperidodicos consistieron en
distinto numero de ciclos inductores es decir ddoside DL. Luego de 24 d de
crecimiento en DC (10-12 hojas aproximadamente)ecmé@bamos a exponer a las
plantas a DL durante O (continuaban con DC), B, 2, 5, 6 6 7 DL (ciclos inductores)
antes de retornar al DC. Cuando algunas plantastextadas con DL, las que debian
ser expuestas a DC eran manualmente colocadas@tidasl las Ultimas 8 h del dia. El
aislamiento en oscuridad lo logrdbamos con cajasadén de 100 cm de largo, 70 cm
de ancho y 30 cm de alto. Envolviamos las bandejaslas plantas en papel de

aluminio alcanzando una radiacion de 0 um3lghen su interior.
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C. Medicion del tiempo a floracion

El nimero de hojas de la roseta fue determinadm gada planta, cuando el tallo
principal alcanzaba 1 cm de alto. En cada expetionea cuantificaron las hojas de 10
plantas (aproximadamente) para cada tratamiensdatos fueron analizados mediante
analisis de la varianza (ANOVA), seguido dett de menor diferencia significativa

(LSD) de Fisher para comparacion de medias.

D. Extraccion de ARN y analisis de expresion global gienes mediante
microarreglos

En este caso la estratificacion de semillas sigliicnismo protocolo que en
experimentos fisioldégicos pero una vez transcusriths 5 d de frio las semillas se
sembraron directamente en las macetas con sugieato que germinen, luego se
cultivaron las plantas bajo las mismas condiciahessamara antes mencionadas. Se
cosecharon las hojas de las plantas con nitréggamo (-170 °C) y se extrajo su ARN
utilizando el RNeasy Miniprep kit (Quiagen). Losrdmaetros de calidad fueron
260/280=2.1 y 260/230=1.9 en una concentracion.ge (g/ul. Mediante el servicio
de procesamiento de microarreglos del IFEVA seiz@&ala hibridacion de los
microchips desarrollados por la compafia Affymedyire contienen oligonucleotidos de
ADN que representan aproximadamente 24000 gena®naiés. Los chips se realizaron
por duplicado (muestras bioldgicas independienias) cada punto a muestrear.

Los datos de expresidon fueron normalizados comeasde cada microarreglo
(Clarke y Zhu, 2006). El analisis de los genes xjweasion fue restringido a aquellos
genes que mostraban P (presencia en el softwayengffix) en ambas repeticiones de
al menos una de las condiciones experimentalegjagde asi 15324 genes. Para

evaluar la respuesta a los DL cada uno de estassdar sometido a un ANOVA de
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dos vias. Esta extensa informacion debi6 ser atdizuidadosamente para reducir las
probabilidades de considerar genes que se exprEgaificativamente cuando en
realidad eso no sucede (falso positivo). StoreybgHhirani (2003) proponen un método
para el manejo de este tipo de informacion a traletscalculo de un valorg® que
permite conocer la probabilidad de ocurrencia dastf positivos” dentro de un
conjunto considerado como significativamente afke$aEl valor §” se obtiene a partir
de “p”. Se seleccionaron 7096 genes cuya expresd@lterd ante algunos de los ciclos

inductores con efecto significativo con p <0.05nywalor deq <0.012.

E. Analisis de la expresion por PCR en tiempo realRGR)

Para el estudio de la expresion génica mediant€R)-Rel material biologico
utilizado proviene de hojas de plantas de aproxameghte 24 dias, crecidas en macetas
como se indica para los experimentos de andlisiexgeesion con microarreglos y
segun el tratamiento fotoperiddico que se indicaasia caso.

Para extraer el ARN total de las hojas se utili®izol (Invitrogen) siguiendo
las instrucciones provistas por los fabricantes ARN purificado se sometio a un
tratamiento con ADNasa, empleando la enzima RQ1seNaee Dnase (Promega). A
partir de 1ug de ese ARN, se sintetiz6 ADNc utilizando la er&iBuperScript Il
(Invitrogen) y oligo-dT primer.

La expresion de distintos genes fue medida por B-FRara llevarla a cabo el
ADNc sintetizado previamente, fue amplificado mahdo SYBR Green Master
(Roche) y el equipo 7500 Real Time PCR System (i&dpBiosystems). Los genes
PPR Pentatricopeptide repeatAtlg62930) fueron empleados como control para

relativizar la expresion e independizarse de difgies en la eficiencia de la reaccion de
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retro-transcripcion. El calculo de la expresionrealizo utilizando una curva patron.
Los “primers’ utilizados fueron:
-Gl(fw) AAGATGGGCTGTTGCAATGGAG
-Gl(rv) GTTGGCGGAGGAAGAAGAAGTG
-PPR(fV)GAGTTGCGGGTTTGTTGGAG

-PPR(rv) CAAGACAGCATTTCCAGATAGCAT

F. Bioensayos con Botrytis cinera

Aplicamos 5uL de esporas @trytis cinerea(2-3 10 esporas mt) sobre la
cara adaxial de 4 hojas maduras en planta8rdbidopsisde 24 d cultivadas en las
mismas condiciones antes mencionadas (A.2). Al misempo de ser inoculadas, un
grupo de plantas continuaban creciendo en DC yrelgsupo pasaba a fotoperiodo de
DL. Tomamos la precaucion de colocar las macetasaadejas y envolver la bandeja
en papel film para generar una camara humeda gwemya la deshidratacion de la
inoculacion (Muckenschnabett al., 2002; Cerrudcet al., 2012). La infeccién tuvo
progreso durante 48 h, pasado ese tiempo las h@esn cosechadas para evaluar la
superficie del dafio con ayuda del programa Adobmd®nop CS3. Los resultado se
analizaron estadisticamente a través de un ANOVAur@ prueba de medias de LSD

de Fisher ¢=0.05).

G. Cuantificacion de la tasa de aborto en silicuas Almbidopsis

Se cultivaron plantas d&rabisopsiscreciendo siempre en camaras de DC y DL.
Llegando al fin de su ciclo, luego de la floraciprructificacién, la silicua de color
verde comienza a tornarse amarilla desde el extoistal a la planta. Al momento que

el 30% de la silicua perdié el color verde y argge comiencen a abrirse, cosechamos
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las silicuas y las colocamos en alcohol 96%. Libiagcencia se dividio en tres estratos
y se tomaron aproximadamente 5 silicuas del estiafierior y del medio. La
cuantificacion se realizo bajo lupa. Los resultad@nalizaron estadisticamente a través

de un ANOVA con una prueba de medias de LSD deeFigk0.05).
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CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION (PARTE )
EL FOTOPERIODO COMO REGULADOR DEL TIEMPO A FLORACIO N

A. Dinamica de la transcripcion de genes a floracioBalance de Fuerzas.

La regulacion fotoperiodica de la expresion de posicipales genes que
componen el modeldsI-CO-FT estd bien descripta y ya fue presentada en la
introduccion. Para poder abordar la respuestardabdriptoma a la transicion entre
condiciones no inductoras y la exposicion a un momariable de ciclos inductores es
conveniente analizar previamente el estado estmtoodel transcriptoma en DL y DC.
Para eso tomamos una base de datos disponiblecgmbelinte con los patrones de
expresion génica a lo largo de las 24 h para @ae@rabidopsiscreciendo en DL y
DC (Micheal et al., 2008). Seleccionamos los genes funcionalmenteioglados al
tiempo a floracién a partir de una lista confecante con informacion provista por

TAIR (The Arabidopsis Information Resourcgww.arabidopsis.ong Los resultados

de algunos genes se muestran en la Figura 3.stacbmpleta de genes se presenta en
la Tabla S.1 del APENDICE). Vemos que los DL (guducen la floracién), en
comparacion a los DC, inducen la expresion de ggnegpromueven la floracion como
FZO-LIKE (FZL) y SAL1/FIERY1(FRYJ. Plantas mutantes de estos genes tienen
floracion tardia, (Gaeet al., 2006; Kim y Von Arnim, 2009)FZL es un miembro
especifico de la superfamiliadynamiri, la cual estd vinculada a los cloroplastos
(Valverdeet al.,2004) y su conexion con el control fotoperiddieola floracion no esta
bien descriptoSAL1/FRY Xkodifica a una enzima copdlyphosphate 1-phosphatase” y
“3°(27), 5 -bisfphosphate de actividad nucleosidasa (Quinteed al., 1996), la cual
promueve la expresion &€ sin afectar la expresion @O (Kim y Von Arnim, 2009).
También los DL, en comparacion a DC, inhiben laresidn de genes que reprimen la

floracion como: TERMINAL FLOWER 2 (TFL2)/LIKE HETEROCHROMATIN
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PROTEIN 1 ELF3 y TEMPRANILLO (TEM). El mutantetfl2 florece mucho mas
temprano que el WT bajo fotoperiodos cortos o lengouestra una alta expresion de
FT (Kotake et al., 2003). TFL2 co-localiza con genes (incluyend®) que poseen
nucleosomas con residuos trimetilados de lisinkagosicion 27 de histona 3 (Tuek
al., 2007), y esta implicado en la represion de laesipn enFT, debido a un efecto
negativo sobre un elemento potenciador ubicadceeh® y 4,0 kb tpstreami del
cododn de inicio d€T (Adrian et al.,2010). TEM altera el 5 UTR d€T reprimiendo la

expresion dé&T (Castillejo y Pelaz, 2008)

A Promocion de la floracion

T asHH1/sDG26

A Inhibicion por DL

1a 1od uoronpuy y

TEM

Represion de la floracion

y

Figura 3.1: Ordenamiento de genes segun tipo de respuesta alibs largos
(Inhibicién o Induccién de la expresion) y efectbre la floracion (promocion o
represion). Los graficos muestran la expresionagedenes en funcion de las horas del
dia para plantas creciendo en dias cortos (simbolegros) o dias largos (simbolos

blancos). El gris tenue denota los momentos deolzh@ en los dias cortos, el gris
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oscuro son los momentos de noche para ambos grgqdantas.Todos los genes

presentan diferencias estadisticas en su expresigrun p <0.05.

Si bien los patrones hasta aqui descriptos parémginos y esperables, también
encontramos genes que se apartan de este patrégjeRPplo, genes promotores de la
floracion que son inhibidos por los DL conm@l, SET DOMAIN GROUP 26
(SDG2§/ASH1-RELATED PROTEIN fASHH) y VIN3 o genes que reprimen la
floracion son inducidos por los DL conRELATED TO AP2.1RAP2.J/TOEly
ARABIDOPSIS THALIANA HOMEBOX GENE (ATH1). SDG26 es una histona
metiltransferasa que inhibe la expresion Fl&C y otros represores de la floracion
MADS-box pero que no muestran efectos obvios emiesles de metilacion de esos
genes (Xuet al., 2008). VIN3 es una proteina “homedomain finger-containing”
requerida para la represion BeC en la vernalizacion y esta asociada a cambios en |
cromatina de-LC (Sung y Amasino, 2004 OEL1 codifica un factor de transcripcion
represor dBAPETALA2(AP2 regulado por emiRNA172(Aukerman y Sakai, 2003).
TOE1lregula negativamente la expresionFdey CO (Junget al., 2007). ATH1 es un
factor de transcripcion que reprime la floraciéntiivando la expresion dé-LC
(Proveniers, 2007). Estos resultados nos llevacoakcepto que la floracion es la
consecuencia de un balance de fuerzas positivasnporas de la floracion) y
negativas (represoras de la floracién). Ambas aAgepodrian ser necesarias para que el
control fotoperiédico de la floracibn sea precismbas fuerzas se hacen presentes
cuando los dias son largos. Segun esta idea, ldack@n precisa de la floracién
requeriria la promocion que ejercen las fuerzastipas y el freno que imponen las

fuerzas negativas. En resumen, ademas de favdeeceincidencia entre la expresion
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de CO Yy la luz causando la estabilidad de CO y consdeuexpresion dé&T, los DL
también reducen la expresion de genes que retrasdloracion y promueve la
expresion de genes que aceleran la floracion, pieteto asi la respuesta a la floracion.
Los DL también incrementan la expresion de genesrguasan la floracion y reducen
la expresion de genes que aceleran la floraciomtra@stando la respuesta
fotoperiddica. Algunos genes controlados fotopecimhente actian directamente sobre
FT, otros podria actuaupstream FT y en otros caso la conexién con el control de la

floracion todavia debe ser estudiado.

B. Respuesta fisiologica de floracion a fotoperiodoductores.

Con el fin de conocer el significado funcional de tambios transcripcionales
en respuesta al nimero de ciclos inductores deidacfon, debimos asegurarnos que
dicho estudio fuese realizado en un rango en quaragleso fisioldgico (floracién)
respondiese de manera gradual al aumento de cicldsctores. Realizamos
experimentos preliminares hasta poner a punto wtogulo en que el tiempo a
floracion (medido en namero de hojas) muestra @spuesta gradual al nUmero de
ciclos inductores (DL) (Fig.3.2). Plantas Aeabidopsisfueron cultivadas en DC, a los
24 d comenzaron a recibir ciclos inductores y retban luego a las condiciones no
inductoras de DC. Un grupo de plantas permanecid@nO ciclos inductores) como
control y el tiempo a floracién de estas plantas féximo (52 hojas). Cuando las
plantas recibieron un ciclo inductor acelerarodl@tacion (11.5 hojas, comparado con
el control). Al recibir dos ciclos inductores acal®n ain mas su floracién (22.2 hojas,
comparado con el control) y asi hasta saturar dpuesta con tres ciclos inductores.
Luego, el aumento en el numero de ciclos (4, 5,76 o adelanté mas la floracion de

una manera significativa en comparacion al grupplaetas con dos ciclos inductores.
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Figura 3.2: Respuesta fisiologica del tiempo a floracion encitin del nimero de

ciclos inductores para plantas creciendo en diagoso Las letras diferentes denotan

diferencias significativas entre los grupos de pdan Las flechas negras en el gréafico y
estrellas negras en el esquema indican los dia®®ue se coseché muestra vegetal
para extraccion de ARN. Para todos los casos cpoedia a las 16 hs de comenzado
el dia, excepto la primer muestra en comun entrbaantratamientos que fue tomada a

las 8 h del dia.

En el Figura 3.2 podemos diferenciar dos zonagritaera esta conformada por
0, 1, 2 y 3 ciclos inductores donde la sefal fatdpéca es limitante y se observa una

respuesta del tiempo a floracion a los fotoperiothogos (letras diferentes). A
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diferencia de ésta, en la segunda zona (4, 5, 6 giclés inductores), la sefal
fotoperiddica esta saturante y no hay mas respdedtafloracion. La toma de muestras
vegetales para extracciones de ARN y analisis d@oamrays se realizaron en los
momentos que indica la Figura 3.2. Se tomaron dosstras distintas en la zona
limitante de sefal fotoperiddica (1 y 2 ciclos iottwes) y dos muestras distintas en la
zona saturante (4 y 6 ciclos inductores). Comorobtimamos ARN al dia0 (8 h), 1y
6 de plantas que nunca fueron inducidas (DC).

Conociendo estos resultados podemos plantearnosnddslos diferentes de
integracion temporal de fotoperiodos inductoresapdlorecer: 1-Modelo de
acumulacion de sefal en las hdjapara el cual un transcripto se acumularia en las
hojas con los DL y aceleraria la floracion en féonadel nivel de expresion alcanzado; o
2- “Modelo de persistencia de la sefal en hgjgara el cual se necesitaria que un
transcripto funcione como una sefial que (dentrgieido rango) cuanto mas persista
mas acelera el tiempo a floracion. A continuacién, los siguientes resultados,
buscaremos genes candidatos para los modelos fa@seny discutiremos su

mecanismo de funcionamiento.

C. Respuesta transcripcional de los genes de floracadotoperiodos
inductores.

A pesar de que el andlisis de microarrays es ueatdude informacion para
muchos procesos regulados por el fotoperiodo, tencapitulo sélo nos concentraremos
en aquellos genes que estan relacionados corrézifta y mas adelante extenderemos
el analisis a otros procesos. Para eso continuaraogjando con la misma lista de 65
genes funcionalmente relacionados al tiempo adiénaconfeccionada en TAIR (Tabla

S.1 del APENDICE), de los cuéles, en nuestro empmrio, solo 36 mostraron un
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efecto significativo del fotoperiodo (p<0.037 y ¢xI). Comparamos las respuestas
transcripcionales a ciclos inductores con la exprede los mismos 65 genes en plantas
creciendo siempre en DL o DC del experimento dehkhtet al (2008). Ambos
experimentos presentaban grandes diferencias decplo: Michealet al (2008)
cultivaron plantas con fondo genético LansbErgcta (Ler) en placas de Pettri con
medio rico en sacarosa mientras que nosotros aaltg Col0 en macetas con sustrato
sélido (ver CAPITULO 2.A.). La Figura 3.3 muestes Irelaciones de expresion entre
plantas expuestas a ciclos inductores y contraleB@ (a: 1DL/DC; b: 2DL/DC; c:
4DL/DC y d: 6DL/DC) en funcion de las relaciones dgpresion entre plantas
cultivadas siempre en DL y sus controles en DC @), A modo de referencia se
incluye la linea 1:1 para cada gréafico, ésta ndg#anque los puntos colocados sobre
ella tienen igual magnitud de cambio relativo erbasexperimentos. Examinando las
figuras podemos advertir que ya desde el priméo aicuctor (Fig.3.3-a) la mayoria de
los genes se posan sobre la linea 1:1 y esto siéem@aa lo largo del resto de los ciclos
inductores. Estos resultados tienen una gran rebugbido a la reproductibilidad que
tuvo la expresion génica a pesar de crecer en dtamas diferentes como antes
mencionamos, sugiriéndonos que las expresionesticgnéen plantas creciendo
siempre en DL se alcanzan con un solo ciclo indueto plantas creciendo en DC.
Analizando en detalle los graficos vemos en cada, utlos genes con un
comportamiento particular, uno de ellog=8sy el otroGl. FT creciendo siempre en DL
aumenta casi 2 veces su expresion en comparaciviosoDC, en cambio cuando
recibe un ciclo inductor creciendo en DC aumentav&fes su expresion. Estos
resultados sugieren que la sensibilidad~@eal DL es mayor si las plantas previamente

estaban en fotoperidédos cortos. Alternativament®,diferencias podrian deberse a la



comparacion de distintos sistemas experimentakds. étlevado nivel dET se mantuvo

en los sucesivos ciclos inductores (Fig.3.3-b, -@d)y
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Figura 3.3: Correlacion entre el cociente de expresion géninapkantas creciendo
siempre en dias largos o dias cortos (DL/DC) y atdiente de expresion génica en
plantas transferidas de dias cortos al nimero iad@ de ciclos inductores- 1, b- 2,

c- 4 yd- 6. Los puntos corresponden a 65 genes relacionadiboracion segun TAIR.
Se destacan a los genes ¥TGl. La linea 1:1 se incluye como referencia. Laregion

corresponde a la hora 16 desde el comienzo del dia.
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También encontramos una conducta particular pagareGl. Frente a un ciclo
inductor (Fig.3.3-al51 responde de manera similar a aquellas plantasendEcsiempre
en DL (aproximadamente 4.5 veces mas que en DC gmbms situaciones) pero a
medida que aumentan los ciclos inductores la ekpragenética aumenta mucho mas
gue en plantas creciendo siempre en DL (en lag&3d8L3-b, -c y -d) alcanzando en el
sexto dia inductor (Fig.3.3-d) una diferencia deregion de 14 veces en relacion al
DC. Sugiriendo que la sensibilidad del ggéha los ciclos inductores iria aumentando a
medida que pasan los mismos.

Si las plantas integrasen la sefial fotoperiodigaiesndo elModelo de acumulacion de
la sefialen hojaentonces tendria que haber transcriptos con el desexpresion que
acompafe el aceleramiento de la floracion con lo®sc inductivos. Evaluamos la
correlacion entre la expresion genética y el tiemfloracion de estos genes y la Tabla
3.1 muestra los genes que tuvieron un valor p Bagtivo (p<0.05). Observamos que
Gl tuvo una correlacién de -0.89. Esta correlaciamrecporque la expresion @& a
las 16 h (Fig.3.4-a) se mantiene baja y estable plantas creciendo en DC, en cambio
para plantas que estan en DL aumenta gradualmenteslcaumento de los ciclos

inductores.



Tabla 3.I: Coeficiente de correlacion (r), coeficiente de resion (R) y valor-p
asociado entre la expresion genética y el tiempfloeacion para diferentes genes
vinculados al proceso de floracidon. Se muestraramehte los genes significativos

(p<0.05), en la Tabla S.1 del APENDICE se encuelatiésta completa.

Valor p

Gen r R? del r Descripcién

AT2G40080 | -0.99 0.97 0.00026 |ELF4

AT4G38680 | 0.97 0.93 0.00090 | CSDP2/GRP2

AT5G17690 | 0.95 0.90 0.00168 |TFL2

AT2G46340 | -0.93 0.87 0.00257 | SPA1

AT4G32980 | -0.92 0.84 0.00360 |ATH1

AT3G51780 | -0.90 0.81 0.00472 | ATBAG4

AT1G22770 | -0.89 0.78 0.00551 |Gl

AT1G03160 | -0.87 0.76 0.00650 | FZL

AT3G26640 | 0.87 0.75 0.00688 | WD-40

AT5G48300 | -0.86 0.74 0.00729 | ADG1

AT1G25560 | 0.84 0.70 0.00927 |AP2

AT1G27650 | 0.80 0.64 0.01198 | ATU2AF35A

AT1G04870 | 0.80 0.64 0.01227 | Protein arginine N-methyltransferase family protein

AT5G42820 | 0.78 0.61 0.01382 | ATU2AF35B

AT1G18450 | 0.74 0.55 0.01722 | ATARP4

AT4G30200 | 0.72 0.51 0.01966 | VIN3

AT1G65480 | -0.66 0.43 0.02533 |FT

AT2G02560 | -0.64 0.41 0.02652 | CAND1

AT2G44950 | -0.60 0.36 0.03085 |HUB1

AT1G60220 | 0.59 0.35 0.03131 | cysteine-type peptidase

AT1G12910 | -0.59 0.35 0.03165 | ATAN11

AT2G42200 | 0.59 0.35 0.03172 | SPL9

AT4G04920 | -0.56 0.35 0.03203 | similar to hypothetical protein Osl_033047

AT1G64990 | 0.55 0.31 0.03533

AT1G31814 | 0.53 0.30 0.03579 |FRL2

AT4G40060 | 0.53 0.28 0.03788 | ATHB-16/ATHB16

AT3G07650 | 0.53 0.28 0.03788 | COL9

AT4G02440 | -0.52 0.28 0.03803 | EID1

AT5G63980 | -0.51 0.27 0.03851 |SAL1

AT5G02030 | -0.50 0.26 0.03972 | LSN

AT2G22360 | -0.49 0.25 0.04095 | DNAJ heat shock family protein

AT2G32950 | 0.49 0.24 0.04164 | COP1

AT1G01040 | 0.45 0.24 0.04215 |DCL1

AT2G25930 | 0.45 0.21 0.04573 | ELF3

AT5G64930 | 0.44 0.20 0.04653 | CPR5

AT5G37770 | 0.43 0.19 0.04739 | TCH2

AT5G04240 | -0.42 0.18 0.04842 |ELF6

AT1G77080 | -0.41 0.18 0.04932 | MAF1
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Figura 3.4: a- y b-; Expresion genética de Gl y FT para plantas ceedo en dias
cortos y plantas inducidas. Las flechas negrasciadiel nimero de ciclo al que
corresponde el punto. Tiempo a floracion en funa@éros ciclos inductores en plantas

WT y mutantes-gi y d- ft®.

Para corroborar la funcionalidad @ en nuestras condiciones experimentales,
estudiamos la respuesta del tiempo a floracion pkartas de genotipo salvaje WT y
plantas gi-2 que son mutantes nulas del géh (David et al., 2006) (Fig.3.4-c).
Podemos observar que la respuesta gradual deda®IWT a los ciclos inductores
desaparece en las planta2, confirmando que este gen es necesario paradadi@h

del nidmero de ciclos inductores.

@ La evaluacién del mutante ft corresponde al trabajoconjunto con el Lic. Biol. Martin Krzymusky,
becario doctoral del Dr. Casal.
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En principio, las observaciones descriptas sonistmmtes con la ocurrencia de
un mecanismo de integracion del numero de cicldadtores basado en el paulatino
aumento de la expresion @ con el correr de los ciclos inductores y una consete
aceleracion gradual de la floracion (WT en Fig@®.4teniendo en cuenta q@ es un
conocido promotor de la floracion (Hegal.,2000). Sin embargo, este argumento tiene
cierta debilidad. En el experimento de microarreglamamos muestras a la hora 16
desde comenzado el dia y en ese momento la expeisidl es minima. En realidad, la
integral diaria de expresion @& es menor en DL que en DC, ya que la expresion en

DL Unicamente supera a los DC entre las 12 y Mithealet al.,2008) (Fig.3.6).
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Figura 3.5: Patrones diarios de expresion genética de Gl medigor g-PCR para
plantas WT creciendo en D@-(y b-). c- Expresion genética en funcién de las horas del

dia para plantas creciendo en dias cortos (simbolegros) o dias largos (simbolos

blancos).



41

La Figura 3.5-a nos muestra g@¢ presenta un ciclo diario de expresion, regulado po
el reloj (Millar y Kay, 1996), con un pico de expi@ promediando la mitad de las 8 h
de luz (4 h aproximadamente), similar a los da®®xpresion por microarrays de la
Figura 3.5-c basada en datos publicados (Mickéall., 2008). Cuando las plantas
reciben el primer ciclo inductor (Fig.3.5-163) alcanza un pico maximo cerca de las 12
h. Al recibir el segundo ciclo inductor el valor xtdo se mantiene como el dia
anterior. Si bien la marcha de los niveles de esipredeGI no es exactamente igual el
primer y segundo DL, no se observa un aumento gkremo de la expresion dal
durante el segundo dia como si se ve en la Figdra.3Estos resultados refutan el
Modelo de acumulacion de la sef@al hojabasado e&l. Si bien los microarreglos nos
mostraban un aumento gradual de la expresioiddos resultados de g-PCR nos
indican que los cambios producidos en la hora I6 rmtnimos a los cambios que
suceden a lo largo del dia. Un punto no menor essqiconsidera qu&l actua viaFT,
pues regula su expresion (Mizoguehial., 2005; Junget al.,2007; Sawa y Kay, 2011)
y en nuestras condiciones la expresionFdeno aumenta con el niamero de ciclos
(Fig.3.4-b). En efecto,FT tiene una expresion minima que se mantiene espaée
plantas creciendo en DC, cuando las plantas sosféradas a DL aumenta la expresion
de FT, durante el primer ciclo inductor y se mantiene ldstan los sucesivos hasta el
dia 6. Al igual queagi-2, plantasft (mutantes nulos del gdfl) pierden totalmente la
sensibilidad fotoperiddica (Fig.3.4-d) confirmantio importancia de éste gen en el
proceso fisioldgico en cuestion. Los patrones geasion dd-T son consistentes con el
modelo alternativo, elModelo de persistencia de la sefial en hbj&sg.3.4-b). Para
este caso la expresion diferencial B& funcionaria como una sefal que debe
permanecer ininterrumpidamente para acelerar laadion. Cuanto mas dias

permanezca la sefial (dentro del rango de sensith)litienor sera el tiempo a floracion.
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D. La via autdnoma condiciona a la respuesta fotopielica.

FT es el “florigén” de las plantas, el gen que deadena la floracion (Zeevaart,
2006). Su nivel de expresion es el resultado dantkegracion de todas las via de
floracion de la planta (Fig.1.5): la via fotopeiiea] la via de la vernalizacion, la via de
las temperaturas ambientales, la via de la ed#a glanta, la via de las giberelinas y la
via autonoma. Esta Ultima se refiere a un mecanidedloracion constitutivo que
poseen las plantas que garantiza la ocurrenciea dracion a pesar de no haber
recibido un estimulo fotoperiodico. Tradicionalneerge ha considerado a la via
fotoperiddica como independiente de la via auténataehido a que mutantes de genes
asociados a la via autdbnoma no tienen alteradasdpsestas fotoperiodicas (Scortecci
et al.,2003). Si la sefal fotoperiddica es suficients,dmntas florecen a través de esa
via, en cambio si la sefial nunca aparece las planihzan la via autdbnoma. No
obstante, si la sefal fotoperiodica aparece deadmmitante (Fig.3.2) la floracion se
dard seguramente por la via fotoperiddica pero gmbguntarse si la via autonoma
condiciona de alguna manera a la via fotoperioditando esta recibe una sefial
limitada. Tomamos plantas mutantes nulas de gemésda autbnoma y evaluamos su
comportamiento frente al protocolo de los cicladuictores y observamos si interferian
en el proceso de integracion de sefales fotopeasédiLos genes evaluados fueron:
FLC, TFL1, SVPy PCFS4 En la Figura 3.6-a vemos que el mutaifiteadelantd la
floraciéon (3 hojas, comparado con el WT) cuandoplastas crecian en DC (0 Ciclos
inductores) pero respondid normalmente al estiffattperiodico. Es decir, el adelanto
en la floracibn se mantuvo a lo largo de todos dméos inductores denotando un
arrastre en el efecto ya detectado en plantavad#is en DC. Las diferencias entre los

genotipos fueron significativas (p<0,001). El efede los diferentes ciclos inductores
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impacto en igual magnitud para ambos genotipodgptanto no hubo interaccion entre
estos dos factores (p=0,88). De igual manera qu easo anterior, para el mutatfté

observamos un adelanto en la floraciéon (19 hojasosi@ue el WT) en DC y una
respuesta gradual a los progresivos ciclos de d.36-b). La aceleracion del tiempo
a floracion debido al efecto del genotipo (p<0,008& mantuvo en todos los ciclos

inductores sin haber interaccidn significativa emmbos tratamientos (p=0,0915).
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Figura 3.6: Tiempo a floracion medido en nimero de hojas egidundel nimero de
ciclos inductores (dias largos) para los mutarddtc, b-tfl1, c-svp yd-pcfs4. Todos los
mutantes son comparados al WT (genotipo salvaje)c&tla grafico se muestra los
valores p obtenidos luego del analisis estadigbiam el nimero de ciclos, el genotipo

y la interaccion del N° de ciclos con el genotipo

@) Los datos corresponden a experimentos realizadosotaboracion con Santiago Garcia Chafuén e
integran su tesina para optar al grado de Ingeni&grénomo. Junto al Dr. Casal integramos su comité
consejero.
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El genSVPes un inhibidor de la floracion (Hartmaanhal.,2000), los mutantes
svpadelantaron la floracion tanto en DC (26 hojasygarado con el WT) como en DL
(6 hojas, comparado con el WT) pero la respuesta@rakero de ciclos inductores no fue
similar al WT, consecuentemente la interaccionesatnbos tratamientos (n° de ciclos
inductores y genotipo) fue estadisticamente sigatifta (p<0.0001) (Fig.3.6-c). La
respuesta del mutansyp muestra muy baja sensibilidad (el cambio en el mande
hojas a floracion entre un tratamiento y otro)desir, una minima respuesta a lo largo
de los fotoperiodos largos. La sensibilidadsdea los ciclos inductivos fue menor que
para WT, alcanzé un mismo punto de saturacion (nairde ciclo por encima del cual
no hay reduccion en el tiempo a floracion) aunque tiempos a floracion diferentes
(13 hojas, comparado con WT).

El mutante para el geRPCFS4 mostr6 un patron de respuesta que difiere
notablemente de los anteriores y del WT. Se obsernvda Figura 3.6-d qupcfs4
retrasé la floracion y que durante los primerosclos de DL no hay cambios en el
tiempo a floracion, por lo que se va ampliandoiferencia con el WT (4, 13 y 18 hojas
de diferencia para el 0, 1 y 2 ciclos inductorespeetivamente). A partir de 3 ciclos
inductivos hay una reaccion ante la sefial fotop@r&que progresivamente se ajusta en
tiempo (numero de hojas) y sensibilidad (pendiemtdp respuesta de WT. Como
resultado del andlisis estadistico encontramosntaeaccion significativa entre ambos
tratamientos (p=0.0016).

Con el aumento de la sefal fotoperidédica por unamayimero de ciclos
inductores se observa un incremento gradual ded desla via fotoperiédica y una
dilucion del peso de la via autonoma. Sin embdaogogenes 8P y PCFS4clasificados
como “genes de via autbnoma” interactuan tambiénlas respuestas al fotoperiodo.

Exponer plantas mutantes a una serie de ciclosctodkis (y no solo a DC y DL
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permanentes) permitid detectar dicha interaccikist&n mecanismos que vinculan a
SVPy PCFS4conFT, que a su vez es importante para la respuestaeiobdalica. Estas

vias podrian explicar las interacciones que aqdeseriben.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION (PARTE II)
EL FOTOPERIODO COMO REGULADOR DE LA DEFENSA DE LAS
PLANTAS

A. Otros procesos regulados por el fotoperiodo: ledializacion del acido
jasmonico

Ademas de la floracion, otros procesos se venadestpor los DL. Nuestros
datos de expresion global de genes obtenidos niediarutilizacion de microarrays
ofrecen informacion util de respuesta a DL mas d#aos 65 genes relacionados al
proceso de floracion segun TAIR. Los chips de A#irix contienen aproximadamente
24000 genes de los que seleccionamos 7096 genesgpuresta significativa a DL a
través de un ANOVA (p<0.05 y g<0.012). Este grupogenes significativos podrian
contener informacion acerca de estos otros proaegpsdados por el fotoperiodo que
resultan de gran interés conocer.

La agrupacion por patrones de expresion generol®ecs (Fig.4.1). Estos
grupos incluyen genes para los que la expresiddlees menor que en DC (clusters 1,
3,4,5,6,7,17 y 18) y genes cuya expresion ere$mayor que en DC (clusters 2, 8,

9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 19y 20.
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Figura 4.1: Clusters de expresion genética en funcion delpgeedesde el comienzo de
los tratamientos de dias largos (simbolos blangogdijas cortos (simbolos negros). Los

clusters se construyeron con ayuda del programahipQitilizando los 7096 genes
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seleccionados después del ANOVA. Entre paréntggisafel nimero de genes que

componen cada cluster

Tabla 4.1.: Funciones sobre-representadas por los genes gogaoen cada cluster,
con su valor p correspondiente. El analisis seim@aton la plataforma ATCOECIS.

Esta es una tabla resumen, la informacion compdeta&encuentra en la Tabla S.2 del

APENDICE.
Funcion o Proceso (GO terms) valor-ﬂ)
Biosintesis de coenzimas 5.54E-04
Cluster 1 Biosintesis de hormonas 3.89E-02
Activacion de coenzimas 1.43E-04
Cluster 2
Respuesta de defensa 2.61E-01
Respuesta a estimulos de etileno 5.81E-05
Cluster 3| Sefializaciéon mediada por el acido jasménico 2.98E-02
Regulacion positiva del desarrollo 4.08E-02
Actividad en canal de iones 3.13E-05
Cluster 4 -
Transporte polar de auxinas 2.33E-02
Cluster 5 Tropismo 8.81E-07]
Diferenciacion de tricoblastos 1.88E-02
Morfogénesis celular 9.82E-05
Cluster 6 Actividad oxidoreductasa 4.36E-02
Estructura del ribosoma 9.14E-12
Cluster 7 Metabolismo de auxinas 5.65E-02
Metabolismo de nicotinamidas 7.52E-04
Cluster 8 Senfalizacion mediada por el acido abscisico 3.74E-02
Estructura del ribosoma 5.36E-156
Cluster 9 Proliferacion celular 5.16E-02
Actividad helicasa dependiente del ATP 9.78H-06
Cluster 1 Pérdida de pare celular 2.67E-02
Cluster 11 Rep')lic.acién de ADN 1.05E-12
Meiosis | 1.75E-02
Actividad oxidoreductasa 1.10E-07
Cluster 1 fvinad fenilransierasa 3.13E-02
Biosintesis de derivados de aminoacidos 1.43E-10
Cluster 1
Respuestas a UV-B 8.51E-03
Membrana interna del cloroplasto 7.02E{07
Cluster 14 Sefializacion mediada por el acido jasmonico 1.86E-03
Inhibidos de la actividad endopeptidasa 2.68K-02
Actividad liasa carbono-oxigeno 1.39E-02
Cluster 15 -
Transpore de iones 1.33E-01
| Membrana tilacoide 2.80E-12
Cluster 1 Metabolismo de carotenoides 3.27E-02
Cluster 17] Organizacion y biogénesis del citoesqueleto 2.12E-03
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Microtubulos del citoesqueleto 4.94E-02
Fotosistemas 1.84E-09
Cluster 1 Actividad transportadora de iones 3.82E}02
Actividad ATPasa, mecanismo fosforilativo 1.66E-05
Cluster 1 Actividad transportadora del i6n potasio 6.108-02
Transportacion de aminos 3.14E-04
Cluster 2( Sefializacion mediada por el acido jasmonico 9.29E-03
Metabolismo de glicoproteinas 3.93E-02

Cada uno de estos clusters estd conformado poe d@ry 1763 genes.
Utilizando la plataforma ATCOECIS (Vandepoade al, 2009) buscamos para cada
cluster las funciones sobre-representadas. Lodtades estan resumidos en la Tabla
4.1. con las principales funciones que se desprem@d analisis (la lista completa se
presenta en la Tabla S.2 del APENDICE). Es intettesaotar que en tres clusters (3,
14 y 20) aparece sobre-representada la funcidrbdaalizacion mediada por el acido
jasmonico (JA)”. Los JA son oxilipinas que juegamral importante en la activacion de
la defensa de plantas a ataques de herbivorosayiengos patdogenos (Browse, 2009;
Chunget al.,2009; Fonsecat al.,2009; Howe, 2010; Ballaré, 2011). Nos ayudamos de
una lista confeccionada por Goelaal. (2008) de 759 genes regulados por JA indicando
si son promovidos o inhibidos por esta hormona IET&h3 del APENDICE). La
expresion génica de 467 de esos genes fue afesstadficativamente por los DL. En la
Figura 4.2-a y -b podemos ver el patron de expned@genes promovidos y de genes
inhibidos por JA respectivamente. Observamos quells genes que se promueven
con la presencia de JA también tienden a ser prmo®yor los DL y los genes que se
inhiben con JA tienden a ser inhibidos por los [Estos resultados nos permiten

interpretar que en DL se eleva el nivel de sefalhirapor JA.
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Figura 4.2: Patron general de expresion degenes promovidos por JA (318 genes) y
b- genes inhibidos por JA (149 genes) en funciontidetpo desde comienzo de los
tratamientos para plantas creciendo en dias cor{esnbolos negros) y plantas

inducidas con dias largos (simbolos blancos).

B. Vias de interaccion entre el fotoperiodo y JA a\tés de expresion de genes.
La plataforma ATCOECIS propone una lista de 27 gefieabla S.4 del
APENDICE) involucrados en la “Sefializacion medigda JA”, 13 de ellos mostraron

efectos significativos (p<0.05) del tratamientofmriodico (Fig.4.3).
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Figura 4.3: Expresion de los genes involucrados en la sef@mamediada por acido
jasmonico (ATCOECIS) en funcion del tiempo desdemienzo de los tratamientos de

dias largos (simbolos blancos) y dias cortos (slotonegros).

La percepciéon del jasmonoyl-iso-leucine (JA-lld),aminoacido conjugado bioactivo
del JA, lo realiza la ubiquitin ligasa SE¥ Cuando la proteina F-box CORONATIVE-
INSENSITVE1 (COI1) reconoce a JA-lle se disparauldquitinacion y posterior

degradacion proteosomal de la proteina JASMONATHE DOMAIN (JAZ) que



53

reprime la expresion de genes de respuesta al dfaf8, 2011). La Figura 4.3 muestra
aJAZ3con una baja expresion en DL comparados con lasLR@onjugacion de JA a
su forma perceptible JA-lle esta catalizada por enaima codificada por el gen
JASMONATE RESISTANCHKEIARY), los transcriptos de este gen aumentan en tejidos
con heridas y su funcion es importante solo emptaseras horas de haberse producido
la lesion (Suza y Staswick, 2008AR1esta envuelto en la sefalizacion de rojo lejano
(RL) mediada por phyA y es un supresor de COP1lefHsi al, 2000). En nuestros
experimentos, los transcriptos d&R1se matienen altos con los DL (Fig.4.3). El JA
también puede metilarse a metil-jasmonico (MeJA9 fyunciona como sefial enddgena
de la defensa de las plantas, esta reaccion dizadsapor la enzima S-adenosyl-L-
methione:jasmonic acid carboxyl methyltransferasgodranscripta]ASMONIC ACID
CARBOXYL METHYLTRANSFERAGIMT) se acumula en tejidos dafados, la sobre-
expresion causa incrementos de MeJA sin alteraoetenido de JA y aumenta la
resistencia a la infeccion del honBotrytis cinereaTurneret al.,2002). La Figura 4.3
nos muestra que los niveles dMT aumentan en DL hasta cuatro veces mas en
comparacion al DC.

MYC2 es un factor de transcripcion que contienedominio bHLH (Basic
Helix-Loop-Helix), es uno de los principales comeotes de la sefializacion de JA
(Lorenzo y Solano, 2005) y actua como activadoeprasor de la expresion de varios
genes de respuesta al JA (Loreretoal., 2004). MYC2 es también conocido como
JASMONATE-INSENSITIVEDIN1), RD22BP1 RAP-10 ZBF1 (Bergeret al., 1996;
Abe et al., 1997; De Pateet al., 1997; Yadawet al., 2005). Regula negativamente la
expresion de los genes de respuesta alPDx1.2 CHIB/PR3y HEL/PR4 que
participan en la defensa contra ciertos patogeindgrsonet al.,2004; Lorenzeet al.,

2004). Consecuentemente, plantas mutambgs2 muestran un incremento en la
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resistencia a patdgenos confélectosphaerella cucumeripaBotrytis cinereay
Fusarium oxysporunfAndersonet al., 2004; Lorenzoet al., 2004). El resultado de
nuestro ensayo de microarrays muestra un increngntos niveles d&YC2 con los
DL. ElI mutantemyc?2 también presenta altos niveles de transcriptoE tdYLENE
RESPONSE FACTOR (ERF2 que codifica para un regulador positivo de geies
defensa dependientes de JA y su sobreexpresioa aarementos en la resistencia a
Fusarium oxysporum(McGrath et al., 2005). En nuestros experiment&RF2 se
comporta de manera similar en ambos fotoperiodogjueua los 6 dias del cambio
fotoperiddico muestra un mayor nivel en DL en corapi&n con el DC.

El JA activa a Mitogen-Activated Protein KinaseMRK6) que es componente
importante en la cadena de transduccion de esth @&tkahashet al.,2007) y el nivel
de sus transcriptoATMPKG bajoé en los DL (Fig.4.3). Del mismo modo la piote
MPK4 que actia de represor de las defensas indupmtaetileno y JA (Petersen al.,
2000; Broderseret al., 2006) mantiene elevado el nivel de transcriptosDan
(ATMPK4 Fig.4.3).

Por dltimo, algunos genes menores aumentaron cenDlo. WRKY70y
SYNTAXIN OF PLANT 125YP122 WRKY70es un componente de la sefalizacion
del JA actua reprimiendo genes de respuesta as@&¥ypyopone como un componente de
la ruta metabdlica del JA y el acido Salicilico {S#n efectos antagonistas @t al.,
2004). SYP122es un regulador negativo de las defensa de lagaglaArabidopsis
mutantes nulasypl2ly sypl22presentan una baja resistencia a la penetracibn de
hongo que produce mildiu (Zhaeg al.,2008). Otros genes menores disminuyeron con
los DL: RIBONUCLEASA IRNS), ATCUL1, RADICAL-INDUCED CELL DEATH 1
(RCD]) y AT5G44030 El genRNS1se expresa en tejidos danados (Gfederal,

2001). ATCUL1 codifica para una proteina que compone al com@&jé ubiquitin
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ligasa que participa en las respuestas al JA (&ray, 1999).RCD1cumple funciones
en la respuesta a estreses abidticos (Teotia y La61D). AT5G44030codifica para
una enzima celulosa sintasa que participa en Isiriigsis de la pared secundaria que

confiere mayor resistencia al ataque de patégefios €t al.,2012).

C. El fotoperiodo como regulador de la resistencialde plantas al ataque de
hongos patogenos.

Las funciones sobre-representadas en los clusteexmresion nos indican, que
la sefializacion por JA esta siendo alterada poblog¢Tabla 4.1) afectando algunos de
los principales genes de esta ruta (Fig.4.3). ¥eln los genes promovidos por JA son
promovidos por los DL y los genes inhibidos porsbh inhibidos en los DL (Fig.4.2)
indicando que la sefalizacion por JA es positivamerfiectada por DL. Conociendo
que JA actua sobre las defensa de las plantasa(Bafl011), podemos hipotetizar que
la sefal fotoperiddica de DL aumenta las defensakasl plantas haciéndolas menos
susceptibles al ataque de patdgenos a través dem@mento en las sefiales mediadas
por JA.

Para poner a prueba esta hipotesis cultivamosgslat@Arabidopsissiguiendo
el mismo protocolo de los ensayos anteriores y @hento del cambio fotoperiodico
inoculamos ambos grupos de plantas (DC y DL) cqoras del hongo necrotréfico
Botrytis cinerea Este hongo patégeno pertenece al grupo de lasrdsetos, produce
esporas sexuales como también conidios (fase dpealagados en conidiéforos,
ocasionan enfermedades en las plantas que apam@meon cancrosis, tizones,
antracnosis, marchitamientos vasculares, manchiase® y del fruto, pudriciones del
fruto, tallo y raiz, asi como pudriciones blandagrios, 2007).Botrytis es utilizado

como modelo de hongo patdgeno para infectar plamasioensayos que integran la
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sefalizacion de JA y la luz y evaluar la suscelpddoil de las plantas. Cerrudd al
2012 vieron que bajas relaciones rojo / rojo lejéRARL) reduce la resistencia de las
plantas al ataque dotrytisdebido a su efecto sobre los genes de sefalizdelQIA.

En la Figura 4.4-a se muestran los resultados @b dausado por el hongo
(area infectada) para los diferentes tratamiemdp@yando nuestra hipotesis de una
mayor resistencia promovida por DL, observamoslgselantas WT (Col0) tuvieron
una menor ocurrencia de lesiones ante el ataqueotigtis cinereaal pasar a DL en
comparacion con los DC. Esta mayor resistenciaipatiberse a la prolongacion de la
actividad fotosintética o por la accion de la sefubperiodica percibida por los
fotorreceptores. Evaluamos plantas triples mutatdéegenes de fotorreceptorgdhyA
cryl cryd que no perciben la sefial fotoperiodica sin afdatactividad fotosintetica.
Estas plantas no respondieron a los DL. En DC l@stgsphyA cryl cryZuvieron la
misma area infectada que en DL y el mismo nivehfleccion que plantas WT en DC
(Fig.4.4-a), indicando que la mayor resistencidedsida a la sefal fotoperiodica de DL
y no simplemente a la mayor disponibilidad de laragfotosintesis.

Para el caso de la floracion, el fotoperiodo esipelo por los fotorreceptores
phyA, cryl y cry2 (Johnsoat al., 1994; Guocet al., 1998). En el caso de la floracion,
estos fotorreceptores reducen la actividad de C@Pinenos en parte debido a la
interferencia con la formacién de un complejo e@@P1 y proteinas SPA1 (Said
al., 2003). En plantulas etioladas, la exposicidénlazacausa la relocalizacién de COP1
desde el nucleo (donde estan sus blancos) hacitbgbl incrementando de este modo
la abundancia de los factores de transcripcionpgomueven la fotomorfogénesis en el
nacleo (Osterlund y Deng, 1998), pero cambios arbleacion sub-celular no han sido
descriptos para COP1 en respuesta al fotoperiogndu&mos la susceptibilidad de dos

alelos decopl(copl-4y copl-g, los resultados se presentan en la Figura 4.4bsy
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muestra que los mutantes pierden la respuestdogieidodo con una alta resistencia al
atague de patogenos tanto en DC como en DL. Elidiezstada deopl-4y copl-6fue
similar al area infectada del WT en DL, sugirierglee la sefial fotoperiddica de DL
percibida por phyA, cryl y cry2 aumentaria las vespas a JA a través de COP1 ya que

los mutantesoplse comportan en DC como si estuvieran en DL.
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Figura 4.4 Dafio ocasionado en las hojas por Botrytis cine(dsea infectada) para
plantas creciendo en DC y después de la inoculasignieron en DC (barras negras)
o pasaron a DL (barras blancas) para diferentesajgrosa- WT (control), phyA-cryl-
cry2 'y myc2ph- WT (control), copl.4 y copl.6. El area infectadarsdio transcurridas
48h desde la inoculacion. Distintas letras indicdiferencias significativas (LSD de

Fisher, nivel de significancia=0,05).

Por otro lado, plantas mutantes/c2tienen una alta resistencia al ataque de
hongos patdgenos debido a un aumento de las dsfeeSalizadas por JA (Andersein

al., 2004; Lorenzoeet al., 2004). Estos mutantes mantuvieron una alta resisteen
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ambos fotoperiodos (Fig.4.4-a) indicando que elemimconstitutivo de la sefial de JA
en plantasnyc2diluye el efecto de los DL.

Todos estos resultados permiten aseverar que losofdtgan una mayor
resistencia al ataque dgotrytis cinereaa través de un aumento en la sefalizacion
mediada por JA. Varios componentes de la sefafizade la luz (fotorreceptores)
afectan la expresion de genes de respuesta al &a(Ky Manners, 2011). La
exposicion de plantas a luz UV-B promueve la exprede genes de biosintesis de JA
y una rapida produccion de la hormona (lzagugteal., 2003). UV-B regula la
expresion de genes de estrés que aparecen atereragtentas mutantes del geaml
con reducida sensibilidad al JA. El exceso de lsensado por criptocromos y
fototropinas (Liet al.,2009), causa estrés en las plantas e induce tas&p de genes
para ayudar a la planta a aclimatarse, la expredenes de biosintesis y sefalizacion
de JA también inducidos por JA (Rosstlal., 2007). La calidad de luz dentro de un
cultivo es un regulador critico de la sefalizadénJA (Morencet al.,2009; Demkura
et al., 2010). Plantas creciendo en canopeos densos gem teaciones R/RL o
expuestas a luces RL presentan una menor resstendds insectos herbivoros
(Izaguirreet al., 2006; Morencet al., 2009). Tallos de tomate expuestos a RL reducen
los niveles de JA (Cagnolet al., 2012). Bajas relaciones R/RL, percibidas por el
fitocromo B (PhyB), regulan negativamente las respas al JA (Morenet al., 2009;
Suzukiet al.,2011). También se ha observado que plantas de @i®et al.,2011) y
Arabisopsis(Kazan y Manners 2011) mutantes nulas de fotopteces mostraron
mayor susceptibilidad a hongos patégenos, entos Bitrytis cinerea(Cerrudoet al.,
2012). La sefializaciéon del JA es controlada poalssfinternas y externas que proveen
a la planta informacién acerca del estado fisi@dgy el contexto ecoldgico que la

rodea (Ballaré, 2011). La sefal fotoperiddica ayadks plantas a ubicarse en las
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estaciones del afio y ajustarse a su entorno, nadstflazgos nos permiten inferir que
esa informacion también le sirve a las plantas pegalar la resistencia a los ataques

estacionales de patdgenos.
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CAPITULO 5: RESULTADOS Y DISCUSION (PARTE III)
EL FOTOPERIODO COMO REGULADOR DEL PROCESO DE ABORTO

A. Regulacion de la expresion génica de las proteican Arabinogalactanos
(AGPs)

Del analisis estadistico de la expresion global gémes en respuesta al
fotoperiodo aflora un comportamiento llamativo ds bgenes que codifican para las
proteinas con Arabinogalactanos (AGPs). Los AGPs glicoproteinas vegetales
conformada por una proteina central glicosilada poo o mas complejos de
carbohidratos que tienen como principal componkst@zicares galactosa y arabinosa
(Acosta-Garcia y Vielle-Calzada, 2004). Las plantds Arabidopsis contienen
aproximadamente 47 genes que codifican para estdiaa(Schultz et al., 2002),
muchos AGPs presentan en su estructura domiféseitlin-like’, esta subfamilia de
proteinas se denominanFdsciclin-Like Arabinogalactan-protein(FLAS)” y en
Arabidopsis son cerca de 21 genes los que codifican para tggiede proteinas
(Johnsoret al., 2003). En nuestros experimentos, 18 genes qudicardipara AGPs
mostraron una respuesta significativa al fotoperipd4 de ellos lo hacen con el mismo
patron (Fig.5.1). Se observa que los niveles deesign se mantienen bajos al final del
dia y cuando termina la luz los niveles ascienB®nDC lo niveles estan bajos a las 8 h
de comenzado el dia pero cuando las plantas padah l@s niveles minimos se
prolongan por mas tiempo. Por lo tanto, en DL lpregién de una gran parte de los

AGPs es reducida.
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Figura 5.1: Expresion de los genes AGP y subfamilia FLA enifundel tiempo desde
el comienzo de los tratamientos de dias largos b@ios blancos) y dias cortos

(simbolos negros).

El AGP con efecto mas significativo (p=0.000000&42)el gen que codifica para
FLA9. Dada la marcada respuesta a fotoperiodoxiaks de la floracion, evaluamos
el efecto deFLA9 sobre la floracion inducida por DL en dos alelagtantes nulos de

ese gen:fla9-1 y fla9-2 En la Fig.5.2 observamos que, si bien hay untefec
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significativo del genotipo en ambos casos, losop&ts son inconsistentes. El alé&®-
1 pareciera actuar como promotor de la floraciomings que el alelda9-2 actuaria en
el sentido contrario, inhibiendo a la floracion.tdss resultados no demuestran la

participacion dé-LA9 en el proceso de floracion.
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Figura 5.2: Tiempo a floracion medido en nimero de hojas egidundel nimero de
ciclos inductores (dias largos) para los mutaraef$a9.1, b-fla9.2. Todos los mutantes
son comparados al WT (genotipo salvaje). En caddigy se muestra los valores p
obtenidos luego del andlisis estadistico para emarfo de ciclos, el genotipo y la

interaccion del N° de ciclos con el genotipo.

Es interesante notar que en experimentos paradedéssa tesis doctoral, llevados acabo
durante el mismo periodo, encontramos cambios erdeesion de genes de AGPs que
nos hicieron pensar en una funcion distinta a lacdatrol de floracién. En efecto,

identificamos genes cuya expresion en la partergurpie la espiga de maiz entre 2y 6
dias después de la polinizacién (DDP) correlacipositiva o negativamente con el

aborto de granos en la misma porcién de la espigalantas de maiz de dos hibridos
cultivados en distintas condiciones de estrés pmuia y densidad de siembra
(Materiales y Métodos S.1 del APENDICE). Entre tgmnes correlacionados con el

aborto encontramos genes vinculados a la congtitucie la pared celular, al



64

metabolismo de carbohidratos, a la senescencajrauérte celular programada y a la
embriogénesis; todos procesos que la literatureulande algin modo con el aborto de
ovulos fecundados. Entre los genes identificadas rnayor correlacion se encuentra
cuatro sondas que representan a 3 genes que aadgara AGPsZm010066_ x_at

Zm0100166_atZm013703_x_ahomologo deé-LA1L de Arabidopsisy Zm014734_x_at

que es homologo deLA9 de Arabidopsis(Fig.5.3). Vemos que a los 4 DDP hay una
correlacion negativa entre la expresion genétieanjimero de granos abortados en la

punta de la espiga, que es la zona critica de@utia de abortos en maiz.
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Figura 5.3: Correlacion entre granos abortados y expresiomtga de AGPs y
subfamilia FLAs en espigas de maiz a 4 DDP. Lasitpk corresponden a dos
cultivares NK880 y NK900 pertenecientes a Syngesgmbrados en densidades alta

(10 pl m?) y baja (6 pl i), sometidos a sequias tempranas o tardias. Selaleta
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nombre del gen en maiz, el nombre del gen hom@ogbrabidopsis, el coeficiente de

regresion y su correspondiente valor p.

A mayor expresion de AGPs menor es la ocurrencialaetos, sugiriendo que estas
proteinas cumplen un rol en la viabilidad del edori Algunos autores ya han
documentado que la inhibicion de AGPs causa lactcidn de la muerte celular
programada (Gao y Showalter, 1999) y las respuestasridas (Guan y Nothnagel,
2004) en cultivos celulares deabidopsis También emBrassica napugNabo) los AGP
son importantes para la iniciacion y mantenimiestdéola embriogénesis (Targg al.,
2006) que es el proceso mediante el cual se gemermbrion a partir de un 6vulo
fecundado (Taiz y Zeiger, 2010). En cereales loa@ducen la embriogénesis en
embriones cultivadosiri vitro” en trigo (Letarteet al. 2006), en cebada (Paie¢ al.,
2003) y en maiz (Borderiest al., 2004). Todo los resultados publicados hasta el
momento se refieren siempre a trabajos minuciosdstgllados en laboratorio, con

cultivos celulares o cultivo de embriones Vitro” bajo condiciones controladas.

B. Localizacion y funcién de los AGPs en 6vulos daim

Sabiamos que los AGPs estan distribuidos a lo latgotoda la planta,
particularmente en la superficie celular cumpliendgportantes funciones en el
crecimiento y desarrollos de las plantas, en lawooacion célula a célula, en la
proliferacion celular y el crecimiento embrionariMajewska-Sawka y Nothnagel,
2000); y también contdbamos con nuestros resultdedarrelacion negativa entre su
expresion y el aborto. Conocimos la localizacioriadeAGPs en 6vulos fecundados de
maiz a 4 DDP tefiidos con colorantes (Materiales étodos S.3, S.4 y S5 del

APENDICE) que se adhieren a estas proteinas (Big)5.Examinando el preparado
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vemos que los AGPs aparecen en todas las céldlaswe pero principalmente en los
haces vasculares, en la base del nucelo y en @opleriferia del pericarpio. Los AGPs
ocupan lugares esenciales dentro del 6vulo pagadtacion del embridbn como son los
haces vasculares que es la via de ingreso dettmssimilados y la base del nucelo que

es la zona donde se diferenciara el embrion ycogrerma.
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Figura 5.4 a- Ovulo fecundado de maiz a 4 DDP tefiido con lostieas de Yariv
para visualizar la localizacién de AGPs en losdef.b- Metodologia utilizada para la
aplicacién de los reactivos de Yariv sobre lasdioifemeninas de maiz a 4 DOR.
Granos abortados en espigas tratadas geglucosy! yp-Mannosyl para dos cultivares
AX886 y AX852. El cuadrante muestra el aborto redtute espigas no tratadas
(Control) y el aborto en espigas manipuladas a da& se le agregd agua destilada

(Agua). * significa p>0.05.

Para evaluar si la correlacion negativa entre faesion de genes de AGPs y el
aborto es parte de una relacién causal, investigdanuncion de los AGPs en el aborto
de granos de maiz en plantas cultivadas a campizantdo una herramienta
experimental farmacoldgica. La misma estd basadad@n colorantes sintéticos

llamados “Reactivos de Yariv’ (Seifert y Robert602). Uno de ellos es gtglucosyl
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que actua precipitando a los AGPs impidiendo sicittmamiento, el otro es €l-
Mannosyl con una estructura idéntica al anterioo geie no precipita a los AGPs y es
usado como control negativo (Yaet al.,1962). Usando esta técnica se han estudiado
los multiples roles de los AGPs en las ultimas dasa(Seifert y Roberts, 2007).
Aplicamos los reactivos de Yariv sobre flores fetaoas (4 DDP) en espigas de maiz
creciendo a baja densidad, libres de enfermedades yina polinizacion sincronizada
para minimizar inconvenientes con la fertilizac{éig.5.4-b). Se agrego una condicion
control con agua destilada para evaluar el gradabdeto causado por la manipulacion
de la espiga, que fue comparada con plantas queaisieron ningun tratamiento.
Contabilizamos los granos abortados 20 d despuds aglicacion y los resultados se
observan en la Figura 5.4-c. Vemos que la aplicad@p-glucosyl causa un mayor
aborto que el control negativ@-Mannosyl para dos hibrdos comerciales de maiz
AX886 y AX852. La precipitacion y posterior inhimba de los AGPs debida @
glucosyl causo el aborto de los granos de maizasal el significado funcional de la

correlacion negativa existente entre la expresenetica y el aborto.

C. Regulacion del aborto por el fotoperiodo, el @ FLA9

Los resultados expuestos nos permiten hipotetzadas AGPs participan en el
mecanismo de control de abortos y aure Arabidopsisese mecanismo posiblemente
esté regulado por el fotoperiodo. Para probar raubgbétesis contabilizamos el aborto
de plantas dérabidopsismutantes d&LA9 (fla9-1) creciendo bajo fotoperiodo de DC
o DL. Los resultados se pueden visualizar en largi¢.5. En primer lugar podemos
destacar la mayor ocurrencia de abortos en DL empacaciéon con DC para ambos
genotipos (p>0.0001). En segundo lugar podemosdrsgue en DL el mutanf&a9-1

tuvo una mayor tasa de abortos en comparacionldMT eEsa diferencia no se observa



cuando las plantas son cultivadas en DC. Esto#fadss indican que en DL aumenta la
proporcion de granos abortadosArabidopsispor mecanismos no conocidos, pero la

mayor expresion deELA9 en esas condiciones parcialmente compensa laeygatina.
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Figura 5.5: Tasa de aborto de plantas de genotipo WT vy flagetiendo en dias cortos

y dias largos. Letras diferentes significan diferi@s significativas (p>0.05).

Podemos deducir que los AGPs forman parte de uramsno de control de
aborto que esta conservado en las plantas ya geecsentra edrabidopsisy maiz,
gue ademas esta regulado por el fotoperiodo. B8 especies se ha documentado el rol
que tienen el foroperiodo en el establecimientdadeestructuras reproductivas y sus
consecuencias sobre la descendencia. En trigo (P@&lintas fechas de siembra
exponen a las plantas a diferentes condicionegddtidicas (DC o DL). Los DL
aceleran la tasa de desarrollo de los flosculadaathndo el tiempo en el que alcanzan
la mayor tasa de crecimiento y reduciendo el nurderfiores fértiles por espiguilla al
momento de la antesis (Gonza&tzl.,2003; 2005; Mirallegt al.,2000). El niumero de
flores fértiles es un componente clave en el remdito del trigo ya que define el
namero de granos (Fisher, 1984). Ghigliagteal (2008) demostraron que los DL

actian de sefial que promueve la expresion de gegesndo positivamente procesos
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de autofagia en los flosculos que determina el mande flores fértiles previo a la
antesis. Asi como en otras especies, nuestrogadssinos permiten concluir que en
Arabidopsislos DL disminuyen los niveles de AGPs causando mmagor tasa de
abortos, mecanismo que le permitiria ajustar gliastas el niumero de semillas de su

descendencia en funcién de las condiciones amhesritaperantes.
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CAPIULO 6: CONCLUSION Y CONSIDERACIONES FINALES

A. Conclusion general

De todas las sefiales ambientales que llegan arapla sefial fotoperiddica es
una de las mas estables. Tiene una variacion dandatina y un ciclo anual que se
repite afo tras afo, convirtiéndola en una fuemendormacion fiable con la que
evolucionaron las plantas. Esta sefal fotoperiO@icarve a las plantas para ubicarse en
las estaciones anuales, ajustarse a su entorrftny éetiempo a floracionArabidopsis
(PDL) requiere de sucesivos DL para acelerar sadion, la integracion de esta sefial
fotoperiddica es a través de la persistencia delesvaltos de expresion del geficon
maximos relativamente estables en ciclos sucesitos. resultados de nuestros
experimentos nos permiten asegurar que el fotap@rademas de controlar el tiempo a
floracion, sirve de sefial para ajustar el nivel lae defensas de las plantas ante

patogenos y regular la tasa de aborto de semillas.

B. Conclusiones parciales

B.1. El fotoperiodo como regulador del tiempo a floraai

El fotoperiodo es una de las principales fuentasfdemacion para las plantas y
define uno de los eventos fisiologicos mas traseetes desde el punto de vista
agronomico del ciclo de vida de los cultivos: lardicion. Conocer los cambios
causados por el fotoperiodo es de interés desdschkla ecofisioldgica, evaluando el
comportamiento a campo, hasta la escala molecoladed estan las bases genéticas
responsables en parte de esos comportamientos. trhascriptomas de plantas
creciendo siempre en DL son diferentes que en DiCh@alet al.,2008). En esta tesis
demostramos que un soélo ciclo de DL en plantadrddidopsiscreciendo en DC es

suficiente para inducir cambios en la expresiomelees vinculados a la floracién que
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en buena medida reproducen aquellos causados posieones prolongadas a DL, a
pesar de que ese Unico DL no es suficiente paaamzdc el minimo tiempo a floracion.
En nuestras condiciones fueron necesarios 3 DLgsdtaar la induccion fotoperiddica
de la floracion emrabidopsis La aceleracion de la floracion fue gradual al ento de
ciclos inductores hasta minimizar el tiempo a ftoda el tercer DL. El mecanismo que
tienen estas plantas para distinguir entre el prisegundo y tercer DL, integrando
temporalmente la sefial fotoperiddica, seria laigteria en el tiempo de una sefial que
es la expresion alta d€T en DL. Con 1 DLFT aumenta su nivel de expresion, a los 3
DL la expresion diferencial dET es similar al primer DL. Para saturar la induccion
fotoperiddica seria necesesario que la expresi@nedicial deFT permanezca durante
tres dias. Probablemente, en el apice la permanaleiFT por encima de ciertos
valores minimos mantendria los procesos de indudbidal hasta alcanzar el menor
tiempo a floracion al 3 DL.

Si bien FT es el principal gen de la floracion, muchos otgemes menores
colaboran en el evento. Los DL inhiben la expresié@mgenes que retrasan la floracion y
promueven la expresion de genes que aceleranrégifbm, potenciando asi la respuesta
a la floracion. También los DL promueven la expgrestde genes que retrasan la
floracion y reducen genes que aceleran la florac@ntrarrestando la respuesta
fotoperiodica. EI momento preciso de la floraciésultard entonces de un balance entre
fuerzas positivas, que potencian la sefial de Oueszas negativas, que contrarrestan la
sefial de DL. Ademas, cuando la sefal fotoperiddigarece de forma limitante la
floraciéon ocurrird por medio de la via fotoperi@igero la respuesta es condicionada

por la via autbnoma.
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B.2. El fotoperiodo como regulador de la defensa de pdentas

Las defensas de las plantas mediadas por JA saradag por sefales
luminosas causadas por plantas vecinas (Balladd,)2&n esta tesis demostramos que
ademas las sefiales fotoperidédicas son importagtesgue los DL fortalecen la
resistencia potenciando la sefializaciéon por JA. Daspromueven la expresion de
genes cuya expresion es promovida por JA y reptamexpresion de genes cuya
expresion es también reprimida por JA. En nuesé&qgserimentos con plantas de
Arabidopsisinfectadas corBotrytis cinereala menor suceptibilidad de las plantas en
DL no fue causada por la mayor actividad fotosicéétlebida a la prolongacion de las
horas de luz, ya que los triples mutanpéyA cryl cry2(que no perciben la sefal
fotoperiodica) tuvieron la misma area infectadaD&hy DL, con el mismo nivel de
infeccién que plantas WT en DC. Indicando que &deriodo es una sefial que regula

la sefalizacion del JA y las defensas de las @anta

B.3. El fotoperiodo como regulador del proceso de abate semillas

El éxito reproductivo de wuna planta también impligarantizar el
establecimiento de la progenie. Para ello la plarddre, ademas de dotar a las semillas
con las suficientes reservas y un adecuado cod#gblproceso de la germinacion,
también debe ajustar el nimero de semillas quediapara regular la competencia de
la progenie (Sadras, 2007). Nosotros demostrama@s eu los DL, cuando las
condiciones son favorables porque se extiendetilddad fotosintética y produccion de
fotoasimilados, se dispara un mecanismo de abagtagrdnos en las silicuas de
Arabidopsis que serviria para adecuar la fecundidad de latplgngarantizar el
establecimiento de la progenie. Este mecanismoglegue estan involucradas las

proteinas con AGP, esta conservado en maiz acc@radituaciones de estrés hidrico.
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APENDICES

MATERIALES Y METODOS SUPLEMENTARIOS

S.1. Genotipos, condiciones de cultivo y disefio expentaé del experimento
con sequia$

El objetivo del experimento con sequias fue caraetelos niveles de transcriptos
en la porcion apical de espigas de maiz 2, 4 yaB tliego de la polinizacion, y
contabilizar el aborto de granos en madurez figiclh Se sembraron los cultivares de
maiz NK880 y NK900 de Syngenta (portadores delsggan Bt) a dos densidades (6 y
10 plantas M) en el campo experimental de la Facultad de Agrdaode la
Universidad de Buenos Aires (34° 25" S, 58° 25" Adjentina, en diciembre de 2005.
Las parcelas contenian una capa de 180 cm de Bastm arcillo limoso (Argiudol
aérico, segun taxonomia USDA) sobre el loess nd)o Las parcelas se sembraron
manualmente para garantizar la densidad deseatideras distanciadas a 50 cm. Cada
parcela, de aproximadamente 25 fue aislada mediante un film de polietileno dé 50
mm de espesor 2 m de profundidad para impedirug tateral de agua y se irrigo
mediante un sistema de riego por goteo controladudependiente. Las parcelas se
protegieron de la lluvia mediante un refugio autbooade lluvia. Un techo de
policarbonato transparente se desplegaba sobpaiteslas en forma inmediata cuando
se humedecia el sensor de lluvia y se retraia cuaste se secaba. El cultivo se
mantuvo libre de malezas, plagas y enfermedadeseftilizado con 10 g de Nfa la
siembra y en V6 y se irrigé cuando fue necesario.

El experimento tuvo un disefio en parcelas sub-subidas 6plit-split-plo), en
el cual se asigné el tratamiento de sequia a laef@amprincipal (3 parcelas por

tratamiento). Se incluyé una condicién control bieigada, un tratamiento de sequia

@) El experimento a campo fue realizado por el Ingr. MSci. Claudio A. Chimenti
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temprana (i.e., sequia durante etapas tempranaslegalrollo de la espiga) y un
tratamiento de sequia tardia (i.e. sequia en flompc Cada parcela contenia 4
subparcelas resultantes de la combinacion del ipengt la densidad de siembra
(NK880 a 6 plantas ) NK900 a 6 plantas #) NK880 a 10 plantas ¥y NK900 a 10
plantas rf). Las sub-sub parcelas correspondieron a losnthstimomentos de
muestreo. La porcion apical de las espigas fuecbasia 2, 4 y 6 dias luego de la
polinizacién. Estos momentos de muestreo se atigieonsiderando que 8 dias luego
de la polinizacion, las sefiales de aborto ya sadeptes en términos de tamafo y
morfologia de los granos.

El experimento incluyé 3 condiciones de irrigaci@n 3 repeticiones x 2
densidades siembra x 2 cultivares x 3 momentosustreo: 108 muestras procesadas
independientemente para cuantificar la variabilitb@mlogica. Para cada muestra, se
agrupo la porcion apical de al menos 3 espigas phtraner datos representativos.
Todos los muestreos se hicieron al mediodia pataré& interferencia con los patrones
diarios de expresion génica. Para determinar elenoiimie granos abortados en el tercio
apical de la espiga, 6 plantas (cada una rodeagdadés intactas y espaciadas a la
densidad deseada) fueron cosechadas de las hirasles de cada sub-parcela (i.e.,
para cada una de las tres repeticiones de cadarw@xidn de condicion de irrigacion x
densidad de siembra x genotipo) en madurez fisicdd@apa negra visible).

En el tratamiento de sequia temprana el riego teerimpi6 26 dias luego de la
siembra y los primeros signos de marchitez se t#etat 18 dias después, cuando las
espiguillas apicales (40% superior) de las espigpesentativas estaban en estados de
desarrollo temprano. En este momento, los estiglaltgrcio superior de las espigas de
los controles irrigados ya habian emergido. La geraria de los estigmas del tercio

superior de los tratamientos de sequia tempranamoincuando el riego ya habia sido
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reestablecido y las plantas estaban bien irrigddativa este tratamiento, que eventos
de sequia durante la formacion de los 6vulos puadestejar indicios morfologicos del
estrés y sin embargo afectar el destino de losogrdmego de la polinizacion. El
tratamiento de sequia tardia comenzo6 44 dias ldeda siembra y los primeros signos
de marchitez se detectaron 17 dias después, antpgedos estigmas del tercio superior
de la espiga fueran visibles y finalizé durantdexlado de granos. En ambos casos, el
tratamiento de sequia durd 37 dias. El potenciz a@g las hojas al atardecer se registro
en 6 plantas (3 plantas por maceta de dos mactii@&Zgndo una bomba de presion.
Para evitar la falta de polen debido al retraseleshesarrollo de las espigas en
respuesta a la sequia, se incluy6é una parcelaifigada sembrada 10 dias mas tarde
que el resto del experimento. La polinizacion g® manualmente entre las 10:00 y las
12:00 con polen fresco recién recolectado de pargainas. Antes de la emergencia de
los estigmas, las espigas se cubrieron con boksampel blanco. Todos los estigmas
expuestos de estas espigas, fueron polinizados aimaa@nte en forma simultanea, el
quinto dia luego del comienzo de la emergenciandesstigmas (i.e. los 6vulos de la
base y el apice de la espiga recibieron el polemulsineamente). Se utilizé esta
metodologia para minimizar el efecto inhibitoriolde ovarios de la base de la espiga
fecundados tempranamente sobre el desarrollo devasos del apice fecundados
tardiamente, y el concomitante aumento del aboeolod Ultimos. Los estigmas

permanecen receptivos por 6-7 dias luego de selesigs a través de las chalas.

S.2.Genotipos, condiciones de cultivo y disefio expentaédel experimento
con tratamientos con reactivos de Yariv.
El objetivo de este experimento fue localizar leespncia de proteinas

arabinogalactanos (AGP) en granos de maiz y prdbhanacoldégicamente la
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participacion de AGPs en el control del aborto idengs. Los hibridos AX852 y AX886
de Nidera se sembraron a 5 plantad em el campo experimental de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de Buenos Aires, ensuelo franco arcillo limoso
(Argiudol vertico, segun taxonomia USDA) en diciemie 2008. El experimento se
mantuvo libre de malezas, plagas y enfermedadesigigd mediante un sistema de
riego por goteo. Para sincronizar la polinizaclés,espigas fueron cubiertas con bolsas
de papel antes de la emergencia de los estigma&sguliertas 4 dias después de la

emergencia de los estigmas para permitir la p@aén natural.

S.3.Tratamientos con reactivos de Yariv

El reactivo de Yari\-glucosyl [1,3,5-tris(43-D-glycopyranosyloxyphenylazo)-
2,4,6-trihydroxybenzene] es un colorante rojo geidiga especificamente a los AGPs,
mientras que el reactivo de Yariv a-mannosyl [1,3,5-tris(4+D-
mannopyranosyloxyphenylazo)-2,4,6-trihydroxybeneme reconoce a los AGP’s y
puede ser utilizado como control negativo (Yaelv al., 1962). Los reactivosi-
mannosyl yB-glucosyl Yariv fueron sintetizados de acuerdo ar{\¥et al., 1962). Se
probd la ligadura de los reactivasD-Mannosyl y3-D-galactosyl Yariv con AGPs de
goma arabica (Sigma) en un blot de puntos en merabrde nitrocelulosa. El limite de
deteccién fue alrededor de 100 ng de AGPs incubedinss00ug/mL de reactivo de
Yariv B-glucosyl en 1% NacCl.

Para poder acceder a los ovarios fertilizados paiecar el tratamiento con
reactivo de Yariv, 4 dias después de la polinizas®hicieron dos cortes a travées de las
chalas a ambos lados de las espigas. Se ubicé lesbowarios fecundados una gasa
embebida en una solucion 100uM de reactivamannosyl yB-glucosyl. Los cortes se

cerraron y se contabilizaron los granos aborta®od @espués. Para evaluar el impacto
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de los cortes y disturbio, otras plantas fueronuegfas a un tratamiento con agua
destilada en lugar de reactivo de Yariv y luego garadas con las plantas control que

no fueron disturbadas.

S.4.Localizacion de AGPs con Yariv

Se utilizé B-glucosyl Yariv phenyl-glycoside para localizar A&R.0s cortes
fueron incubados durante la noche & €n soluciones 0.5% NaCl (p/v) 5@@/mL
Yariv. Los cortes (5—7um) se montaron en portaobjetos y se observaronamigdun

microscopio Optico Carl Zeiss Axiolab (Carl Zeidsna, Germany).

TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla S.1: Coeficiente de correlacion (r), coeficiente de resion (R) y valor-p
asociado entre la expresion genética y el tiempfloeacion para diferentes genes

vinculados al proceso de floracién segin TAIR @iitdire 2009).

Valor-p
delr

Gen r R? Descripcion

AT2G40080| 0.99 | 0.97| 0.00026| ELF4 (EARLY FLOWERING 4)

AT4G38680| 0.97 | 0.93]| 0.00090| CSDP2/GRP2 (COLD SHOCK DOMAIN PROTEIN 2,YGINE RICH PROTEIN 2)

AT5G17690| 0.95 | 0.90| 0.00168| TFL2 (TERMINAL FLOWER 2)

AT2G46340| 0.93 | 0.87| 0.00257| SPA1 (SUPPRESSOR OF PHYA-105 1)

AT4G32980| 0.92 | 0.84| 0.00360| ATH1 (ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX GENE 1)

AT3G51780| 0.90 | 0.81] 0.00472| ATBAG4 (ARABIDOPSIS THALIANA BCL-2-ASSOCIAED ATHANOGENE 4)

AT1G22770| 0.89 | 0.78] 0.00551| Gl (GIGANTEA)

AT1G03160| 0.87 | 0.76] 0.00650| FZL (FZO-LIKE)

AT3G26640| 0.87 | 0.75| 0.00688| Transducin family protein / WD-40 repeat family {@io

AT5G48300| 0.86 | 0.74| 0.00729| ADGI1 (ADP GLUCOSE PYROPHOSPHORYLASE SMALUEBUNIT 1)

AT1G25560| 0.84 | 0.70| 0.00927| AP2 domain-containing transcription factor

AT1G27650| 0.80 | 0.64| 0.01198| ATU2AF35A

AT1G04870| 0.80 | 0.64| 0.01227| Protein arginine N-methyltransferase family protein

AT5G42820| 0.78 | 0.61| 0.01382| ATU2AF35B

AT1G18450| 0.74 | 0.55| 0.01722| ATARP4 (ACTIN-RELATED PROTEIN 4)

AT4G30200| 0.72 | 0.51] 0.01966| VIN3 (VERNALIZATION INSENSITIVE 3)

AT1G65480| 0.66 | 0.43| 0.02533| FT (FLOWERING LOCUS T)

AT2G02560| 0.64 | 0.41| 0.02652| CAND1 (CULLIN-ASSOCIATED AND NEDDYLATION D8SOCIATED)

AT2G44950| 0.60 | 0.36| 0.03085| HUB1 (HISTONE MONO-UBIQUITINATION 1)

AT1G60220| 0.59 | 0.35]| 0.03131| cysteine-type peptidase

AT1G12910| 0.59 | 0.35| 0.03165| ATAN11 (ANTHOCYANIN11)

AT2G42200| 0.59 | 0.35]| 0.03172] squamosa promoter-binding protein-like RLEY
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AT4G04920| 0.56 | 0.35| 0.03203] similar to hypothetical protein Osl_033047

AT1G64990| 0.55 | 0.31| 0.03533

AT1G31814| 0.53 | 0.30| 0.03579| FRL2 (FRIGIDA LIKE 2)

AT4G40060| 0.53 | 0.28| 0.03788| ATHB-16/ATHB16 (ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBX PROTEIN 16)

AT3G07650| 0.53 | 0.28| 0.03788| COL9 (CONSTANS-LIKE 9)

AT4G02440| 0.52 | 0.28| 0.03803| EID1 (EMPFINDLICHER IM DUNKELROTEN LICHT 1)

AT5G63980| 0.51 | 0.27| 0.03851| SAL1 (FIERY1)

AT5G02030| 0.50 | 0.26] 0.03972| LSN (LARSON)

AT2G22360| 0.49 | 0.25]| 0.04095| DNAJ heat shock family protein

AT2G32950| 0.49 | 0.24| 0.04164| COP1 (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1)

AT1G01040| 0.45 | 0.24| 0.04215| DCL1 (DICER-LIKE1)

AT2G25930| 0.45 | 0.21] 0.04573| ELF3 (EARLY FLOWERING 3)

AT5G64930| 0.44 | 0.20| 0.04653| CPR5 (CONSTITUTIVE EXPRESSION OF PR GENES 5)

AT5G37770| 0.43 | 0.19] 0.04739| TCH2 (TOUCH 2)

AT5G04240| 0.42 | 0.18| 0.04842| ELF6 (EARLY FLOWERING 6)

AT1G77080| 0.41 | 0.18]| 0.04932| MAF1 (MADS AFFECTING FLOWERING 1)

AT2G28550| 0.39 | 0.17| 0.05049| RAP2.7/TOE1 (TARGET OF EAT1 1)

AT5G41990| 0.31 | 0.15] 0.05192| WNKS8 (Arabidopsis WNK kinase 8)

AT3G04680| 0.30 | 0.10| 0.06062| pre-mRNA cleavage complex family protein

AT1G10570| 0.29 | 0.09]| 0.06153| Ulpl protease family protein

AT2G35510| 0.27 | 0.09| 0.06204| SRO1 (SIMILAR TO RCD ONE 1)

AT3G06930| 0.26 | 0.07| 0.06461| protein arginine N-methyltransferase farpilytein

AT3G51630| 0.60 | 0.07| 0.06513| WNKS5 (Arabidopsis WNK kinase 59

AT2G01290| 0.22 | 0.05]| 0.07005| ribose-5-phosphate isomerase

AT4G00450| 0.21 | 0.04| 0.07068| CRP (CRYPTIC PRECOCIOUS)

AT1G14400| 0.20 | 0.04| 0.07110{ UBC1 (UBIQUITIN CARRIER PROTEIN 1)

AT3G57920| 0.19 | 0.04| 0.07252| Squamosa promoter-binding protein

AT2G02760| 0.18 | 0.03| 0.07354| ATUBC2 (UBIQUITING-CONJUGATING ENZYME 2)

AT2G21660| 0.17 | 0.03| 0.07493| ATGRP7 (COLD, CIRCADIAN RHYTHM, AND RNA BINDING 2)

AT5G62640| 0.14 | 0.02| 0.07792| ELF5 (EARLY FLOWERING 5)

AT2G21070| 0.11 | 0.01| 0.08032| FIO1 (FIONA1)

AT5G42400| 0.11 | 0.01]| 0.08039| SET domain-containing protein (TXR7)

AT1G55250| 0.11 | 0.01| 0.08057| HUB2 (HISTONE MONO-UBIQUITINATION 2)

AT1G01060| 0.10 | 0.01| 0.08101| LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL)

AT1G76710| 0.10 | 0.01| 0.08117| ASHH1/SDG26 (ASH1-RELATED PROTEIN 1)

AT3G01460| 0.10 | 0.01| 0.08183| MBD9 (METHYL-CPG-BINDING DOMAIN 9)

AT2G46240| 0.09 | 0.01| 0.08221| BAG6 (ARABIDOPSIS THALIANA BCL-2-ASSOCIATED ATHANOGENE 6)

AT2G44680| 0.09 | 0.01]| 0.08255| CKB4 (CASEIN KINASE Il BETA SUBUNIT 4)

AT2G13540| 0.04 | 0.00| 0.08716| ABH1 (ABA HYPERSENSITIVE 1)

AT1G79000| 0.02 | 0.00| 0.08928| HAC1 (P300/CBP ACETYLTRANSFERASE-RELATED ®REIN 2 GENE)

AT3G22420| 0.01 | 0.00| 0.09022] WNK2 (WITH NO K 2)

Tabla S.2:Funciones sobre-representadas por los genes qugaoen cada cluster,
con su valor p correspondiente. El analisis seimaton la plataforma ATCOECIS.

Funcién o Proceso (GO terms) valor-

P coenzyme biosynthesis 5.54E-04

Cluster 1 F ATPase activity, coupled to transmembrane moveiwigions 1.55E-03
P hydrogen transport 1.71E-03

P proton transport 1.71E-03]
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P regulation of biosynthesis 2.01E-03
F ATPase activity, coupled to transmembrane moveiigions, phosphorylative mechanism 3.10E+03
F cation:cation antiporter activity 7.20E-03]
P response to organic substance 8.27E-03
P response to carbohydrate stimulus 8.27E-03
P carbohydrate mediated signaling 1.14E-02
P regulation of cellular biosynthesis 1.65E-02]
P stomatal movement 1.98E-02
P transcription initiation 2.48E-02
C proton-transporting two-sector ATPase complex 2.74E-02
P inorganic anion transport 3.15E-02
P ATP synthesis coupled proton transport 3.44E-02
P energy coupled proton transport, down electroatedrgradient 3.44E-02
P ATP biosynthesis 3.59E-02
P ATP metabolism 3.59E-02
P nucleoside phosphate metabolism 3.59E-02
P hormone biosynthesis 3.89E-02
F coenzyme binding 1.43E-04
F cofactor binding 1.70E-04]
C cytoplasm 4.24E-03
C cytoplasmic part 5.52E-03
C endoplasmic reticulum 1.08E-02
P response to ethylene stimulus 1.74E-02
P defense response to pathogen, incompatible atitena 4.69E-02
P response to pathogen 4.69E-02
P defense response to pathogen 4.69E-02
P response to pest, pathogen or parasite 5.93E-02
Cluster 2 | F peptidase activity 5.96E-02,
P proteolysis 9.11E-02
F cation transporter activity 9.26E-02]
F transporter activity 1.14E-01]
C plasma membrane 1.15E-01
F oxidoreductase activity 1.17E-01]
P nitrogen compound metabolism 1.25E-01
P response to other organism 1.54E-01]
F ion transporter activity 1.62E-01
P response to hormone stimulus 2.44E-01]
P defense response 2.61E-01]
P response to ethylene stimulus 5.81E-05
P tropism 4.05E-04
P ethylene mediated signaling pathway 1.97E-03
P gravitropism 2.18E-03
P response to gravity 3.00E-03
F voltage-gated ion channel activity 3.31E-03
F GTPase regulator activity 4.14E-03
P potassium ion transport 1.10E-02
P glucan biosynthesis 1.24E-02]
F potassium channel activity 2.39E-02
Cluster 3| F ligand-gated ion channel activity 2.39E-02
P chromatin remodeling 2.58E-02
P positive regulation of flower development 2.58E-02
C membrane fraction 2.78E-02
P jasmonic acid mediated signaling pathway 2.98E-02
C spindle 3.62E-02
F heme binding 3.62E-02
C cell fraction 3.85E-02
F cation channel activity 3.85E-02
P stomatal movement 4.08E-02
P positive regulation of development 4.08E-02
F voltage-gated ion channel activity 3.13E-05
F cation channel activity 3.58E-05
Cluster 4 P seed germination 6.55E-05]
P negative regulation of metabolism 1.73E-04]
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F potassium channel activity 4.01E-04
P stomatal movement 9.49E-04
P lignin metabolism 1.45E-03
P negative regulation of transcription 1.57E-03
P negative regulation of nucleobase, nucleosideentide and nucleic acid metabolism 1.96H|
P negative regulation of development 2.10E-03
P negative regulation of cellular metabolism 2.40E-03
P potassium ion transport 2.73E-03
P aging 6.34E-03]
C integral to plasma membrane 9.97E-03
P protein processing 1.24E-02
C intrinsic to plasma membrane 1.24E-02]
F chromatin binding 1.42E-02
P trichome morphogenesis (sensu Magnoliophyta) 1.51E-02
P cellular morphogenesis during differentiation 1.70E-02
P hormone transport 2.33E-02
P auxin polar transport 2.33E-02
P tropism 8.81E-07
P detection of stimulus 9.69E-06)
P gravitropism 1.92E-05]
P response to gravity 5.17E-05
P response to cytokinin stimulus 1.64E-04]
C nuclear body 2.58E-04
P ethylene mediated signaling pathway 4.22E-04
P hormone transport 6.15E-04
P auxin polar transport 6.15E-04]
P response to red light 8.67E-04
Cluster 5 | P hypersensitive response 1.19E-03]
C endosome 1.30E-03
P gibberellic acid mediated signaling 1.87E-03]
P nitrogen compound catabolism 4.87E-03
P negative regulation of signal transduction 4.87E-03
P cytokinin mediated signaling 5.76E-03]
F structural constituent of cytoskeleton 1.04E-02
P response to brassinosteroid stimulus 1.09E-02
C cullin-RING ubiquitin ligase complex 1.59E-02]
F polygalacturonate 4-alpha-galacturonosyltransteegtivity 1.88E-02
P trichoblast differentiation 1.88E-02
P cellular morphogenesis 9.82E-05|
P cell growth 1.48E-04]
P regulation of cell size 1.83E-04
P growth 5.42E-04
P unidimensional cell growth 1.57E-03
P cellular polysaccharide metabolism 3.11E-03
P auxin metabolism 4.77E-03
P multidimensional cell growth 5.09E-03
P glucan metabolism 5.51E-03
P aging 1.31E-02
Cluster 6 | P nucleotide-sugar metabolism 1.66E-02
P regulation of cellular biosynthesis 2.20E-02
F structural constituent of cytoskeleton 2.34E-02
P circadian rhythm 2.80E-02
P rhythmic process 2.80E-02
P cell wall loosening (sensu Magnoliophyta) 2.96E-02
P steroid biosynthesis 3.12E-02
P regulation of biosynthesis 3.46E-02
P cell wall modification (sensu Magnoliophyta) 3.46E-02
C microtubule 3.63E-02
F oxidoreductase activity, acting on sulfur grotiplenors 4.36E-02
F structural constituent of ribosome 9.14E-12
P ribosome biogenesis and assembly 3.26E-11]
Cluster 7 P cytoplasm organization and biogenesis 3.26E-11]
C ribosome 1.86E-08

-03
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P nucleosome assembly 1.70E-04]
P chromatin assembly 5.00E-04
P chromatin assembly or disassembly 1.11E-03]
P mitochondrial transport 6.67E-03]
F serine carboxypeptidase activity 1.38E-02
F carboxypeptidase activity 1.58E-02
P indole derivative biosynthesis 2.75E-02
P indole and derivative metabolism 2.93E-02
P indole derivative metabolism 2.93E-02
F heme binding 2.93E-02
F chromatin binding 2.93E-02
P regulation of biosynthesis 4.31E-02
P cell proliferation 4.31E-02
P glutamine family amino acid metabolism 4.74E-02
C small ribosomal subunit 4.96E-02
C plastid ribosome 5.42E-02
P auxin metabolism 5.65E-02
P nicotinamide metabolism 7.52E-04
P pyridine nucleotide metabolism 1.04E-03]
P vitamin metabolism 1.21E-03
P oxidoreduction coenzyme metabolism 1.71E-03
P water-soluble vitamin metabolism 7.53E-03
P pentose-phosphate shunt 8.19E-03
P NADPH regeneration 8.81E-03
P NADP metabolism 1.01E-02
C cell fraction 1.15E-02
C nucleoplasm part 1.50E-02]
Cluster 8| P disaccharide metabolism 1.96E-02
P protein amino acid dephosphorylation 2.15E-02
F transaminase activity 2.44E-02
C protein serine/threonine phosphatase complex 2.44E-02
F transferase activity, transferring nitrogenousugs 2.44E-02
P response to cadmium ion 2.44E-02
P dephosphorylation 2.95E-02
F peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity 3.28E-02
F cis-trans isomerase activity 3.39E-02
P vitamin biosynthesis 3.39E-02
P abscisic acid mediated signaling 3.74E-02
F structural constituent of ribosome 5.36E-156
F structural molecule activity 4.86E-139
C ribosome 7.27E-120
C ribonucleoprotein complex 1.49E-112)
C non-membrane-bound organelle 3.13E-91]]
C intracellular non-membrane-bound organelle 3.13E-91]]
P protein biosynthesis 6.57E-89
P macromolecule biosynthesis 1.29E-81
P cellular biosynthesis 3.25E-69
C protein complex 1.85E-66
Cluster 9 | P cytoplasm organization and biogenesis 6.80E-59
P ribosome biogenesis and assembly 6.80E-59
P organelle organization and biogenesis 1.40E-28|
C large ribosomal subunit 6.32E-18|
C small ribosomal subunit 4.50E-05
F nucleobase, nucleoside, nucleotide kinase activit 1.82E-04
P nucleoside metabolism 2.70E-02
P axis specification 3.53E-02
P structural organization 3.97E-02
P meristem organization 3.97E-02
P cell proliferation 5.16E-02
F ATP-dependent helicase activity 9.78E-06]
C mitochondrial matrix 2.13E-05
Cluster 10 C mitochondrial lumen 2.13E-05)
C heterotrimeric G-protein complex 1.37E-04]
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C extrinsic to plasma membrane 1.47E-04
P glutamine family amino acid metabolism 2.03E-04
C extrinsic to membrane 3.01E-04
P female gametophyte development 5.75E-04
P carotenoid biosynthesis 1.06E-02
P tetraterpenoid biosynthesis 1.06E-02]
P cell wall modification during multidimensionallicgrowth (sensu Magnoliophyta) 1.49E-p2
P pentose-phosphate shunt 1.61E-02
P cell wall modification during multidimensionallicgrowth 1.73E-02
P NADPH regeneration 1.73E-02]
P tetraterpenoid metabolism 1.73E-02
P carotenoid metabolism 1.73E-02
P tRNA processing 1.98E-02
F translation elongation factor activity 1.98E-02]
P NADP metabolism 1.98E-02
F intramolecular oxidoreductase activity 1.98E-02
P cell wall loosening (sensu Magnoliophyta) 2.67E-02
P DNA replication 1.05E-12]
C chromosome 3.29E-12
P DNA packaging 1.39E-10]
P establishment and/or maintenance of chromatinitaecture 1.39E-10
C chromatin 1.42E-10
P chromatin assembly or disassembly 6.16E-10)
C nucleosome 8.54E-10
C chromosomal part 9.45E-10]
P chromatin assembly 1.22E-09
P nucleosome assembly 1.78E-09
Cluster 11| P DNA-dependent DNA replication 5.39E-09
P protein complex assembly 1.06E-08
F microtubule motor activity 1.45E-06)
P microtubule-based movement 4.88E-06
F protein kinase regulator activity 5.88E-06
F kinase regulator activity 6.88E-06]
P chloroplast organization and biogenesis 9.29E-06
C microtubule associated complex 9.73E-06)
F protein homodimerization activity 3.39E-04
F identical protein binding 6.46E-04
P meiosis | 1.75E-02
F oxidoreductase activity, acting on sulfur grofiglanors 1.10E-07
C peroxisome 1.37E-06)
C microbody 1.37E-06
P main pathways of carbohydrate metabolism 5.79E-06
F oxidoreductase activity, acting on CH-OH grouglofors 1.47E-05
F ligase activity, forming carbon-sulfur bonds 9.14E-05
F inorganic anion transporter activity 1.47E-03
P fatty acid beta-oxidation 1.74E-03
P cofactor catabolism 1.74E-03
P fatty acid oxidation 2.17E-03
Cluster 12| P anion transport 2.19E-03
P cellular respiration 3.80E-03
F cellulose synthase activity 5.21E-03
P inorganic anion transport 6.45E-03]
C organelle outer membrane 7.85E-03
P oxidoreduction coenzyme metabolism 8.36E-03
P carotenoid biosynthesis 1.60E-02
P tetraterpenoid biosynthesis 1.60E-02,
P tetraterpenoid metabolism 2.57E-02
P carotenoid metabolism 2.57E-02
F prenyltransferase activity 3.13E-02
P amino acid derivative biosynthesis 1.43E-10]
_| P hexose metabolism 1.23E-09
Cluster 13 P phenylpropanoid biosynthesis 1.86E-09
P carbohydrate catabolism 1.11E-07
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P cellular carbohydrate catabolism 1.11E-07|
C proteasome complex (sensu Eukaryota) 1.26E-07
P glucose catabolism 7.25E-07|
P monosaccharide catabolism 8.15E-07
P hexose catabolism 8.15E-07
P alcohol catabolism 1.03E-06
P glucose metabolism 1.03E-06)
P flavonoid biosynthesis 1.40E-06
C proteasome core complex (sensu Eukaryota) 1.92E-06)
P flavonoid metabolism 2.96E-06]
P glycolysis 2.38E-05
P metabolic compound salvage 6.71E-05]
P photorespiration 1.16E-04]
F intramolecular oxidoreductase activity 1.21E-03
P biogenic amine biosynthesis 2.73E-03
C proteasome regulatory particle (sensu Eukaryota) 8.51E-03
P response to UV-B 8.51E-03
C chloroplast inner membrane 7.02E-07|
C plastid inner membrane 9.90E-07
C chloroplast membrane 1.08E-05
P chlorophyll metabolism 1.81E-05|
C plastid membrane 2.16E-05]
C chloroplast envelope 1.13E-04]
P porphyrin metabolism 2.19E-04
F oxidoreductase activity, acting on the aldehydexo group of donors, NAD or NADP as accep 3.90E-04
P protein amino acid dephosphorylation 6.29E-04
P dephosphorylation 1.20E-03]
Cluster 14| F transferase activity, transferring sulfur-conitagngroups 1.31E-03
P vitamin biosynthesis 1.60E-03]
P jasmonic acid mediated signaling pathway 1.86E-03
P starch metabolism 1.86E-03]
P response to high light intensity 4.62E-03
P systemic acquired resistance 2.16E-02
C membrane fraction 2.33E-02
P cofactor catabolism 2.33E-02
P tetraterpenoid metabolism 2.50E-02]
P carotenoid metabolism 2.50E-02
F serine-type endopeptidase inhibitor activity 2.68E-02
F carbon-oxygen lyase activity 1.39E-02]
P protein amino acid phosphorylation 1.42E-02
P amino acid biosynthesis 1.79E-02]
P phosphorylation 1.99E-02
C plasma membrane 2.03E-02
P amine biosynthesis 2.22E-02
P nitrogen compound biosynthesis 2.62E-02
P metal ion transport 4.22E-02
C mitochondrial part 4.29E-02
C anchored to membrane 5.11E-02
Cluster 15| P carboxylic acid metabolism 5.59E-02
P organic acid metabolism 5.62E-02
P amino acid metabolism 7.71E-02
P response to external stimulus 8.16E-02
F lyase activity 8.98E-02
P amine metabolism 1.01E-01
P cation transport 1.01E-01]
F hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl commpais 1.06E-01
P nitrogen compound metabolism 1.25E-01]
F carrier activity 1.31E-01
P ion transport 1.33E-01
C thylakoid membrane 2.80E-12,
_| C thylakoid membrane (sensu Viridiplantae) 1.35E-11]
Cluster 1675 arch metabolism 9.93E-09
C photosystem 2.85E-07
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N

C photosystem Il 5.70E-06]
P glucan metabolism 4.42E-05
C chloroplast inner membrane 4.88E-04
C plastid inner membrane 6.06E-04]
P photosynthesis, light reaction 6.63E-04
C chloroplast membrane 2.70E-03
F inositol or phosphatidylinositol phosphatase\étsti 2.81E-03
C light-harvesting complex 2.81E-03
P chlorophyll metabolism 6.39E-03]
P response to high light intensity 6.90E-03]
P carotenoid biosynthesis 2.04E-02
P tetraterpenoid biosynthesis 2.04E-02
P systemic acquired resistance 2.83E-02
P pentose-phosphate shunt 3.04E-02
P NADPH regeneration 3.27E-02
P tetraterpenoid metabolism 3.27E-02
P carotenoid metabolism 3.27E-02
P microtubule cytoskeleton organization and biogene 2.12E-03
F O-acyltransferase activity 2.88E-03]
P chlorophyll metabolism 4.72E-03
C microtubule 5.25E-03
P M phase 6.99E-03)
P porphyrin biosynthesis 7.30E-03
P cell wall biosynthesis (sensu Magnoliophyta) 7.62E-03)
P porphyrin metabolism 1.27E-02
P RNA splicing 1.44E-02
P cytoskeleton organization and biogenesis 1.59E-02
Cluster 17| P positive regulation of cellular physiological pess 1.66E-02]
P cell wall biosynthesis 1.70E-02
P positive regulation of cellular process 1.70E-02]
P pigment biosynthesis 1.79E-02
P positive regulation of physiological process 2.29E-02
P pigment metabolism 2.78E-02
P microtubule-based process 3.12E-02
P cell wall organization and biogenesis (sensu Mbagphyta) 3.80E-02
F disulfide oxidoreductase activity 4.32E-02
P positive regulation of biological process 4.46E-02
C microtubule cytoskeleton 4.94E-02
C photosystem 1.84E-09
C thylakoid membrane (sensu Viridiplantae) 7.54E-09
C thylakoid membrane 1.11E-08
P photosynthesis 7.49E-08]
P photosynthesis, light reaction 2.07E-03
P circadian rhythm 2.42E-03
P rhythmic process 2.42E-03
C photosystem Il 5.15E-03
F di-, tri-valent inorganic cation transporter &ityi 1.02E-02
P systemic acquired resistance 1.75E-02
Cluster 18| P fatty acid beta-oxidation 1.88E-02
F oxidoreductase activity, acting on the CH-NH2ugraf donors, oxygen as acceptor 1.88E-02]
P NADPH regeneration 2.02E-02
C light-harvesting complex 2.02E-02
P fatty acid oxidation 2.16E-02
P NADP metabolism 2.31E-02
F oxidoreductase activity, acting on the CH-NH2ugr@f donors 3.11E-0]
P nicotinamide metabolism 3.11E-02
C unlocalized protein complex 3.28E-02
P seed germination 3.46E-02
F transition metal ion transporter activity 3.82E-02
F ATPase activity, coupled to transmembrane movewigions, phosphorylative mechanism 1.66E-05]
o P response to heat 2.57E-05]
Cluster 19 P abscisic acid mediated signaling 1.21E-04]
P stomatal movement 3.40E-04
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F ATPase activity, coupled to transmembrane mové¢iwigions 5.12E-04
P response to toxin 1.33E-03
F amine transporter activity 1.36E-03]
F intramolecular oxidoreductase activity 2.20E-03]
P response to hydrogen peroxide 3.18E-03
F amino acid transporter activity 3.18E-03
P response to starvation 3.98E-03
P response to nutrient levels 5.42E-03
P inorganic anion transport 7.83E-03
F organic acid transporter activity 8.52E-03
P di-, tri-valent inorganic cation homeostasis 8.52E-03
F triacylglycerol lipase activity 8.52E-03
P cellular response to starvation 1.63E-02
P cellular response to nutrient levels 1.63E-02
F cyclic nucleotide binding 1.79E-02
F cation channel activity 2.14E-02
F potassium ion transporter activity 6.10E-02
P amine transport 3.14E-04
P amino acid transport 3.14E-04
P organic acid transport 4.79E-04
P carboxylic acid transport 4.79E-04
F amino acid transporter activity 6.80E-04]
F organic acid transporter activity 1.51E-03]
F carboxylic acid transporter activity 1.51E-03
F amine transporter activity 1.62E-03]
F ATPase activity, coupled to transmembrane movewigions, phosphorylative mechanism 1.62E}03
F ATPase activity, coupled to transmembrane mové¢iwigions 7.26E-03
Cluster 20| F ATP-dependent peptidase activity 8.63E-03
P jasmonic acid mediated signaling pathway 9.29E-03
P response to virus 1.21E-02
P membrane organization and biogenesis 2.77E-02
P glucan biosynthesis 2.77E-02
P protein amino acid glycosylation 3.33E-02
P glycoprotein biosynthesis 3.33E-02
P biopolymer glycosylation 3.56E-02
P vitamin biosynthesis 3.56E-02
F oxidoreductase activity, acting on the aldehydexo group of donors 3.93E-02
P glycoprotein metabolism 3.93E-02

Tabla S.3:Lista de genes de Arabidopsis regulados por el@gsmonico. Se sefiala
la direccion del efecto: valores positivos promueyeralores negativos inhiben. (Goda
et al., 2008).

Direccién
Gen de la sefial

AT2G33060;AT2G33050 -0.864133868
AT2G26740;AT2G26750 1.097087607
AT2G39700 -1.288219318
AT2G39710 -1.206073426
AT2G30520 -1.023525089
AT2G30550 0.796385139
AT2G34930 2.260732765
AT2G34810 4522375598
AT2G44380 -1.027552424
AT2G44460 2.093877938
AT2G44200 1.244560208
AT2G23760 1.511469953
AT2G23000;AT2G23010 1.81706243

AT2G23150 1.155556172
AT2G44080 -1.174029768
AT2G37710 -0.836686797
AT2G37540 -1.183278023
AT2G37620;AT3G53750 0.975036382
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AT2G37750 0.862420106
AT2G23560 3.391544492
AT2G38240 3.158743198
AT2G41480 1.183014445
AT2G14800 -1.123533483
AT2G14750 1.806693311
AT2G34490 1.234209278
AT2G39340 0.939908969
AT2G39330 6.959910489
AT2G39420 2.037169294
AT2G39500 1.067845384
AT2G34600 3.012488281
AT2G45900 -0.958623672
AT2G05050,AT3G27140;,AT4G08260,AT2G30020 1.1211569
AT2G22930 1.079721868
AT2G22860 3.025122757
AT2G29090 -3.519959786
AT2G29120 -0.925672761
AT2G28950 -0.751741816
AT2G02950 -1.336034139
AT2G25735 2.359477581
AT2G46270 0.783975086
AT2G47950 2.337381026
AT2G31180 2.041626032
AT2G31110 -0.778621219
AT2G22760 1.54440231
AT2G22770 1.088305683
AT2G38750 2.751244007
AT2G38760 2.982077967
AT2G41230 -1.523679847
AT2G32400 1.217069037
AT2G46650 1.725590191
AT2G29440 2.645639821
AT2G29290 -1.409533537
AT2G29450 2.130966553
AT2G27690 4.165630822
AT2G27830 1.162936973
AT2G06850 -0.892066054
AT2G28860;AT2G28850 1.292799801
AT2G38860 1.299243426
AT2G39030 5.699787781
AT2G12290,AT4G19700 -0.7997678
AT2G38050 1.227908455
AT2G19650 -1.00422814
AT2G15090 -1.353476149
AT2G01670 -0.797275575
AT2G35760 -1.019391879
AT2G48020 1.056792576
AT2G48010 0.787984803
AT2G32150 2.478885423
AT2G27500 0.775805328
AT2G25490 0.826504954
AT2G27310 1.016816975
AT2G28250 -0.849460819
AT2G06050 3.191384485
AT2G15760 1.769994701
AT2G46510 3.943509248
AT2G46520 1.465134275
AT2G18210 3.020236546
AT2G18290 -0.947225129
AT2G18300 -1.244339938
AT2G20340 1.89235478
AT2G28420 -3.055926276
AT2G43020 1.803239519
AT2G36630 -1.269979055
AT2G36690 -1.18559479

ol



AT1G62500 0.894540827
AT1G62660 1.66237723

AT1G55450 -0.790170196
AT1G03820 -0.790658955
AT1G03940;AT1G03495 2.611434122
AT1G03870 -0.753918281
AT1G52000 5.229734065
AT1G52030,AT1G52040 5.424800293
AT1G61610 2.637592292
AT1G24530 -1.797397646
AT1G61120 6.461633434
AT1G23120 1.274330113
AT1G24280 -0.953500749
AT1G24100 1.302837226
AT2G17820 -0.755710856
AT1G09970 0.908725293
AT1G65490 -1.808117845
AT1G09090 1.42610741

AT1G08920 3.18819398

AT1G04680 -0.82840023

AT1G10070 1.849750468
AT1G30820 1.736913864
AT1G67110 -0.886454452
AT1G77270 -1.98042671

AT1G10140 0.854911771
AT1G43160 3.382485438
AT1G12020 0.797127889
AT1G70410 -0.778997629
AT1G61890 1.016405945
AT1G78680 0.826938906
AT1G60270 0.918427404
AT1G54740 -0.860082386
AT1G22650 -1.448481307
AT1G65310 -1.046290824
AT1G79310 1.298250886
AT2G31230 1117182178
AT2G28470 -0.807630751
AT2G28510 0.810616798
AT2G03760 0.82400644

AT2G22330 2.772079831
AT2G42760 2.32307023

AT2G42690 -1.086705177
AT2G36220 -0.88140868

AT2G36380 1.747155264
AT2G36430 -1.052871707
AT2G22010 0.831996561
AT2G22010 0.939605494
AT2G21970 -0.75744726

AT2G04400 1.895976986
AT2G40435 2.220380581
AT2G40270 0.830393933
AT2G20610 0.939966087
AT2G24850 4.276287855
AT2G03980 2.859928103
AT2G22200 3.448225685
AT2G04080,AT2G04066 2.136937179
AT2G47180 2.81709165

AT1G30570 -1.126815062
AT1G05620 1.425759954
AT1G54050 1.428029265
AT1G54000;AT1G54010 0.762128132
AT1G54030 1.69890401

AT1G54020 5.579781524
AT1G03080 1.248337537
AT1G78490 1.862482812
AT1G78660 2.60098959

117



118

AT2G17500 1.853013793
AT1G24030 -2.95725925
AT1G24070 3.320325158
AT1G23850 2.181975681
AT1G64900 0.987143392
AT1G14700 -1.482962533
AT1G14740 -0.783403778
AT1G11720 0.962719613
AT1G13080 -1.523329477
AT1G10700 2.17404943
AT1G28660;AT1G28670 -1.31725993
AT1G28960 0.897312855
AT1G16370 1.790477201
AT1G75960 2.869702031
AT1G14130 2.572509079
AT1G14230,AT1G14250 1.98016032
AT1G14120 3.887256565
AT1G14150 -0.809730445
AT1G06620 2.705593016
AT1G06640 1.519617063
AT1G17190 2.438461788
AT1G49430 -0.968851473
AT1G49520 1.676954074
AT1G72920 1.453957958
AT1G72940 1.921755597
AT1G73080 0.799094468
AT1G64200 2.077037757
AT1G64160 5.154976645
AT1G53870,AT1G53890 2.078624971
AT1G53885 4.748300692
AT1G74760 -0.81214952
AT1G74950 3.314564879
AT1G52720 1.532041542
AT1G02850 1.039037909
AT1G59540 -1.223183476
AT1G35580 1.55654662
AT1G65860 1.494119922
AT1G65890 5.097667251
AT1G22550 1.4879203
AT1G80840 2.15769434
AT1G50560 1.171261561
AT1G50460 1.069427204
AT1G11580 1.352381084
AT1G15950 0.795237671
AT1G30530 1.306253271
AT1G30510 -1.012626787
AT1G15500,AT1G80300 0.806921855
AT1G15550 -0.964756114
AT1G76070 1.273808881
AT1G32640 3.097585549
AT1G18400 -1.028255579
AT1G18330 -0.807371509
AT1G18500 1.055537158
AT1G27730 2.271553563
AT1G49750 -0.896324061
AT1G01030 1.344863823
AT1G14280 -0.893136386
AT1G28370 0.808348356
AT1G28480 1.781641484
AT1G21100 2.001827568
AT1G07750 1.180210489
AT1G18710 4.511972982
AT1G44790 1.882466586
AT1G48440 0.961265486
AT1G48600 0.907536366
AT1G26770 1.354913209




AT1G20190 -3.068681225
AT1G19680 1.856960093
AT1G19570,AT1G19550 1.049007268
AT1G62990 1.137131997
AT1G63010 1.148122932
AT1G07390 -0.979214665
AT1G17380 4.357866636
AT1G17420 5.51529444

AT1G01260 0.76634164

AT1G12240 1.968029867
AT1G53580 1.16365459

AT1G02640 -1.244247061
AT1G29330 1.784537693
AT1G21910 -2.043909694
AT1G43650 1.018374932
AT1G49230 -1.218999646
AT1G49200 -1.947784623
AT1G32450 -1.262987326
AT1G32460 0.964811658
AT1G19300 1.266731199
AT2G47240 -1.094654756
AT2G43530 3.185515003
AT2G43520 2.416962317
AT2G43550 2.956507086
AT1G72450 2.843382434
AT1G72520 3.950418448
AT1G69870 0.75938757

AT1G69730 -1.073590527
AT1G69760 0.969228037
AT1G74100 1.573236866
AT1G69370 2.012515785
AT1G69360 1.810005448
AT1G74660 -1.480837473
AT1G74430 2.265194433
AT1G70700 4.810644469
AT1G67560 1.40892005

AT1G52890 4.143431795
AT1G66280,AT1G66270 1.688893075
AT1G66370 2.632544788
AT1G73260 1.62271185

AT1G78210 1.830994358
AT1G73830 -1.982072404
AT1G68840 -1.191008671
AT1G67910 -1.568927278
AT1G76590 1.853437403
AT1G76490 0.80642508

AT1G76640 6.106888774
AT1G76790 2.53908163

AT1G76650 3.188792937
AT1G76390 1.029256491
AT1G76380 1.015881375
AT1G52190 -3.425018146
AT1G72180 1.767283261
AT1G72230 -1.547585316
AT1G72260 2.385578187
AT1G29660 -0.929325739
AT1G29430;AT5G27780 -1.780950966
AT1G64405 -1.595315113
AT1G77450 1.181900143
AT1G77420 1.020697413
AT1G60960 -1.588146901
AT1G61065 1.523316158
AT1G55210 1.118022048
AT1G52380 1.232465939
AT1G52400 3.036193447
AT1G52410 5.200582391
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AT1G28050 1.236178968
AT1G35260 1.460096444
AT1G21270 -1.122876213
AT1G20490 3.540477376
AT1G20510 2.415938231
AT1G17750 1.305322634
AT1G13280 1.478448573
AT3G16350 1.078452884
AT3G16410;AT3G16390;AT3G16400 1.042781166

AT3G16470

3.117637654

no_match -1.175222549
AT3G05160;AT3G05165 1.685846614
AT3G01180 1.341437982
AT3G10260 1.742711722
AT3G02170 -0.761243109
AT3G10525 -0.996820509
AT3G09940 3.342389841
AT3G05660 -1.113743725
AT3G03190 1.500402155
AT3G10720 -1.222825253
AT3G08640 1.393732507
AT3G08030 -0.959058969
AT3G09830 0.85839054

AT3G02910 -0.974975761
AT3G02875 1.582619806
AT3G02885 -1.181626476
AT3G06500 2.524321973
AT3G06770 -1.04960781

AT3G06750 -0.827452465
AT3G02570 1.252715013
AT3G06070 -1.779898737
AT3G22400 0.764092963
AT3G22420 -1.683834853
AT3G16690 1.724315185
AT3G15500 1.368326107
AT3G14370 -1.499153565
AT3G22740 3.599593226
AT3G15790 1.847991359
AT3G14050 1.027323751
AT3G17860 2.161634277
AT3G21670 1.238787187
AT3G18200 -0.764251921
AT3G23550 3.706724552
AT3G14560 -0.793047055
AT3G21230 1.039378151
AT3G19370 -0.932813201
AT3G20820 -1.003614181
AT3G19930 -0.894560515
AT3G21750 0.930404525
AT3G17120 1.185459818
AT3G25180 1.170248994
AT3G15950 0.977261558
AT3G23030 0.955389716
AT3G29250 1.409890901
AT3G27420 0.832119547
AT3G12710 -1.230096512
AT3G26230 -1.728489922
no_match 1.444643428
AT3G25760;AT3G25770 2.145392764
AT3G25780 1.743521095
AT3G30775 1.990526823
AT3G16500 1.076983185
AT3G15210 1.122085756
AT3G19580 1.064102671
AT3G19200 0.77272441

AT3G14067

1.150463907




AT3G21870 -1.114177824
AT3G26330 1.976097037
AT3G22890 0.884397779
AT3G22160 1.607542282
AT3G13760 -1.928462552
AT3G13790 1.409896068
AT3G27170 1.167155418
AT2G34070 2.05984868

AT3G13620 1.515793141
AT3G28290,AT3G28300 2.8166322

AT3G28270 5.101571008
AT3G28220 5.997540812
AT3G28740 5.059578705
AT3G14770 -1.224089422
AT1G66180 -0.870061859
AT1G66100 4.025063647
AT1G31550 4.220812933
AT1G75230 0.790740376
AT1G75220 1.898221554
AT1G36280;AT4G18440 3.059750133
AT3G10930 1.700205213
AT3G06150 -0.766128644
AT1G66760 2.935179265
AT1G72030 -0.809204413
AT1G55020 1.644556679
AT1G69530 -1.110389806
AT1G69490 -3.031774177
AT3G12610 -1.029158961
AT3G11340 1.46899019

AT1G58200 1.157096763
AT1G50970 -2.057758278
AT1G51800 -0.754812367
AT1G51760;AT1G51780 3.666596654
AT1G30135 3.780973726
AT1G48750;AT1G48760 -1.043724544
AT1G07090 0.770106629
AT1G19150 -0.780805151
AT1G19180 3.5298547

AT1G58270 1.257480482
AT1G12620 -2.84570773
AT1G66970 -1.155320691
AT2G30360 1.192994905
AT2G40480 -1.127451982
AT2G33380 2.40773172

AT1G19860 -1.38199145
AT1G19670 5.289614301
AT1G18590 0.901815462
AT1G25500 1.927058024
AT3G29575 1.624757045
AT4G00050 -1.178805353
AT4G01080 4.773903288
AT5G59920;AT4G01350 0.881832205
AT4G01070 1.011948357
AT4G02360 5.065096854
AT4G02940 1.183238271
AT4G03060 0.886493471
AT4G04840 2.194857958
AT4G08150 -0.829443153
AT4G08170 1.763587244
AT4G08930 -1.076578579
AT4G08870;AT4G08900 2.8521404

AT4G09500 0.998006414
AT4G09510 1.27543033

AT4G10060 1.278029614
AT4G10390 2.082799118
AT4G10500 1.881038011
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AT4G11190 1.441417463
AT4G11320;AT4G11310 1.497892832
AT4G11460 -0.865934054
AT4G11820 0.7992251

AT4G12790 0.967733455
AT4G13410 4.93221159

AT4G18140 1.578672629
AT4G18160 1.063249484
AT4G18610 -0.797920965
AT4G18970 -0.769052613
AT4G19230 0.925713716
AT4G19530 -1.013579711
AT4G21680 4.341657341
AT4G21830,AT4G21840 3.156659622
AT4G21850 1.907321883
AT4G21910;AT4G21900 2.293655486
AT4G22590 0.905781373
AT4G22610 3.15740166

AT4G22753 2.42601105

AT4G22820 0.763684417
AT4G23050 1.56135757

AT4G23100 1.029978722
AT4G23290 -1.002089415
AT4G23430;AT4G23420 1.293210893
AT4G23730 0.913167888
AT4G23600 2.247297289
AT4G24350 3.597091125
AT4G24240 -0.874040146
AT4G24370 -0.840957171
AT4G24340;AT4G24350 3.482043472
AT4G24780 -1.213716062
AT4G24830 1.724908396
AT4G25150 -1.621841503
AT4G25230 0.973867857
AT4G26080 1.028917897
AT4G27030 -1.101575927
AT5G54810;AT4G27070 1.550278093
AT4G27410 1.150130919
AT4G27560;AT4G27570 2.581185515
AT4G27860 1.787406728
AT4G28300 0.83448881

AT4G28240 -0.866406033
AT4G28910 1.488796701
AT4G29210 1.59563641

AT4G29190 -0.833892797
AT4G29690 2.821089778
AT4G29700 2.641014612
AT4G30110 -3.482576377
AT4G30210 0.777996366
AT4G30270 1.029719672
AT4G30190 -0.80411673
AT4G30460 1.103263702
AT4G30450 1.042561587
AT4G30530 1.503940481
AT4G30290 -2.003088113
AT4G31500 1.782841922
AT4G31800 1.599999005
AT4G31820 0.763735173
AT4G31910 -1.55794392
AT4G32460 -1.594303374
AT4G33070 -2.185314537
AT4G34200 1.201784961
AT4G34710 1.87492115

AT4G34770 -2.522389806
AT4G35060 1.516505302
AT4G35630 1.560296964




AT4G36110 1.743788845
AT4G36010 0.839507299
AT4G36220 0.756617211
AT4G37430;AT4G37432 1.079748837
AT4G37410 1.154359886
AT4G37370 -1.669658582
AT4G38470 1.277457134
AT4G38540 0.906801306
AT4G38860 -1.833577054
AT4G38840 -0.845360724
AT4G39030 2.319108518
AT4G39330 -0.977503465
AT4G39540 0.960527707
AT4G39660 1.198192807
AT4G39940 1.719255769
AT4G39950 2.299168753
AT4G39980 1.938645756
AT3G44320 1.925298255
AT3G44260 0.773492372
AT3G44720 1.438114444
AT3G44735 -0.960032237
AT3G44990 -1.016741721
AT3G45160 -0.842329381
AT3G45140 0.920394136
AT3G45260 -1.004417423
AT3G45430 1.299015274
AT3G45710 0.804282548
AT3G46670 1.002192817
AT3G47430 -1.379452599
AT3G48100 -0.867652233
AT3G47960 1.622530486
AT3G48350 1.963375307
AT3G48710 -1.524469795
AT3G49620 3.326332255
AT3G50270 1.272036793
AT3G50280 2.502221336
AT3G50560 -1.555852141
AT3G50950 -1.004220561
AT3G51090 2.290362494
AT3G51450 3.679587821
AT3G51660 1.448260323
AT3G51970 1.084180418
AT3G51920 -1.26261126
AT3G52720 -1.817423256
AT3G53670 1.387514196
AT3G53960 0.89159523

AT3G54640 1.979202727
AT3G54990 0.869856616
AT3G55310;AT3G55290 1.548515238
AT3G55640 0.869515978
AT3G55950 0.864828277
AT3G55970 5.131912108
AT3G56200 2.125806958
AT3G56260 1.567182126
AT3G57450 0.981747724
AT3G57520 2.540556746
AT3G57880 1.260196224
AT3G58710 0.752465627
AT3G59050 1.39609789

AT3G59340 2.120777065
AT3G59710 1.92742182

AT3G59760 1.713669289
AT3G59900 -2.191181089
AT3G60130 0.813739168
AT3G60490 0.958853276
AT3G61400 1.741293642

123



124

AT3G62010 1.434266997
AT3G62700 0.896034225
AT3G62860 0.912756157
AT5G01215;AT5G01210 0.857124201
AT5G01500 1.358188125
AT5G01840 1.081565019
AT5G01850 1.272224883
AT5G01740 -1.274055337
AT5G02170 1.943380256
AT5G02540 -1.370245819
AT5G02760 -2.251986477
AT5G02940 2.868356361
AT5G02890 -1.304237535
AT5G04590 1.14805438
AT5G05140 0.777016931
AT5G05600 4.216257062
AT5G05730 2.350753577
AT5G07010 3.461996381
AT5G06870 4.197346463
no_match 1.187343425
AT5G07460 2.227119577
AT5G07440 1.859769776
AT5G07820 -1.068205749
AT5G09980 3.087357806
AT5G10300 2.372188218
AT5G11420 -1.060306467
AT5G12050 -1.194514025
AT5G12940 -1.166836102
AT5G13330 2.509347886
AT5G13220 5.077239521
AT5G13800 1.77710871
AT5G14500 0.963360258
AT5G14700 1.372791487
AT5G15160 -0.798608568
AT5G16290 1.614014121
AT5G17860 1.401618748
AT5G17990 1.313230926
AT5G18670 -0.953023335
AT5G18860;AT5G18890 2.222573372
AT5G19100 1.670414454
AT5G19110 3.608942018
AT5G19200 -3.064469529
AT5G22250 1.537311197
AT5G22270 0.94848258
AT5G22460 -2.618934513
AT5G22570 0.841288916
AT5G22630 0.814182342
AT5G23730 -0.899395453
AT5G23580 1.220143354
AT5G23850 1.500088347
AT5G23830 1.772856383
AT5G23840 1.3421899
AT5G23820 1.57687826
AT5G23810 1.18627156
AT5G24030 -1.338508955
AT5G24140 2.706774524
AT5G24290 1.914355286
AT5G24410 1.178035172
AT5G24420 5.800435001
AT5G35940 3.919586799
AT5G37260 -0.755201253
AT5G37770 -0.955190937
AT5G38010;AT5G37950 0.999756436
AT5G38130 1.869551348
AT5G38980 -0.928685019
AT5G39050 1.033622741




AT5G39790 1.16187413
AT5G41050 -0.949771552
AT5G42580 2.83083625
AT5G42590 1.472870288
AT5G42600 2.183604385
AT5G42650 3.858648481
AT5G42800 2.050756624
AT5G42760 -0.83078685
AT5G43170 0.890177446
AT5G43520 -0.90566099
AT5G43580 2.51205907
AT5G43700 -0.752038875
AT5G43745 2.76688673
AT5G44050 3.801292569
AT5G44130 -1.193575301
AT5G44350 1.205491446
AT5G44680 -0.908038921
AT5G44720 1.634781944
AT5G47240 3.767524394
AT5G47220 0.994750636
AT5G47370 -0.815753732
AT5G47610 -1.113431897
AT5G47910 1.470199844
AT5G47980 1.077219974
AT5G47990 1.267219605
AT5G48000 0.958040225
AT5G48010 1.506649246
AT5G48110 0.86715746
AT5G48880 1.591439466
AT5G49280 1.386126417
AT5G49480 0.924901413
AT5G49740;AT5G49730 -1.622737568
AT5G50335 1.375505909
AT5G50670;AT5G50570 1.020976273
AT5G51070 1.154131829
AT5G52120 2.240777
AT5G52320 3.250715301
AT5G52570 1.575785188
no_match -2.577806618
AT5G53050 1.054612279
AT5G53500 -1.283412617
no_match 1.371839182
AT5G54060 2.226182369
AT5G54170 0.866656438
AT5G54390 1.631325681
AT5G54960 0.796122524
AT5G55120 1.678385054
AT5G55620 -1.649557458
AT5G56760 1.163982331
AT5G57170 -1.017926131
AT5G57150 0.790303696
AT5G57240 -1.721724466
AT5G57760 -1.598540756
AT5G57780 -1.286244051
AT5G57785 -1.039405686
AT5G57800 1.045152665
AT1G25155;AT5G57890;AT1G25083;AT1G24909;AT1G248071425220 1.435396417,
AT5G58350 0.916133826
AT5G59480 1.10309847
AT5G59450 -0.863590282
AT5G59730 1.171025939
AT5G60300 2.250737221
AT5G60680 -1.009295413
AT5G60890 2.757798867
AT5G61160 1.424549186

AT5G62280

-2.300646271
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AT5G63140 -0.822494232
AT5G63450 2.307925033
AT5G63790 1.434979215
AT5G63970 0.994343101
AT5G63980 1.258985077
AT5G64100 -1.246440204
AT5G64410 -0.82460239
AT5G64330 -1.227982303
AT5G64560 1.239922623
AT5G65020 1.135892369
AT5G64900 1.235397283
AT5G65280 2.555948728
AT5G65380 1.983239754
AT5G65870 0.779064285
AT5G66650 3.387167977
AT5G66690 -0.989284979
AT5G67080 4.280271542
AT5G67210 1.483555082
AT5G67160 1.341244492
AT5G67150 2.040646087
AT5G67300 1.323565528
AT5G67480 1.953226945
AT5G25280 -0.784605929
AT5G26260 1.004485867
AT5G26340 2.050377024
AT5G26600 1.04053717
AT5G27520 1.585278148
AT5G27380 1.639419254
AT5G33290 1.479791748
AT5G36220 3.144646426
AT1G31710 1.917534978
AT1G31710 2.117561091
AT5G14730 1.025167205
AT5G14760 -0.845482329
AT5G16190 2.194255765
AT5G17490 4.777533196
AT1G77370 0.766307916
AT3G43600 -0.781170728
AT3G44860;AT3G44870 5.03737346
AT4G36500 2.050369752
AT4G36540 -0.880991581
AT4G37080 -0.764950981
AT4G36790 0.796350108
AT4G37010 1.857686347
AT4G36990 1.143426051
AT5G20935 -0.798952423
AT5G20900 1.085020505
AT5G20050 -0.84138077
AT5G20550 1.716369199
AT5G19520 2.204531192
AT5G24770,AT5G24780 4.935278342
AT5G13550 1.991608467
AT1G73500 1.819917854
AT5G04120 3.57980099
AT5G04190 -1.750413499
AT5G04330 2.066358594
AT5G04340 0.82872281
AT4G15330 1.701888161
AT4G17470 6.948451596
AT4G17340 -0.8529515
AT4G17770 -0.931301848
AT4G15490 0.969088894
AT4G15210 2.284626712
AT4G16760 1.326003768
AT4G17500 2.200512743

AT4G15440

4.177694026
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AT4G14680 2.167161163
AT4G15340 2.193330649
AT4G25620 1.14648395

AT1G44350 3.423192898
AT1G67750 -1.574915271
AT5G12340 2.558870993
AT2G47600 0.984183332
AT2G41510 -2.330343471
AT2G39770 1.466494388
AT2G23200 -1.516203569
AT2G23170 1.401491096
AT2G26530 2.581845687
AT2G43140 -1.584519166
AT1G15640 -1.790979583

Tabla S.4:Genes de Arabidopsis involucrados en la sefalimadel acido jasmaonico
segun ATCOECIS.

Gen Descripcion

AT2G43790 | ATMPK6 (MAP KINASE 6)

AT5G47220 | ATERF-2/ATERF2/ERF2 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR 2)

AT3G15210 | ATERF-4/ATERF4/ERF4/RAP2.5 (ETHYLENE RESPONSIVE BMENT BINDING FACTOR 4)

AT2G46370 | JAR1 (JASMONATE RESISTANT 1)

AT3G15500 |ATNAC3 (ARABIDOPSIS NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 5)

AT3G23240 | ATERF1/ERF1 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR 1)

AT1G32640 |ATMYC2 (JASMONATE INSENSITIVE 1)

AT2G39940 | COI1 (CORONATINE INSENSITIVE 1)

AT4G11260 | SGT1B

AT2G02990 | RNS1 (RIBONUCLEASE 1)

AT3G17860 | similar to unknown protein [Arabidopsis thalian@NR:AT1G48500.1)

AT1G28480 | glutaredoxin family protein "Identical to Glutaredio-C9 (AtGrxC9) (GRXC9)

AT3G11820 | SYP121 (syntaxin 121)

AT5G64930 | CPR5 (CONSTITUTIVE EXPRESSION OF PR GENES 5)

AT1G19640 | JMT (JASMONIC ACID CARBOXYL METHYLTRANSFERASE)

AT5G11270 | OCP3 (OVEREXPRESSOR OF CATIONIC PEROXIDASE 3)

AT4G34460 | AGB1 (GTP BINDING PROTEIN BETA 1)

AT1G72260 | THI2.1 (THIONIN 2.1)

AT5G40440 | ATMKK3 (MITOGEN-ACTIVATED KINASE KINASE 3)

AT3G56400 | WRKY70 (WRKY DNA-binding protein 70)

AT4G01370 | ATMPK4 (MAP KINASE 4)

AT5G44030 | jasmonic acid mediated signaling pathway

AT4G18780 |jasmonic acid mediated signaling pathway

AT2G44050 | "COS1 (COI1 SUPPRESSOR1)

AT4G02570 | ATCUL1 (CULLIN 1)

AT1G32230 | RCD1 (RADICAL-INDUCED CELL DEATH1)

AT3G52400 | SYP122 (syntaxin 122)




