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 Determinantes moleculares involucrados en la relación cuantitativa entre el 

tiempo a floración y el fotoperíodo en Arabidopsis thaliana 
 
 
 
 

El éxito reproductivo de las angiospermas se encuentra fuertemente afectado por el 

momento del año en que ocurra la floración, que en numerosas especies es ajustado 

mediante la percepción del fotoperíodo. En la presente tesis se demuestra que  en 

Arabidopsis thaliana el requerimiento de varios días largos para florecer se vincula a la 

necesidad de mantener elevados niveles de expresión de FLOWERING LOCUS T 

(FT) durante varios días para inducir la expresión de genes florales del meristema, siendo  

los tiempos a floración proporcionales a la integral de la expresión de FT. A su vez,  este 

proceso presenta un ritmo de sensibilidad a  FT, cuya fase de alta sensibilidad se 

encuentra entre ZT12 y ZT20. Por otro lado, CONSTANS (CO), que promueve la 

expresión de FT en condiciones fotoperiódicas inductoras, demora la floración en 

Arabidopsis bajo días cortos. Este efecto no está mediado por la represión de FT, como 

sucede en arroz con el homólogo de CO, sino vía el represor meristemático TERMINAL 

FLOWER 1 (TFL1). CO modula el momento diario expresión de TFL1, registrándose los 

mayores valores en la ventana del día en que plantas son más sensibles a FT. La 

presencia de TFL1 en este rango ayudaría a establecer un umbral mínimo de FT. En 

conjunto, los resultados sugieren que los mecanismos de integración de la señal 

fotoperiódica tenderían a reducir las probabilidades que la floración ocurra cuando las 

condiciones externas son adversas, debido a fluctuaciones en la expresión de FT 

vinculadas a otros factores del ambiente.�

 �

 

Palabras claves: floración, ritmo de sensibilidad, integración cuantitativa, mecanismos de 

control, FT, CO, TFL1. 
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Molecular determinants involved in the quantitative relationship between flowering 
time and photoperiod in Arabidopsis thaliana 

 
 
 

Reproductive success in angiosperms is closely related to the time of the year when 

flowering occurs, which in many species is adjusted via the perception of the photoperiod. 

This thesis shows that in Arabidopsis thaliana the requirement of several long days for 

flowering to occur is related to the need of maintaining high levels of FLOWERING LOCUS 

T (FT) expression for several days to induce the expression of floral identity genes. This 

process involves a rhythm of sensitivity to FT, in which the phase of high sensitivity is 

between ZT12 and ZT20. Additionally, CONSTANS (CO), which promotes FT expression 

under inductive photoperiod conditions, delays flowering in Arabidopsis under short days. 

This effect is not mediated by FT repression, as it occurs in rice with the CO homolog, but 

it involves the meristem repressor TERMINAL FLOWER 1 (TLF1). CO modulates the daily 

pattern of TFL1 expression, with higher values within the daily window in which plants are 

actually more sensitive to FT. Taken together, the results suggest that the mechanism of 

photoperiod signal integration could reduce the chances of flowering when the external 

conditions are adverse, due to fluctuations in FT expression linked with other 

environmental factors.�
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Keywords: flowering, rhythm of sensitivity, quantitative integration, control mechanisms, 

FT, CO, TFL1. 
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Introducción 
 
 

La reproducción es un proceso esencial en todos los organismos y, dentro del reino 

vegetal, existen diversas estrategias que garantizan la descendencia. Las plantas 

vasculares puede clasificarse en dos grupos: las Pteridofitas (no generan semillas) y las 

Espermafitas (generan semillas). A su vez, las Espermafitas se dividen en Angiospermas 

y Gimnospermas. Las gimnospermas forman las semillas a partir de primordios seminales 

"desnudos" sobre una escama que forma parte de un cono, y se encuentran 

representadas por aproximadamente 800 especies. En contrapartida, en las 

angiospermas el órgano reproductor por excelencia es la flor, estructura en la cual se 

alojan los óvulos y que, una vez fecundados, podrán desarrollar semillas que quedarán 

protegidas por frutos. Las angiospermas se encuentran comprendidas por al menos 

250.000 especies (Cantino et al. 2007; Linkies et al. 2010). El órgano floral es un hito en la 

evolución que no sólo garantiza la descendencia, sino que también ha contribuido a la 

diversificación y distribución global de muchas especies en prácticamente todos los 

ecosistemas (Conti and Bradley 2007; Siriwardana and Lamb 2012). 

En las angiospermas, el embrión generado en el interior de la semilla puede 

considerarse como una planta rudimentaria con dos meristemas, uno radicular y otro 

apical, responsables de todas las futuras estructuras de la planta. El desarrollo superior 

podría resumirse genéricamente de la siguiente manera: el meristema apical es el 

responsable de iniciar el desarrollo de la parte aérea de la planta, repitiéndose 

inicialmente estructuras similares compuestas por primordios de órganos y células del 

tallo llamadas fitómeros. Los fitómeros  tienen a su vez dos regiones: un segmento 

denominado entrenudo, y el nudo donde se inserta una hoja con su meristema axilar 

(capaz de generar ramificaciones laterales con la misma estructura fitomérica). Al 

producirse la transición de fase vegetativa a reproductiva, el desarrollo de la hoja se 

inhibe para dar lugar a una bráctea y el meristema vegetativo se convierte en meristema 

floral de crecimiento determinado, que terminará diferenciándose en una flor. 

Dependiendo de la especie, la planta podría terminar su ciclo vital luego de la floración 

(monocárpicas) o continuar con sucesivos ciclos de floración/crecimiento mediante la 

permanencia de meristemas indiferenciados en estructuras denominadas yemas, las 
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cuales  habilitarán el crecimiento futuro de la misma (policárpicas) (Azcón-Bieto and Talón 

2000). 

Numerosas plantas muestran patrones estacionales de floración controlados con 

precisión. Años de estudio han logrado establecer que estos comportamientos se deben a 

mediciones discretas del ambiente. Sin embargo, los procesos fisiológicos de las plantas 

conviven con la suma de todos los factores externos e, inclusive, todos estos 

determinantes no son estáticos, sino que varían constantemente (Andres and Coupland 

2012). En consecuencia, las respuesta a floración no sólo está dada por señales fuertes 

como el fotoperíodo o la temperatura, sino también por otros factores, entre ellos la acción 

de hormonas como las Giberelinas (GA), las vías autónomas de floración o la edad de las 

plantas (Fornara et al. 2010). La adecuada integración de todas las señales a lo largo de 

las jornadas determinará el momento de transición de fase vegetativa a reproductiva. 

Desafortunadamente, la complejidad que implica emular y coordinar  todas estas variables 

en el laboratorio torna dificultosa la predicción de cómo se comportarán las plantas en sus 

hábitats naturales (Hancock et al. 2011). 

Durante las últimas décadas, el desarrollo de nuevas tecnologías, el avance en la 

comprensión de la genómica en especies modelo y cultivos, y el aumento de la capacidad 

de procesamiento de datos han permitido aislar numerosos genes relacionados con el 

control de la floración y las relaciones y jerarquías existentes entre ellos. Sin embargo, 

todavía existe un vacío importante en la comprensión de cómo plantas logran integrar 

cuantitativamente las señales a floración (Laurie 1997; Salazar et al. 2009; Simpson and 

Dean 2002; Song et al. 2013). El paradigma experimental de comparar a  Arabidopsis 

thaliana con otras especies ha logrado identificar la existencia de genes homólogos y 

ortólogos a Arabidospis, con sus funciones conservadas o no, y a su vez, se han 

descubierto una gran cantidad de determinantes que no se encuentran compartidos 

(Brambilla and Fornara 2013; Greenup et al. 2009; Shen et al. 2012). Estos avances están 

permitiendo comprender la velocidad con que las vías que regulan la floración han 

evolucionado y se han diversificado en las plantas, inclusive entre especies cercanas, 

como así también entender los mecanismos de control de la floración y sus diferencias 

entre plantas anuales y perennes (Andres and Coupland 2012). 
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Control de la floración 
 
 

Un paso clave en el ciclo de vida de las angiospermas es el control de la floración. 

La ocurrencia de este proceso en el momento apropiado garantizará  el correcto 

desarrollo de la semilla y la posterior supervivencia de la progenie. Los mecanismos 

involucrados en la transición de fase vegetativa a reproductiva están controlados por un 

número importante de genes (Laurie 1997) y los efectos adaptativos han sido utilizados en 

la agricultura para la floración sincronizada de las plantas en el punto óptimo, teniendo 

como objetivo maximizar los rindes de las cosechas (Purugganan and Fuller 2009). 

Concretamente, la transición a fase reproductiva está determinada por seis vías 

principales: la vía fotoperiódica, la vía de la vernalización,  la vía de la temperatura 

ambiente, la vía vinculada a la edad de las plantas, la vía autónoma y la vía de las 

Giberelinas (GA) (Fornara et al. 2010). Sin embargo, las plantas no detectan un solo 

factor a la vez sino que la respuesta está dada por la suma de toda la información, tanto 

interna como externa. Esta integración es la que condicionará la expresión de los genes 

responsables de la transmisión de la señal floral en las hojas y los de identidad floral en el 

meristema (Amasino 2010; Blazquez and Weigel 2000). Por lo tanto, cada vez resulta más 

complejo analizar las vías como respuestas discretas e independientes. Por ejemplo, la 

combinación de mapeo tradicional de QTL con asociaciones amplias de genoma (GWA) 

realizado sobre 184 variantes (entradas o accessions) naturales, garantizando así la 

diversidad genotípica y fenotípica, demostró que loci asociados con la respuesta a 

floración en condiciones controladas no siempre correlacionan igual en la naturaleza y 

que, además, la relación entre el genotipo y el medio ambiente juega un rol fundamental 

en los tiempos a floración (Brachi et al. 2010). 

En consecuencia, es más prudente hablar de “factores” que inciden en el proceso 

reproductivo que de vías promotoras de la floración. En la Figura 1 se grafican los factores 

más influyentes en la respuesta a floración, los cuales a su vez son detallados a 

continuación. 
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Factores que influyen en la respuesta a floración 

 

Fotoperíodo 

 

El fotoperíodo es un punto de regulación central en un gran número de especies, 

dado que la transición progresiva de la relación horas luz/oscuridad suele ser una 

información relativamente confiable sobre el cambio en las condiciones externas (Andres 

and Coupland 2012). Algunas plantas florecen más rápido (o únicamente) cuando el 

fotoperíodo es de días cortos (DCs), mientras que otras lo hacen bajo condiciones de días 

largos (DLs). Por otro lado, un tercer grupo es independiente de la cantidad de horas luz 

diarias. En consecuencia, las plantas pueden catalogarse en plantas de DC, plantas de 

DL y plantas neutrales, respectivamente (Thomas and Vince-Prue 1997). En particular, las 

plantas que responden al fotoperíodo activan la expresión de determinantes moleculares 

centrales que promueven la transición de fase vegetativa a reproductiva. Estos, en varios 

casos, son el punto de confluencia con las respuestas provenientes de los otros factores 

(Andres and Coupland 2012). 

 

Vernalización 

 

En climas templados, varias plantas anuales, bianuales y perennes aprovechan la 

detección de la temperatura como condicionamiento para florecer durante el momento 

indicado del año. Particularmente, la vernalización en un proceso por el cual las plantas 

deben ser expuestas a bajas temperaturas durante un tiempo prolongado  para poder 

florecer, siendo este comportamiento controlado por el cambio de expresión de un número 

importante de genes (Amasino 2010; Kim et al. 2009). Esta característica permite, por 

ejemplo para Arabidopsis, clasificar a las variantes como anuales de verano, si la floración 

ocurre luego de varios DLs contiguos, o anuales de invierno, requiriendo períodos 

prolongados de frío (4°C por 6 a 12 semanas según la variante) para que  la exposición a 

ciclos fotoperiódicos inductores promueva la transición a fase reproductiva (Andres and 

Coupland 2012). Sin embargo, las temperaturas o los tiempos de exposición a éstas, que 
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las plantas requieren para vernalizar, varían entre  las especies e inclusive dentro de las 

variedades de una misma especie. En trigo y cebada, la vernalización también ha sido 

caracterizada molecularmente, existiendo asimismo variantes que no necesitan transitar 

por este proceso. Estas diferencias adaptativas pueden ser, por lo tanto, utilizadas para 

maximizar los rindes de las cosechas (Kim et al. 2009) 
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Temperatura 

 

 

Un tercer factor influyente es el mediado por la temperatura diaria del ambiente. 

Como su nombre lo indica, el mismo está controlado por cambios en la temperatura, pero 

difiere de la vernalización en que no se requieren largos períodos de frío para florecer sino 

que la floración se adelanta gracias a las mayores temperaturas diarias a las que son 

sometidas las plantas. En algunos casos, la ocurrencia de un solo día de alta o baja 

temperatura puede resultar fatal para el éxito reproductivo (Zinn et al. 2010). Es 

interesante destacar que existen puntos regulatorios genéticos comunes entre los dos 

factores, pero la relación con la temperatura es exactamente inversa en varias especies. 

En consecuencia, para estos casos son las altas temperaturas las responsables de 

desrreprimir la floración, aumentando los niveles de determinantes moleculares centrales 

en la transición a fase reproductiva. (Balasubramanian et al. 2006; Blazquez et al. 2003; 

Lee et al. 2007). Alternativamente, la ocurrencia de temperaturas bajas durante varios 

días puede promover la floración en otras especies, como por ejemplo algunas orquídeas, 

cultivo de sumo interés comercial (Blanchard and Runkle 2006). 

 

Giberelinas 

 

El cuarto factor, parcialmente independiente del fotoperíodo, es el de las 

Giberelinas (GA).  Estas hormonas cíclicas diterpenoides,  reguladoras centrales en 

numerosas especies,  están involucradas en diversas respuestas del desarrollo, como la 

promoción del  crecimiento, la dormición de las semillas o la floración (Randoux et al. 

2012). Mutaciones que inhiban la vía de síntesis de estas hormonas, o que aumenten su 

degradación, redundan en el retraso o el arresto de la floración, fundamentalmente bajo 

condiciones fotoperiódicas no inductoras (Fornara et al. 2010; Sun and Kamiya 1994; 

Wilson et al. 1992), aunque también han sido  propuestas como la señal sistémica central 

que induce la floración en Lolium (King et al. 2003). 

Es interesante destacar que en los últimos años se descubrieron dos genes que 

contribuyen a la regulación simultánea de las GA y de algunos de los determinantes 
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centrales en la respuesta fotoperiódica, evidenciando puntos en común entre ambos 

factores (Song et al. 2013). 

 

 

Camino autónomo 

 

El quinto factor que regula la floración engloba a un grupo de genes que en su 

conjunto se lo conoce como camino autónomo, denominado así porque originalmente la 

actividad de estos determinantes no parecía depender de las condiciones ambientales 

(Koornneef et al. 1998). El mismo se encuentra en parte relacionado con la vernalización, 

debido a que los componentes involucrados tienen la capacidad de regular el mismo 

factor de transcripción central. El mecanismo de control no es simple y todavía no se 

conoce con profundidad cómo actúan coordinadamente para determinar el tiempo a 

floración (Amasino 2010; Ding et al. 2013). Tanto elementos relacionados con el RNA 

como con la modificación de la cromatina funcionan en conjunto para regular 

negativamente este camino (Amasino and Michaels 2010; Michaels 2009). 

 

Edad 

 

Finalmente, un último factor distinguible es el que guarda relación con la edad de 

las plantas. Éstas suelen atravesar un período juvenil infértil antes de entrar en la adultez 

reproductiva. Por ejemplo, se ha comprobado que en Arabidopsis este comportamiento 

está dominado por un ARN de interferencia, responsable de mantener a los individuos en 

estadio juvenil al reprimir determinantes del proceso de floración, y sus valores decaen 

cuando las plantas envejecen (Wu and Poethig 2006). Los tiempos para alcanzar la 

adultez pueden variar notablemente entre las especies. Un caso extremo es el de algunas 

leñosas, como las coníferas, que pueden requerir varios años para poder generar 

semillas. Desafortunadamente, este comportamiento ha sido una limitante en la 

promoción de proyectos de investigación sobre este grupo de plantas (Greenwood 1995). 
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Otros factores 

 

Los seis factores previamente citados están considerados como los más 

importantes en la promoción de la floración (Fornara et al. 2010). Sin embargo, existen 

otros condicionamientos que pueden afectar la respuesta reproductiva.  

La presencia de plantas vecinas es detectada por los cambios en la relación 

rojo/rojo lejano, y esto despierta un conjunto de respuestas conocidas como “Síndrome de 

escape al sombreado”. Entre éstas, se encuentra la aceleración de los tiempos a floración 

(Wollenberg et al. 2008). Otro ejemplo puede ser el nivel diferencial de diversos solutos o 

metabolitos en el suelo. Por ejemplo,  ha sido reportado que elevados valores de salinidad 

pueden retrasar la floración en algunas especies (Zandt and Mopper 2002).  

Si bien estos y otros ejemplos exceden a la presente tesis, es importante reforzar la 

idea de que son múltiples los factores que influyen en la floración, los cuales 

eventualmente terminarán convergiendo en un número acotado de vías moleculares que 

promoverán la transición de fase vegetativa a reproductiva en el meristema. 

 
 
 
La floración en respuesta al fotoperíodo 
 

Previamente se mencionó al fotoperíodo como uno de los factores que controlan la 

floración. Las señales lumínicas oscilatorias son una fuente importante de información y 

muchas plantas, entre ellas Arabidopsis, sincronizan las oscilaciones del ambiente con 

ciclos internos de expresión de genes y niveles proteicos. Esta característica puede 

potencialmente garantizar el éxito del crecimiento y la reproducción (Mas 2008). El 

conocimiento de que las plantas pueden responder a distintos fotoperíodos y que la señal 

de floración es móvil fue probado hace bastante tiempo (Garner 1933; Zeevaart 2006). Sin 

embargo, recién en los últimos años se pudo avanzar con mayor profundidad en la 

compresión de cómo eran los procesos subyacentes y cuáles eran las identidades de los 

determinantes moleculares involucrados (Andres and Coupland 2012; Fornara et al. 2010; 

Zeevaart 2006) 

Dado que la presente tesis busca ampliar el conocimiento sobre cómo las plantas 



Introducción 
�

�	�

�

integran cuantitativamente la señal inductora de la floración proveniente del fotoperíodo, a 

continuación se explicarán en detalle todos los factores involucrados en este proceso en 

Arabidopsis. 

 

 

La influencia del fotoperíodo y el descubrimiento del florigén 

 

El largo del día suele ser una fuente relativamente confiable para “conocer” el 

momento del año en que se halla el individuo. Consecuentemente, no es de sorprender 

que los caminos que promueven la floración en respuesta al fotoperíodo hayan 

evolucionado hace mucho tiempo y que el núcleo central del mecanismo se encuentre 

altamente conservado (Amasino 2010). Esta adaptación le permite a las plantas  no sólo 

sincronizar la floración con condiciones exteriores apropiadas para la reproducción, sino 

además evitar eventuales sequías, heladas o temperaturas extremas. Por ejemplo, 

muchas especies en los trópicos florecen cuando el largo del día decrece, mientras que 

otras endémicas de zonas templadas realizan la transición a fase reproductiva en 

respuesta a DLs, cuando las condiciones ambientales posiblemente sean menos arduas 

(Greenup et al. 2009).  

Los primeros indicios fuertes de la influencia del fotoperíodo sobre la floración se 

obtuvieron hace casi un siglo, cuando Garner y colaboradores en los años 20 realizaron 

experimentos en los cuales se demostró que las plantas efectivamente podían detectar el 

largo del día, aunque no todas las especies respondían del mismo modo (Garner 1933). 

Una década después se comprobó que la medición del fotoperíodo se realizaba a nivel de 

las hojas (Withrow et al. 1943) . Este descubrimiento implicaba que algún tipo de señal 

tenía que poder transportarse desde las hojas hasta el ápice. Además, considerando que 

injertos de una especie inducida promovían la floración en otra especie receptora no 

inducida, se concluyó que la señal era transmisible y que estaba altamente conservada 

(Zeevaart 2006). 

Por lo tanto, estos descubrimientos fisiológicos iniciales llevaron a la conclusión 

que debía haber algún tipo de sustancia o sustancias regulatorias que fuesen las 

responsables del estímulo floral en respuesta a los cambios fotoperiódicos. Estos 



Introducción 
�

�
�

�

determinantes desconocidos quedaron englobados dentro del concepto de “Florigén”, que 

puede traducirse como el “formador de las flores” (Colasanti and Sundaresan 2000). 

Durante muchas décadas se intentó aislar por distintas vías esta/s sustancia/s sin 

resultados concluyentes. El fracaso de la búsqueda dio lugar al surgimiento de otro 

enfoque, el cual proponía que la inducción de la floración estaba dada por un determinado 

nivel de hormonas y metabolitos ya conocidos (Bernier et al. 1993), aunque 

posteriormente esta visión fue descartada.  

Otro aspecto central que todavía no quedaba claro era cómo las plantas podían 

sincronizar la respuesta  con cambios específicos del fotoperíodo. Una primera hipótesis 

consideraba que la respuesta podía ser directa, siguiendo el modelo de reloj de arena. 

Esta visión implicaba que las plantas de DL irían acumulando ciertos determinantes 

moleculares en respuesta a ciclos de luz/oscuridad inductores, y sólo florecerían cuando 

sus niveles superasen un umbral de reacción. Sin embargo, se constató que las plantas 

respondían rítmicamente a la combinación de una determinada relación de horas 

luz/oscuridad, con máxima respuesta bajo un ciclo de 24 horas (h) o múltiplos de éste 

(Thomas and Vince-Prue 1997). Éstas y otras observaciones pusieron la mira en dos 

modelos antagónicos que contemplaban la necesidad de que dos o más oscilaciones 

coincidiesen para poder desencadenar la respuesta. 

El primer modelo es el de coincidencia interna, y  sostiene que las respuestas 

fotoperiódicas podrían activarse gracias a la coincidencia de dos o más ritmos endógenos. 

La luz sólo sería la encargada de sincronizar alguno de los relojes para que únicamente 

coincidan en condiciones fotoperiódicas favorables (Kobayashi and Weigel 2007). El 

segundo enfoque, conocido como modelo de coincidencia externa, recuperaba una vieja 

hipótesis propuesta por Erwin Buenning en 1936, en la cual se sostenía que la medición 

del tiempo durante respuestas estacionales dependía de un oscilador circadiano 

endógeno, sensible a la luz, y la inhibición o promoción de los procesos ocurriría cuando 

el intervalo de luz se superpone con la fase más sensible de este ritmo endógeno. Una 

visión más acabada de esta hipótesis sostiene que la luz no sólo promueve o inhibe 

ciertos procesos, sino que también puede sincronizar ("entrain" en inglés) al reloj interno 

con el  ciclo solar (Yanovsky and Kay 2003). Finalmente, los experimentos confirmaron 

que las respuestas seguían el modelo de coincidencia externa (Yanovsky and Kay 2002). 
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El rol del reloj de Arabidopsis en el proceso de floración en respuesta al 

fotoperíodo 

 

  El  reloj circadiano es un mecanismo biológico de oscilación endógena espontánea 

de variables fisiológicas, con una periodicidad cercana a 24 h. Pueden potencialmente 

sincronizarse con factores ambientales que presenten ritmos de períodos similares, como 

la luz o la temperatura (Fornara et al. 2010), influyendo sobre procesos que van desde la 

tasa de elongación de los hipocotilos, respuestas a stress hídrico o defensa contra 

patógenos (Dowson-Day and Millar 1999; Nakamichi et al. 2009; Wang et al. 2011). 

  Actualmente se puede pensar al reloj de Arabidopsis como una integración de tres 

circuitos moleculares con regulaciones tipo feedback, interconectados entre ellos, con al 

menos 25 genes involucrados (Nakamichi 2011; Pruneda-Paz and Kay 2010). En la 

Figura 2 se detallan los determinantes y procesos involucrados de mayor importancia. 

El llamado Circuito Central comprende dos factores de transcripción tipo MYB 

parcialmente redundantes, CIRACADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA1) y LATE 

ELONGATED  HYPOCOTYL (LHY), que  reprimen la transcripción de TIME OF CAB 

EXPRESSION 1 (TOC1) mediante la unión directa a su promotor, y éste a su vez es quien 

estimula la transcripción de LHY y CCA1 (Gendron et al. 2012; Huang et al. 2012). Varios 

fotorreceptores, entre ellos criptocromos y fitocromos,  se vinculan con el reloj, y el 

ingreso de las señales lumínicas al oscilador está dominado por la acción de los 

Fitocromos A (PHYA) y B (PHYB). Concretamente, la luz incide a través de diversas 

caminos en la regulación de CCA1 y LHY, permitiendo el ajuste diario del reloj (Chen et al. 

2004; Devlin and Kay 2000; Kojima et al. 2011). Anidado a este bucle central se encuentra 

el Circuito Matutino, que está compuesto por PSEUDO RESPONES REGULATOR 7 

(PRR7) y PSEUDO RESPONSE REGULATOR 9 (PRR9), cuyas expresiones son 

promovidas por LHY, y aquellos a su vez reprimen la expresión de este último. 

Finalmente, el Circuito Nocturno se conecta con el Oscilador Central mediante 

GIGANTEA (GI), quien forma un complejo con el receptor de luz azul ZETILUPE (ZTL) 

que estimula la expresión de TOC1, siendo TOC1 el responsable de la regulación 

negativa de GI. 
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La conformación de un banco de semillas con miles de mutantes en Arabidopsis permitió 

comprobar que las variantes aisladas en base a algún defecto en la regulación 

fotoperiódica de la floración, como es el caso  early flowering 3 (elf3),  presentaban ritmos 

circadianos aberrantes y, a su vez, las identificadas por defectos circadianos, por ejemplo 

toc1, tenían reducida su capacidad de responder a cambios en el fotoperíodo (Hicks et al. 

1996; Somers et al. 1998). En particular, toc1, mutante de un componente esencial del 

reloj de Arabidopsis y que presenta un ritmo de 21 h independiente de las condiciones de 

luz, florece antes cuando es sometido a ciclos fotoperiódicos no inductores de 24 h pero 

no cuando se ajusta el ciclo a 21 h, coincidiendo con el ciclado interno de su reloj. Estos 

experimentos demostraban que el reloj era un componente esencial para vincular el 

fotoperíodo con la respuesta a floración (Yanovsky and Kay 2003). 
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Finalmente, los trabajos de Yanovsky y Suarez-López hicieron un aporte 

fundamental al descubrir que el gen CONSTANS (CO) era el nexo central entre el reloj 

interno, el fotoperíodo y la expresión del componente principal del florigén, FLOWERING 

LOCUS T (FT) (Suarez-Lopez et al. 2001; Yanovsky and Kay 2002). 

 

 

CONSTANS (CO) – El nexo entre el reloj, el fotoperíodo y la floración en Arabidopsis 

thaliana 

 

CO se expresa en el tejido vascular de las hojas (An et al. 2004) y codifica para un 

regulador transcripcional nuclear con dedos de zinc tipo B-BOX y un dominio CO, CO-

LIKE and TOC1 (CCT) de unión a ADN. Este factor de transcripción tiene un patrón de 

expresión circadiano y acelera la floración durante DLs regulando positivamente la 

expresión de FT. Esto es posible debido a que en DCs (ej.: 8 h luz/16 h oscuridad) los 

mayores niveles de transcripción de CO están confinados al período de oscuridad, pero 

se solapan con la luz durante DLs (ej.: 16 h luz/8 h oscuridad), lo que estabiliza a la 

proteína y posibilita su accionar (Andres and Coupland 2012; Tiwari et al. 2010).  

La dinámica de regulación es compleja e involucra diversos puntos de control. En la 

Figura 3 se grafican los determinantes más importantes involucrados en el proceso. En 

concreto, en DCs, la expresión de CO está inhibida por represores transcripcionales, 

como son los CYCLING DOF FACTORs (CDFs), quienes se unen al promotor de CO 

regulándolo negativamente durante la mañana, siendo PHYB también un factor 

determinante en este proceso (Imaizumi et al. 2005; Imaizumi et al. 2003). Durante el 

mismo período, la E3 ubiquitin ligasa responsable de etiquetar a CO es HIGH 

EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE GENE 1 (HOS1), enviándola a 

degradación en el proteasoma 26S. A su vez, la escasa proteína CO formada es 

etiquetada por el complejo formado por CONSTITUTIVE PHOTOMORPHIOGENESIS 1 

(COP1), otra E3 ligasa, y SUPRESSOR OF PHYA-105 (SPA1), durante la noche (Liu et 

al. 2008). Por último, en la prevención temprana de la floración bajo fotoperíodos no 
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inductores participa una tercera E3 ubiquitin ligasa, DAY NEUTRAL DNF (DNF), 

reprimiendo la expresión de CO en DCs (Morris et al. 2010). 

Al extenderse el intervalo diario de luz, son varios los determinantes que participan 

en la promoción de CO. Por un lado, los factores de transcripción FLOWERNG BHLH 

(FBHs) sufren modificaciones postraduccionales y activan la transcripción de CO al unirse 

cerca de la región de comienzo de transcripción (Song et al. 2013). FLAVIN KELCH F-

BOX (FKF1), otra ligasa de ubiquitina, se une a GI durante la tarde formando un complejo 

mediado por luz azul  que reduce la estabilidad de los CDFs (Sawa et al. 2007).  A su vez, 

FKF1 estabiliza a CO a través de la interacción con subdominio LOV (Song et al. 2012). 

Estos mecanismos producen, como consecuencia adicional, un leve corrimiento en el pico 

de expresión de CO hacia las últimas horas de la tarde (Song et al. 2013). La presencia 

de la luz mantiene activos a los fotorreceptores PHYA y Criptocromo 2 (CRY2), quienes 

regulan negativamente a COP1, evitando entonces la degradación de CO (Valverde et al. 

2004). 

Una vez estabilizada la proteína, la promoción de la expresión de FT estaría 

mediada por  la unión directa de CO al promotor de FT en la zona CO Responsive 

Element (CORE) (Song et al. 2012). Sin embargo, dado que la interacción es débil, es 

factible que CO  forme complejos con otras proteínas, aumentando así la potencia de la 

señal. Por ejemplo, CO interactúa con NUCLEAR FACTOR Y/HEME ACTIVATOR 

PROTEIN (NF-Y/HAPs) en sitios CCAAT (Blackman and Michaels 2010) y con 

ASYMMETRIC LEAVES 1 (AS1) en los dominios B-Box (Song et al. 2012). Todavía se 

desconoce la dinámica de estas interacciones y si las mismas son siempre necesarias 

para la regulación de FT por parte de CO (Song et al. 2013). 

 

La señal de CONSTANS se encuentra conservada en otras especies 

 

El arroz (Oryza Sativa) es una planta modelo de DC y, dado que presenta una 

respuesta a floración antagónica con Arabidopsis, ha sido muy utilizado para comparar las 

similitudes y diferencias moleculares entre ambas especies (Greenup et al. 2009). En esta 

especie, el homólogo de CO se denomina Heading date 1 (Hd1) y posee un patrón cíclico 

de expresión similar a Arabidopsis, registrando los mayores niveles durante la tarde (Yano 
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et al. 2000). El ortólogo de GI, OsGI, también es expresado circadianamente y es el 

responsable de promover la transcripción de Hd1 (Hayama et al. 2002; Hayama et al. 

2003). Es de destacar que los altos valores de expresión de Hd1 durante DLs reprimen la 

expresión del homólogo de FT, Heading date 3 (Hd3a), y también al homólogo de Hd3a, 

RICE FLOWERING LOCUS T 1 (RFT1), sugiriendo un rol contrario al observado en 

Arabidopsis, aunque Hd1 también es parcialmente requerido para promover la expresión 

de ellos bajo ciclos inductores (DCs) (Brambilla and Fornara 2013; Kojima et al. 2002). 

Este rol ambivalente podría ser el resultado de varios determinantes adicionales que 

modulan la señal inductora de la floración, especialmente río abajo de Hd1, y 

adicionalmente,  modificaciones postraduccionales de esta proteína mediadas por PHYB 

también intervendrían en el proceso (Brambilla and Fornara 2013; Ishikawa et al. 2011). 
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Otro ejemplo es el caso de los cereales de clima templado. En este grupo, el 

homólogo de CO conservaría su función como integrador del fotoperíodo, el ritmo 

circadiano y la respuesta floral. Sin embargo, la variaciones en la sensibilidad al 

fotoperíodo estarían dadas por una proteína relacionada con PRR7 de Arabidopsis, 

llamada PHOTOPERIOD1 (PPD1), que presenta un ritmo diario de expresión e influiría 

positivamente en la expresión de genes CO-Like (Martin et al. 2004; Turner et al. 2005).  

Como modelo de plantas perennes, en álamo, el aumento del homólogo de CO, 

CO2, correlaciona con el incremento del gen FT-like 1 (FT1), siendo este último el 

responsable de la promoción de la floración. Sin embargo, actualmente se piensa que 

CO2 no estaría directamente relacionado con la transición a fase reproductiva sino con 

procesos metabólicos que afectan el tamaño de los individuos (Bohlenius et al. 2006; Hsu 

et al. 2012). 

 

FLOWERING LOCUS T (FT) – El “Florigén” en Arabidopsis thaliana. 

 

FT es una proteína constituida por 175 aa y un peso de 20 kDA, miembro de la 

familia CETS (por CNETRODAIALIS (CEN), TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) y FT), y es el 

determinante con mayor respuesta a floración en la señal denominada “florigén”, siendo 

TWIN SISTER OF FT (TSF), proteína paráloga a FT, la segunda en importancia (Mathieu 

et al. 2007; Yamaguchi et al. 2005). Estas moléculas comparten homología con proteínas 

inhibitorias de RAF quinasas (RKIPs) (Kardailsky et al. 1999; Kobayashi et al. 1999), las 

cuales se hallan presentes en diversos organismos, desde bacterias hasta mamíferos 

(Moen et al. 2012; Trakul and Rosner 2005; Zhang et al. 2012). 

 La expresión de FT se da en las células de compañía del floema y, en 

consecuencia, el retraso en la floración bajo condiciones inductoras observado en las 

mutantes ft y ft tsf es recuperado al reintroducir el gen FT bajo control de un promotor 

específico de estas células, como SUCROSE TRANSPORTER 2 (SUC2) (Mathieu et al. 

2007). Si bien en DLs CO es el mayor responsable de la expresión de FT, recientemente 

se probó que GI, adicionalmente a su función de regular la expresión de CO, puede 

también promover a FT, independiente de CO (Sawa and Kay 2011). La expresión de FT 

se encuentra reprimida en DCs, pero aumenta cuando los días se alargan (Yanovsky and 
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Kay 2002). Mientras las condiciones fotoperiódicas inductoras se mantengan, la expresión 

seguirá un patrón circadiano. En cambio, si las plantas son retornadas a DCs, la señal se 

pierde rápidamente durante el primer DC post fotoperíodo inductor  (Corbesier et al. 

2007). En la Figura 3 se esquematizan los puntos de regulación más importantes en la 

expresión de FT. 

En un momento se pensó que el mensajero era transportado hacia el meristema 

apical, donde posiblemente se traduciría la proteína con la concomitante transición a fase 

reproductiva (Huang et al. 2005). Sin embargo, el uso de plantas transgénicas con FT 

fusionado a un TAG (ej.: GREEN FLUORESCENT PROTEIN (GFP)) demostró que era la 

proteína, y no el ARNm, la que se transportaba desde las células de compañía, vía 

floema, hacia el meristema apical, sin que hubiese mensajeros intermediarios 

necesariamente involucrados (Corbesier et al. 2007). Adicionalmente, la expresión de un 

ARNmi contra FT en el meristema no inhibe la transición de fase, lo que refuerza la idea 

de que la presencia del ARNm no es crucial  este órgano (Mathieu et al. 2007). Al margen, 

es interesante destacar que recientemente se probó que el movimiento del mensajero a 

nivel sistémico efectivamente tiene lugar, y que éste contribuye a regular la señal 

promotora de la floración (Lu et al. 2012). 

 Además del ya detallado rol de CO en la promoción de FT, este último se 

encuentra regulado por diversos determinantes, algunos también vinculados con otros de 

los factores que promueven la floración. Entre ellos se puede mencionar a SVP, FLC, 

CDF1, TEMPRANILLO (TEM1) o SCHLAFMÜTZE (SMZ), todos represores de la 

transcripción de FT(Castillejo and Pelaz 2008). Adicionalmente, PHYB inhibe a FT 

degradando a promotores de su transcripción, como PIF4 (Kumar et al. 2012). El 

microRNA miR156 degrada los transcriptos de los SQUAMOSA PROMOTER BINDING 

PROTEIN-LIKE (SPLs), quienes por un lado promueven la expresión de miR172 y por 

otro pueden unirse al promotor de FT, activándolo. El microRNA miR172 es responsable 

de degradar los transcriptos de varios inhibidores de FT, como SMZ (Song et al. 2013). A 

su vez, la proteína cryptochrome interacting  basic helix-loop-helix 1 (CIF1) promueve la 

expresión de FT uniéndose a su locus, y esta actividad es mediada por CRY2 solamente 

durante la tarde y la noche temprana.  Por último, el componente del mediator complex, 

PHYTOCHROME AND FLOWERING TIME 1 (PFT1), promueve la expresión de FT  tanto 



Introducción 
�

���

�

de manera CO dependiente como independiente (Inigo et al. 2012). 

Recientemente se descubrió que la regulación de la cromatina ocupa un rol 

importante en modular los niveles de expresión de FT. El grado de metilación se 

encuentra controlado por el balance de la acción de metilasas y demetilasas, como son el 

complejo Polycomb repressive complex 2  (PRC2) y REF6 H3K27 demethylase (REF6), 

aunque también se observan diversos niveles de acetilación. La respuesta final a cambios 

ambientales está modulada por factores específicos del floema y elementos reguladores 

actuando en cis. Por ejemplo, la proteína AT-hook motif nuclear localized 22 (AHL22) 

participa en el aumento del nivel de acetilación y la reducción del nivel de metilación en la 

histona 3 (H3) (He 2012; Yun et al. 2012). 

En paralelo, TSF, que comparte un 82% de homología aminoacídica con FT, tiene 

la capacidad de actuar como señal inductora de la floración de manera parcialmente 

redundante con este último (Ikeda et al. 2007). Al igual que FT, la expresión de TSF se 

induce rápidamente luego de la estabilización de CO en DLs y sigue un patrón diario de 

expresión similar. Esta expresión es también regulada por FLC y PHYB. Sin embargo, 

considerando que el mutante tsf prácticamente no afecta la respuesta a floración bajo 

condiciones inductoras, es la señal de FT la que predomina bajo DLs (Yamaguchi et al. 

2005). 

Un punto central en el proceso de floración es que las proteínas FT y TSF  tienen 

que poder moverse desde las células de compañía hasta el meristema. El transporte 

podría realizarse pasivamente hacia elementos del tubo criboso a través de los 

plasmodesmos, considerando que, por ejemplo, FT tiene un tamaño inferior al límite de 

exclusión de estos últimos (si bien el diámetro de exclusión varía con el desarrollo, 

proteínas de hasta al menos 27kda pueden atravesarlos) (Imlau et al. 1999). Sin embargo, 

dado que la abundancia de FT es baja, es posible que algún tipo de mecanismo de 

transporte activo esté involucrado. Recientemente se descubrió que FLOWERING 

LOCUS T INTERACTING PROTEIN 1 (FTIP1), presente en los plasmodesmos de las 

células de compañía, es necesaria para el transporte de FT, y tal vez de TSF, hacia los 

elementos del tubo criboso. Sin embargo, considerando que la floración en mutantes ftip1 

ocurre antes que en mutantes ft, es posible que otros determinantes actúen de manera 

redundante con esta señal (Andres and Coupland 2012; Liu et al. 2012).  



Introducción 
�

�	�

�

Una vez en el floema, las proteínas FT y TSF son transportadas hacia el meristema 

apical, en donde formarían complejos con FLOWERING LOCUS D (FD) que promueven 

la expresión de genes de identidad floral de meristema (Abe et al. 2005; Wigge et al. 

2005) (Fig. 4) 

Considerando la potencia de FT como promotor de la floración observada en DLs, y 

en menor medida a TSF, podría esperarse que estas moléculas estén involucradas en la 

respuesta a floración en DCs, aunque hasta el momento los reportes no son 

concluyentes. Algunos experimentos sugieren que no existen diferencias a floración entre 

el genotipo salvaje (WT) y las mutantes ft o tsf  bajo condiciones no inductoras (Michaels 

et al. 2005), aunque en otros trabajos se observó un leve efecto en el mutante tsf  y un 

mayor retraso en la floración al trabajar con el doble mutante ft tsf (Yamaguchi et al. 

2005). 

 
 
 
La señal de FT también se encuentra conservada en otras especies 
 

Homólogos de FT (FT-like) o proteínas con actividad similar han sido encontrados 

en plantas muy diversas. Arabidopsis thaliana, cebada (plantas de DL), arroz, papa 

(plantas de DC) o girasol (DL o DC según la variante), entre otras, presentan grandes 

distancias evolutivas entre ellas, pero las proteínas FT-like siempre se relacionan con la 

inducción floral, al margen de los variados mecanismos que controlan sus expresiones  

(Andres and Coupland 2012; Hayama et al. 2003; Navarro et al. 2011).  

En arroz existen varias proteínas FT-like, siendo dos las de mayor peso en la señal 

inductora de la floración: el ortólogo de FT, Hd3a, y el gen RFT1, ambos también 

expresados en las hojas y transportados hacia el meristema apical (Doi et al. 2004). Sin 

embargo, la regulación varía entre ellos. Hd3a se encuentra controlado en forma inversa a 

Arabidopsis, por lo que solamente se expresa cuando las plantas son sometidas a ciclos 

de DCs (Kojima et al. 2002; Komiya et al. 2008; Tamaki et al. 2007). En cambio, RFT1 

también se expresa durante DLs, lo que sugiere que existe una vía alternativa de floración 

asociada a fotoperíodos no inductores (Brambilla and Fornara 2013). Anular la expresión 

de ambas proteínas puede llegar a retrasar la floración bajo DCs hasta 300 días (Komiya 
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et al. 2008). La regulación de la floración en Arroz es bastante compleja y continuamente 

se siguen descubriendo nuevos determinantes vinculados con ésta. Como se mencionó 

previamente, modificaciones postraduccionales posiblemente conviertan a Hd1 en un 

represor de Hd3a y RFT1 bajo DLs. Por otro lado, Early heading date 1(Ehd1), que 

codifica para un regulador de respuesta tipo B (ARRs, por sus siglas en ingles), es una 

pieza central en la modulación de las señales (Brambilla and Fornara 2013; Hwang et al. 

2002). Ehd1 es el nexo entre varios genes, se expresa rítmicamente en DCs y promueve  

tanto la expresión tanto de Hd3A como de RFT1, bajo DCs o DLs según como se module 

su señal (Brambilla and Fornara 2013; Doi et al. 2004). Concretamente, la expresión de 

Ehd1 se encuentra regulada por dos mecanismos de coincidencia interconectados que 

presentan ventanas de sensibilidad a la respuesta (Itoh et al. 2010). En consecuencia, los 

genes FT-like en arroz están sujetos a una regulación más compleja que en Arabidopsis. 

Otros ejemplos son cebada y trigo, en los cuales los genes FT-like,HvFT y TaFT 

promueven la floración, respectivamente, siendo a su vez los responsables de los 

diferentes requerimientos para la vernalización encontrados en las distintas variantes para 

estas especies (Yan et al. 2006). En maíz, Zea mays CENTRORADIALIS 8 (ZCN8), 

miembro de una familia numerosa de proteínas, sería el ortólogo de Arabidopsis en esta 

especie (Danilevskaya et al. 2008). En Lolium, si bien fue propuesto que la señal 

inductora de la floración sistémica estaría comprendida por las GA, la expresión del gen 

LtFT aumenta al someter a las plantas a DLs, sin la mediación de las hormonas, aunque 

todavía no queda claro su nivel de influencia sobre la respuesta floral (King et al. 2006). 

Por último, en álamo, una planta perenne modelo, el gen FT-like FT1 aumenta con la 

reducción de la temperatura durante el invierno y es la responsable de promover la 

transición de fase (Hsu et al. 2011).  

 

Otros factores que influyen en la floración 

 

Al principio de la Introducción se mencionaron varios factores, además del 

fotoperíodo, que influyen en la floración. Algunos de estos son los responsables de  la 

transición de fase para especies que no responden a los cambios en la relación horas 

luz/oscuridad. Si bien el largo del día es una señal fuerte para plantas que responden al 
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fotoperíodo, como por ejemplo Arabidopsis, los otros factores también pueden tener una 

alta relevancia en la señal, dependiendo de las condiciones. Por ejemplo, especies que 

necesitan vernalizar no florecerán si no atraviesan por este proceso, sin que importe el 

fotoperíodo al que sean sometidas previo a la vernalización (Amasino 2010). 

Alternativamente, una ola de calor puede despertar la floración bajo días no inductores, lo 

que podría comprometer el éxito del proceso reproductivo (Zinn et al. 2010).  

Previamente se detalló que la respuesta a floración está determinada por la 

integración global de todos los factores presentes que influyen en este proceso. En 

consecuencia, y con el objeto de tener un enfoque integral de los determinantes que 

intervienen en la transición de fase vegetativa a reproductiva en Arabidopsis, a 

continuación se detallarán brevemente los mecanismos moleculares involucrados en 

respuesta a los otros factores anteriormente citados. 

En la vernalización, el gen central responsable de la falta de respuesta a ciclos 

inductores previa a la exposición prolongada al frío es el factor de transcripción tipo MADS 

box FLOWERING LOCUS C (FLC), cuya transcripción se encuentra promovida por 

FRIGIDA (FRI), y el comportamiento observado en ecotipos anuales de verano se debe a 

que tienen una mutación en al menos uno de estos genes (Eckardt 2005; Michaels and 

Amasino 1999). FLC forma un complejo con SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) que 

actúa tanto en el meristema apical como en el tejido vascular, uniéndose directamente a 

genes promotores de la floración, como son SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF 

COSNTANS1 (SOC1) y FT, reprimiendo su transcripción. Adicionalmente, SVP puede 

inhibirlos sin el requerimiento de FLC (Fujiwara et al. 2008; Lee et al. 2007; Searle et al. 

2006). La exposición a bajas temperaturas, detectada en el ápice, promueve la reducción 

progresiva de los niveles de ARNm de FLC a lo largo de las semanas, estabilizándose en 

valores bajos aunque las temperaturas vuelvan a subir. Este comportamiento está 

controlado por un conjunto de RNAs antisentido (COOLAIR, COLDAIR) y proteínas como 

VERNALIZATION INSENSTIVE 3 (VIN3) y POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 2 

(PRC2), miembros de un complejo tipo Polycomb que silencia la expresión de 

FLC(Fornara et al. 2010; Heo and Sung 2011; Morris et al. 2010; Sung and Amasino 

2004). En consecuencia, ante la ausencia de FLC, SOC1 y FT son expresados y 

promueven la floración (Searle et al. 2006). 
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La temperatura también puede influir sobre la floración pero por un camino distinto 

al de la vernalización, dado que en este caso son los valores diarios los responsables de 

activar la vía. Es interesante destacar que existen puntos regulatorios comunes entre los 

dos factores, entre ellos FLC y SVP, aunque en este caso la floración es promovida por 

altas, y no bajas, temperaturas.  Ambos genes modulan negativamente la inducción 

térmica, la cual es independiente de CO, regulando los niveles de FT (Balasubramanian et 

al. 2006; Blazquez et al. 2003; Lee et al. 2007). Las elevadas temperaturas producen un 

aumento de FT, posiblemente mediado por PHYTOCROME INTERACTING FACTOR 

(PIF4), y en conjunto con las GA serían los responsables de desencadenar la transición 

de fase reproductiva a vegetativa bajo estas condiciones (Balasubramanian et al. 2006; 

Kumar et al. 2012). 

Por otro lado, las Giberelinas GA1, GA3, GA4, y GA7 son las de mayor actividad 

biológica en las plantas (Randoux et al. 2012). Mutaciones que inhiban la vía de síntesis 

de estas hormonas o que aumenten su degradación, como por ejemplo mutantes de la 

enzima de síntesis ent-kaurene sintasa A (ga1-3) o deficiencias en la oxidación de varios 

precursores de GA mediada por la enzima GIBBERELLIN 20 Oxidase (GA20ox), 

redundan en el retraso o el arresto de la floración, fundamentalmente bajo DCs (Fornara 

et al. 2010; Sun and Kamiya 1994; Wilson et al. 1992). Particularmente, el efecto 

observado en estas condiciones es superior en mutantes de GA que si se afecta el 

fotoperíodo o genes de la vía autónoma, por lo que GA actuaría en paralelo al 

fotoperíodo, compensando el efecto reducido o nulo de FT bajo DCs (Reeves and 

Coupland 2001).  Dentro de las diversas GA bioactivas, la que tendría mayor peso en la 

respuesta a floración sería GA4. Esta molécula aumenta en el meristema apical previo a la 

floración, aunque el sitio de síntesis no sería el ápice sino otras estructuras de la planta, 

como por ejemplo los pecíolos, desde donde se transportarían a través del sistema 

vascular (Eriksson et al. 2006; Fornara et al. 2010; Reeves and Coupland 2001). Entre 

sus puntos de acción, se encuentra la regulación positiva de  la expresión del promotor de 

la floración LEAFY (LFY) y la degradación de los represores transcripcionales DELLAs. 

Las DELLAs reprimen la expresión de los factores de transcripción SPLs, activadores de 

FT. A su vez, las DELLAs reducen la expresión del micro RNA miR172 (encargado de 

inhibir represores de la floración) y de genes tipo MADS BOX responsables de la cascada 
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de floración en el meristema apical. Por lo tanto, la degradación de las DELLAs por parte 

de las GA sería un punto clave en la señal inductora de la floración mediada por estas 

hormonas (Song et al. 2013; Yu et al. 2012). Es interesante destacar que existen al 

menos dos genes, ASYMMTERIC LEAVES 1 (AS1) y TEMPRANILLO (TEM), que 

contribuyen tanto a la regulación de FT como de las GA. Consecuentemente, estos 

determinantes ocupan un lugar central en la interacción entre las GA y la respuesta 

fotoperiódica (Song et al. 2013). 

El denominado camino autónomo se encuentra en parte relacionado con la 

vernalización debido a que los componentes involucrados tienen la capacidad de regular 

el mismo factor de transcripción, FLC, aunque todavía no se conoce en detalle cómo 

actúan coordinadamente (Amasino 2010; Ding et al. 2013). Entre estos se encuentran 

FCA, FPA, FY y FLOWERING LOCUS K, que contienen sitios de unión a ARN, 

metiltransferasas de histonas (varios miembros de la familia PRMT) y demetilasas de 

histonas (ej.: FLOWERING LOCUS D, FVE y RELATIVE OF EARLY FLOWERING 6) 

(Amasino 2010). A su vez, el procesamiento de pequeños ARNm tendría un rol importante 

dado que mutantes de Dicer presentan elevados niveles de FLC. Por consiguiente, tanto 

elementos relacionados con el RNA como con la modificación de la cromatina funcionan 

en conjunto para regular negativamente este camino. Sin embargo, considerando que los 

niveles de metilación del gen FLC no varían, la modulación involucraría una red de 

caminos represores que establecerían distintos niveles basales de FLC según el genotipo 

y las condiciones de crecimiento (Amasino and Michaels 2010; Michaels 2009; Simpson 

2004). 

Finalmente, en relación con la edad de las plantas se pueden distinguir dos 

estadios: el juvenil, en el cual las plantas no son fértiles, y el adulto, pudiendo en este 

caso florecer y dejar descendencia. Se ha observado que a medida que transcurren las 

semanas, se registra un incremento en los niveles los SPLs., quienes a su vez promueven 

la expresión los promotores de la floración LFY,  FRUITFUL (FUL) y SOC1 en el 

meristema (Wang et al. 2009; Yamaguchi et al. 2009). Durante los primeros estadios del 

crecimiento, los bajos niveles de los SPLs son debidos, al menos parcialmente, a los altos 

niveles del microRNA miR-156. Este RNA es uno de los responsables fundamentales de 

mantener a los individuos en estadio juvenil, limitando la respuesta a floración (Wu and 
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Poethig 2006). Cuando la planta envejece, los niveles del RNA de interferencia decaen, lo 

que redunda en un aumento de los SPLs. En particular, el aumento de SPL9 regula 

positivamente la expresión del microRNA miR172, otro promotor transición de fase. 

Consecuentemente, los niveles diferenciales de miR-156 son un condicionamiento 

importante para la ocurrencia del proceso reproductivo (Wu et al. 2009). 

 

La transición de fase vegetativa a reproductiva en el meristema ante la llegada de 

FT 

Las señales producidas en las hojas en respuesta al fotoperíodo deben llegar al 

meristema apical para inducir la transcripción de genes de identidad floral, quienes 

finalmente serán los responsables de la transición a fase reproductiva(Fornara et al. 

2010). 

Las proteínas FT y TSF son transportadas por el floema e ingresan al meristema 

apical, donde formarían complejos con FLOWERING LOCUS D (FD), puesto que se vio 

que FT y TSF interaccionan con FD en ensayos del tipo doble-híbrido y la presencia de 

FD es al menos parcialmente necesaria para la promoción de la floración mediada por FT 

(Abe et al. 2005; Wigge et al. 2005). FD es un factor de transcripción con dominio Basic 

leucine zipper (bZIP) que se expresa en el meristema apical, y recientemente se sugirió 

que la interacción entre éste y FT estaría mediada por proteínas del tipo 14-3-3, al menos 

en arroz, que tiene un mecanismo de activación de la floración similar a Arabidopsis pero 

en respuesta al fotoperíodo inverso (Taoka et al. 2011). En la Figura 4 se detallan los 

determinantes moleculares de meristema involucrados en la transición a fase 

reproductiva, como así también los genes más importantes activados por los distintos 

factores que promueven la floración. 

Uno de los primeros genes promotores de la floración en ser expresado es SOC1 

(Torti et al. 2012). SOC1 es un factor de transcripción tipo MADS box (Borner et al. 2000) 

que requiere de FT y/o TSF y FD para transcribirse correctamente (Jang et al. 2009). FUL 

es otra proteína tipo MADS box relacionada con SOC1, la cual también es activada por el 

complejo FT-FD y necesaria para la promoción de la floración mediada por FT (Andres 

and Coupland 2012). SOC1 interactúa con AGAMOUS-LIKE 24 (AGL24) (factor de 

transcripción tipo MADS box), quien a su vez promueve la transcripción de LFY,  gen de 
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identidad floral involucrado en el comienzo del desarrollo floral (Lee et al. 2008). Tanto 

LFY como el complejo FT-FD promueven la transcripción de otro gen de identidad floral,  

AP1, aunque todavía se discute si la activación mediada por el complejo FT-FD es directa 

o indirecta (Benlloch et al. 2011; Wigge et al. 2005). Adicionalmente, SOC1 y el complejo 

FT-FD regulan, directa o indirectamente, la expresión de los factores de SPLs. Estos a su 

vez  promueven a  FUL, LFY y AP1, como así también a SOC1, dando una idea de la 

complejidad en la regulación de los genes involucrados en la transición floral, con distintos  
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niveles jerárquicos y temporales de expresión (Jung et al. 2012; Torti et al. 2012; 

Yamaguchi et al. 2009). 

En contrapartida, existen determinantes que regulan negativamente la floración.  

Además de los ya mencionados SVP y FLC, TERMINAL FLOWER 1 (TFL1), una proteína 

miembro de la familia CETS con alta homología a FT, tiene un rol crucial en el control de  

la floración, siendo responsable de antagonizar con las señales que la promueven. FT y 

TFL1 comparten un 71% de homología aminoacídica pero tienen funciones antagónicas. 

Sustituciones únicas de los aminoácidos H88Y en TFL1, y el correspondiente Y85H en 

FT, alteran el loop externo de la estructura proteica,  convirtiendo a TFL1 en un agente 

que induce la floración temprana y a FT en uno que la retrasa, aunque por el momento no 

se conocen las bases del cambio funcional (Hanzawa et al. 2005). En concreto, TFL1 

inhibe la expresión de AP1 y LFY en el meristema, y esta actividad dependería de la 

interacción de TFL1 con FD, lo cual sugiere un interesante rol dual de FD, dependiendo si 

la unión se da a la proteína FT o a TFL1. Una vez lograda la transición a primordio floral 

joven por cambios de expresión del represor miR156, el incremento en los niveles de LFY 

y AP1 permite regular negativamente la expresión de TFL1. En efecto, son LFY y AP1 los 

responsables del mantenimiento del primordio floral luego del comienzo de la transición a 

fase reproductiva promovida por FT. La determinación se vuelve irreversible y, por lo 

tanto, la planta florecerá aunque la señal fotoperiódica desaparezca (Hanano and Goto 

2011; Liljegren et al. 1999; Shannon and Meeks-Wagner 1991). 

 
Integración de la señal inductora de la floración y objetivos 
 

Integración de la señal inductora de la floración 

 

Hasta aquí hemos establecido en detalle la cadena de reacciones que 

desencadenan la floración en respuesta al fotoperíodo. Sin embargo, diversos trabajos 

muestran que mientras que para algunas especies de DL un solo ciclo inductor es 

suficiente para promover la floración (Vince-Prue 1994), en otros casos se necesita 

establecer una sucesión de ciclos inductores para obtener respuesta (Mozley and Thomas 

1995). Por lo tanto, las plantas tienen que poseer mecanismos que les permiten 

diferenciar cuantitativamente la ocurrencia de uno o múltiples ciclos inductores. En otras 
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palabras, las plantas tienen que poder “integrar” cuantitativamente las señales inductoras 

con el correr de los días, redundando en la transición de fase solamente cuando se hayan 

alcanzado determinados niveles de señal.  

En Arabidopsis, el fotoperíodo es considerado el principal factor medioambiental 

que condiciona la floración (Michaels et al. 2005). Sin embargo, todavía se conoce muy 

poco sobre cómo las plantas logran “acumular” las señales diarias relacionadas con este 

proceso. Previamente se mencionó que FT es el componente principal del florigén, el cual 

se transporta desde las hojas hasta el ápice, donde promueve genes de identidad floral 

(Andres and Coupland 2012), y además su expresión aumenta en respuesta a DLs 

(Corbesier et al. 2007) . Estas observaciones, en conjunto con los otros antecedentes 

previamente descriptos, posicionan a FT  como un candidato ideal para analizar su 

potencial rol en la integración cuantitativa de la señal inductora de la floración. 

El abordaje metodológico supone varias cuestiones a considerar. Por ejemplo, 

sobreexpresar FT o CO en Arabidopsis  redunda en un adelantamiento de la floración, 

aunque estos sistemas no son útiles para evaluar la dinámica de expresión de los 

determinantes en respuesta al fotoperíodo (Kardailsky et al. 1999; Onouchi et al. 2000). 

Para responder las incógnitas de índole cuantitativa, es importante lograr modelos en los 

que los niveles de expresión se encuentren en un rango cercano al fisiológico (ej. niveles 

y momentos de expresión donde son normalmente expresados). En este contexto, la 

técnica de PCR en tiempo real (qPCR o RT-PCR) permite cuantificar regularmente los 

niveles de expresión de los genes. Durante la última década se pudieron obtener patrones 

diarios simples de expresión de CO y FT en plantas sometidas a DLs y DCs, en distintos 

fondos genéticos (Cerdan and Chory 2003; Imaizumi et al. 2003; Valverde et al. 2004; 

Yanovsky and Kay 2002). En plantas WT, la expresión de CO oscila con ritmo circadiano, 

levemente modulada por el fotoperíodo. En contrapartida, FT sólo se expresa luego de 

que la proteína CO se estabiliza hacia el final de la tarde en DLs. Bajo estas condiciones,  

sus valores van creciendo a lo largo de la jornada y los picos se alcanzan hacia el final de 

la fase lumínica (Imaizumi et al. 2003; Song et al. 2013; Yanovsky and Kay 2002). Sin 

embargo, algunos experimentos realizados con plantas transgénicas que recomponían el 

fenotipo FT en fondo ft alcanzaban los máximos al principio del día (Corbesier et al. 2007). 

En consecuencia, también es importante tener en consideración las variaciones que 
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pueden existir entre plantas WT y transgénicas. 

Hace pocos años el grupo de Andrew J Millar fue el primero en intentar abordar el 

enfoque cuantitativo de la señal inductora de la floración en respuesta al fotoperíodo, 

basándose en los escasos patrones robustos de expresión de CO y FT previamente 

existentes en la bibliografía. En concreto, desarrollaron algunos modelos matemáticos que 

intentaban correlacionar los ritmos de expresión de CO y FT con la floración. Esta 

investigación permitió proponer que los patrones de expresión de estos dos genes podían 

ser simulados in silico con alto nivel de precisión. Sin embargo, en algunos casos los 

modelos fallaban al intentar explicar ciertos niveles observados in vivo, y en otros, los 

tiempos a floración no correlacionaban con los patrones simulados (Salazar et al. 2009). 

De todas maneras, es destacable mencionar que algunas divergencias halladas en los 

ajustes resultaron informativas, como por ejemplo la hipótesis teórica de que FKF1 

activaría a FT de manera independiente (Salazar et al. 2009), lo que posteriormente fue 

parcialmente confirmado de manera empírica por Song y colaboradores, siendo CDF1 el 

gen que media esta respuesta (Song et al. 2012).  

Al margen de este antecedente, las preguntas centrales de cómo las plantas logran 

integrar cuantitativamente la señal inductora de la floración siguen sin respuesta.  

Analizando la bibliografía existente, a priori todavía no queda claro hasta qué punto 

la transición de fase vegetativa a reproductiva depende cuantitativamente de FT. En 

trabajos previos se observó que el WT (FT FT) y el mutante heterocigota (FT ft) no 
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difieren en el tiempo a floración en DLs provistos desde la germinación (Segarra et al. 

2010). Esta observación indicaría que es indistinto para las plantas poseer la mitad de la 

carga génica de FT, argumentando en contra de su influencia cuantitativa.  

Por otra parte, si efectivamente los niveles de FT logran ser integrados 

cuantitativamente, los trabajos previos no permiten diferenciar inequívocamente cuáles 

son los atributos de la expresión de FT que influyen en los tiempos a floración y cuáles no  

(Corbesier et al. 2007; Imaizumi et al. 2003; Yanovsky and Kay 2002). Tomando como 

ejemplo el trabajo de Corbesier (Corbesier et al. 2007), podría ser que los DLs 

sensibilicen la expresión de FT con el transcurrir de los ciclos, adelantándose la floración 

en función del máximo alcanzado. Inclusive, si aceptásemos esta hipótesis, en la misma 

tampoco se puede discernir si un solo día de registro alto alcanza, o si son necesarios 

ciclos sucesivos contiguos (Figura 5A). Alternativamente, tal vez el factor determinante 

sea la persistencia de niveles elevados de FT en DLs, y la floración podría ser 

proporcional a la cantidad de señal generada, esto es, a la integral de FT (Figura 5B).  

Como se observa, ambas hipótesis se solapan porque para llegar al máximo de FT 

se requieren varios ciclos inductores, y esto conlleva una mayor persistencia de señal de  

este determinante. Tampoco se puede descartar la posibilidad de que los niveles de FT 

tengan que superar cierto umbral para contribuir a la señal inductora de la floración, dado 

que en plantas sometidas a DCs se  pueden llegar a registrar niveles bajos de FT sin que 

la floración se adelante (Figs. 5A y 5B, línea DC). Inclusive, una visión todavía más 

compleja implicaría que la señal podría estar siendo integrada en base a una combinación 

de todos estos factores. En la Figura 6 se detallan estas hipótesis de manera separada 

para una mejor comprensión de las distintas alternativas. 

Adicionalmente, hasta ahora nada se conoce sobre la influencia del momento del 

día en que se expresa FT. En Arabidopsis, el fotoperíodo inductor condiciona la expresión  

del gen a momentos específicos del día, cuando la luz está presente. Si el rango diario en 

que FT se expresa no es indistinto, esto podría sugerir la existencia de una ventana de 

sensibilidad a la señal, como sucede en muchos otros procesos fisiológicos (Sellaro et al. 

2012; Sellaro et al. 2011; Seung et al. 2012). En la Figura 6 se ilustra un ejemplo en el 
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cual el intervalo de acción de FT estaría acotado entre el comienzo de la mañana y las 

horas previas al anochecer (Fig. 6F – franjas rojas con signo de admiración). Esta 

eventual ventana de sensibilidad podría estar o no vinculada con un transporte diferencial 

de FT o TSF hacia el meristema, en el cual el regulador FTIP1 podría tener un rol activo 

(Liu et al. 2012). 
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Es interesante también destacar que prácticamente todos los trabajos citados  

miden los niveles de FT en plantas jóvenes (6 a 8 hojas). Muchas veces las plantas en 

estado natural emergen y crecen vegetativamente durante varias semanas o meses hasta 

que la señal fotoperiódica es suficiente para activar la floración, por lo que no 

necesariamente las plantas adultas (>20 hojas) responderán de la misma manera que las 

jóvenes. 

Por último, Arabidopsis es una planta de DL facultativa, lo que indica que conserva 

la capacidad de florecer bajo condiciones no inductoras pasado cierto tiempo, pero la 

información sobre la influencia de FT y CO en DCs es escasa (Michaels et al. 2005; 

Morris et al. 2010). Previamente en el laboratorio se observó que  las mutantes co 

florecían antes que WT en DCs (Luccioni L., Casal J. J., datos no publicados), sugiriendo 

que bajo estas condiciones, CO tendría un efecto inverso al ya conocido de promotor de 

la floración vía FT en respuesta al fotoperíodo inductor.  

 

Objetivos 

 

El primer objetivo de la presente tesis es evaluar la relación cuantitativa entre 

la respuesta fotoperiódica de la floración y FT en Arabidopsis. En este contexto, el 

requerimiento de varios DLs para adelantar la floración podría ser necesario para 

aumentar la señal de FT (en sus máximos valores, en su integral total, y/o 

persistencia) o para sensibilizar la planta a FT  (la presencia de FT tendría más peso 

en la integración de la señal de floración con el transcurrir de los días). Una vez 

identificados los distintos atributos que aportan a la señal, se buscará evaluar la 

importancia cuantitativa y/o cualitativa de cada uno de ellos. 

El segundo objetivo de la tesis es profundizar en la comprensión del rol de 

CO bajo condiciones no inductoras, y a su vez evaluar su relación con FT y otros 

determinantes del proceso de floración. 
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Materiales y métodos 
 
 
Material vegetal y condiciones de crecimiento 
 

Todos los experimentos fueron realizados con plantas de Arabidopsis thaliana. Los 

genotipos utilizados, según corresponda para cada experimento, fueron los siguientes: 

Col-0 (genotipo salvaje – variante Columbia), mutantes ft-10 (GabiKat-29E08 – mutante 

de inserción de T-DNA (Yoo et al. 2005)) y co-9 (entrada Tair: 4010745741 – mutante de 

inserción – Syngenta line). Los dobles mutantes ft-10 FT y co-9 CO se obtuvieron 

mediante cruza de ft-10 o co-9 por Col-0 según el protocolo descripto en 

arabidopsis.org/Protocols/Crossing_of:Arabidopsis_Lab_Course.pdf. Brevemente, flores 

inmaduras (planta receptora) fueron diseccionadas con ayuda de pinzas quirúrgicas de 

acero inoxidable (Dumont) bajo lupa (VM - 1x/4x). A las mismas se les retiraron todos los 

órganos (confirmando que el polen de las anteras todavía estuviese inmaduro), excepto el 

gineceo, el cual fue fecundado  con polen maduro extraído de las anteras de flores de 

distinto genotipo (planta donora).  

Las plantas transgénicas  FT:FT:GFP  (expresante de la proteína de fusión FT-GFP 

bajo control del promotor  FT) y pER8:FT (expresante de FT bajo control de un promotor 

inducible por 17-�-Estradiol), ambas obtenidas en fondo Col, fueron gentilmente donadas 

por el doctor George Coupland (Max Planck Institute for Plant Breeding Research – 

Colonia - Alemania). pER8 es un plásmido desarrollado en la Universidad Rockefeller 

(Zuo et al. 2000) que tiene insertado parte del receptor de estrógeno humano, incluyendo 

la región regulatoria y el sitio de unión a ADN de esta hormona. La construcción  pER8:FT  

logra una efectiva activación de la transcripción mediado por el estrógeno 17-�-Estradiol 

(Andrés et al., datos no publicados).  

Las semillas de Arabidopsis  fueron sembradas en cajas plásticas claras con tapa 

transparente (30mm x 40mm x 20mm – Colombraro) conteniendo 0.8 % agar (Chemit) 

agua  (H2O- Millipore Simplicity 185). Luego de la siembra, las cajas se envolvieron en 

papel aluminio y fueron estratificadas en un refrigerador (General Electric) durante 4 días 

a 4 °C  en oscuridad. Posteriormente, se transfirieron las semillas estratificadas a 22 °C y 

se irradiaron  con luz roja  durante 3 h (5 µmol.m-2.s-1) para inducir la germinación. Una 

vez finalizada la inducción, se guardaron durante la noche en cajón de oscuridad y 
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posteriormente se transfirieron a cámaras de crecimiento a 22 °C bajo luz blanca  (Phillips 

40 W tubos fluorescentes, radiación fotosintéticamente activa: 150 µmol.m-2.s-1) durante 

tres días. Al cuarto día, las plantas fueron transferidas a macetas cilíndricas pequeñas 

(70mm alto x 35mm diámetro - Colombraro) rellenas con sustrato. La composición del 

mismo consistió en 2 partes de vermiculita (Agroquímica Larrocca SRL), 2 partes de 

perlita (Perlome) y 1 parte de turba (Don Camilo). Finalmente, las macetas se dispusieron 

en bandejas plásticas blancas (Marfinite) para el posterior desarrollo de los experimentos. 

Las condiciones de fotoperíodo y crecimiento posterior fueron ajustadas según los 

requerimientos de cada diseño experimental. Todas las plantas fueron regadas desde la 

base de las bandejas con una dilución de Hakaphos en agua corriente (Compo® – 

preparado de acuerdo a las instrucciones provistas por el fabricante). 

La conservación de las semillas de todos los genotipos se realizó en cajas plásticas 

cerradas, conteniendo en su interior sílica gel (Analén SRL) a temperatura ambiente. 

Regularmente se largaban cultivos paralelos con el objeto de mantener joven el stock de 

semillas (aproximadamente antes del año se volvían a obtener nuevas cosechas de 

semillas). 

 

Medición del tiempo a Floración 
 

El tiempo a floración  fue medido utilizando una escala biológica,  el número de 

hojas totales a floración de la roseta (Corbesier et al. 2007; Lu et al. 2012b). Se 

caracterizaron al menos 15 individuos por tratamiento. Los datos están  expresados como  

media ± error estándar.  

 

Sistema Inducible 
 

Los experimentos de inducción de la expresión de FT fueron llevados a cabo con 

plantas transgénicas pER8:FT.  Cabe destacar que al tratarse de plantas con fondo Col-0, 

se trabajó bajo condiciones fotoperiódicas no inductoras (DCs) con el objeto de minimizar 

las chances de expresión sistémica del gen endógeno de FT, evitando así la 

superposición de  ambas expresiones (la inducible y la que responde a la exposición a 

DLs). 
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Para lograr la inducción del gen, una sola hoja de cada planta fue embebida 

sumergiendo durante 10 segundos la misma en una solución acuosa con 10 µM 17-�-

Estradiol (Sigma-E8875), 0,1 µl/ml Tween 20 (Promega H5152). El proceso se realizó con 

la ayuda de un tubo Falcon (50ml) y un pincel fino. El líquido era batido regularmente para 

lograr espuma constante. La presencia de esta última permitió que las hojas lograsen una 

buena hidratación y mantuviesen en su superficie la solución (estos órganos son serosos 

y por lo tanto no retienen bien el agua). La importancia de embeber ambas caras de la 

hoja radica en que en el reverso la presencia de estomas es mucho mayor (Tari 2003; 

Wang et al. 1998), y esto favorecería el ingreso de la hormona. Cada hoja era marcada y 

repintada a las 4 h mediante la misma técnica para protocolos de 8 h de inducción, o a las 

4 y 8 h para protocolos de 12 h de inducción. Una vez alcanzado el tiempo de tratamiento 

inductivo deseado (8 h o 12 h), las hojas inducidas eran removidas mediante un corte a la 

altura de pecíolo (deteniendo de esta manera la  inducción) e inmediatamente  

cosechadas en sobres de aluminio en nitrógeno líquido  y  conservadas a -80°C hasta su 

procesamiento. 

 

Extracción de ADN genómico y corroboración de genotipos en geles de agarosa 

 

Se obtuvo material foliar joven de cada genotipo de Arabidopsis thaliana utilizando 

una tijera, pulverizándolo en nitrógeno líquido con la ayuda de un émbolo plástico estéril 

dentro de un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Se resuspendió (agitación suave) el polvo con 300 

µl de buffer CTAB (3 % CTAB, 100 mM Tris base pH 8,0, 20 mM EDTA, 1,4 M NaCl, 

100µl 2-� mercaptoetanol. Volumen final: 50 ml en H2Omq). Se incubó durante 30 minutos 

a 65 °C, se agregaron 300 µl de cloroformo y se agitó con vortex durante 3 segundos. 

Posteriormente, se centrifugó durante 5 minutos (10.000 RPM), trasvasándose la fase 

acuosa (fase superior del tubo) a un nuevo tubo con 300 µl de isopropanol. Se mezcló por 

inversión y se precipitó incubando a -20 °C durante 30 minutos. A continuación, se 

centrifugó durante 10 minutos (10.000 RPM), descartándose el sobrenadante y lavando el 

pellet de ADN con 1 ml de etanol al 70% por duplicado. Una vez descartado el último 

lavado de etanol, se secó el pellet a 37 °C durante 15 minutos para evaporar cualquier 

exceso. Finalmente se resuspendió el ADN en 50 µl de H2Omq. 
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Las muestras fueron amplificadas por técnica de PCR utilizando una cicladora (Bio 

Rad – MyCycler Thermal Cycler) mediante el siguiente protocolo: 20 µl finales de mezcla 

(12,7 µl H2Omq, 0,3 µl ADN Polimerasa (Productos Bio-Lógicos), 2 µl buffer de reacción 

5X, 1 µl MgCl2, 1 µl DNTPs 10 mM, 1µl primer forward 20 µl, 1 µl primer reverse 20 µl, 1 µl 

de muestra) fueron corridos según protocolo estándar: 94 °C (3 minutos) – 39 ciclos x [57 

°C (3 minutos) – 72 °C (3 minutos) – 94 °C (3 minutos)] – 72 °C (10 minutos). La 

temperatura de hibridación varió según las TMs del amplicón a sintetizar. Posteriormente, 

las muestras fueron sembradas en gel de Agarosa 1,5% (Labnet) y buffer de corrida, con 

el ladder de ADN correspondiente (Invitrogen). La electroforesis se realizó a 100 V 

utilizando una fuente Bio Rad Power Pac Basic durante el tiempo requerido según el 

tamaño del amplicón. Una vez finalizada la corrida, los geles fueron revelados utilizando 

un transiluminador de luz UV (Fisher Scientific) y fotografiados con cámara estándar 

(Canon). Todos los pares de primers se encuentran detallados en la Tabla S1. 

 

 

Extracción y cuantificación de ARN mensajero mediante PCR en tiempo real 

 

Para extraer el ARN, 50 a 100 mg de tejido vegetal fueron pulverizados utilizando 

nitrógeno líquido en morteros de cerámica,  agregándose 1ml de Trizol (Invitrogen) y 

trasvasando la solución a un tubo Eppendorf. Se incubó durante 10 minutos a temperatura 

ambiente, se centrifugó durante 12 minutos (12.000 RPM – 4 °C), se tomó el 

sobrenadante y se trasvasó a un nuevo Eppendorf con 200 µl de cloroformo, incubándose 

por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugó durante 12 minutos 

(12 000 RPM – 4°C), se trasvasó la fase superior (acuosa) a otro tubo y se agregaron 250 

µl de isopropanol y 250 µl de buffer de extracción (citrato de Na 0,8 M; NaCl 1,2 M), se 

mezcló por inversión y se incubó durante 30 minutos a -20 °C.  Los tubos fueron 

centrifugados por 10 minutos (12000 RPM – 4 °C), se descartó el sobrenadante  y el pellet 

se lavó con 1 ml de etanol al 70 % con posterior paso por centrífuga durante 5 minutos 

(10000 RPM – 4 °C), por duplicado. El pellet fue secado a 37 °C durante 15 minutos para 

evaporar cualquier exceso de etanol. El ARN  fue finalmente resuspendido en 40 µl de 

H2Omq. 
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El ARN de muestras de ápices fue extraído utilizando el kit de columnas de 

extracción Spectrum Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich) según especificaciones del 

fabricante. El ARN purificado fue resuspendido 40 µl de H2Omq. 

La concentración total de ARN fue cuantificada utilizando un espectrofotómetro 

Ultrospec 2100 Pro (Amersham Biosciences)  con una dilución 1/100 de la muestra en 

H2Omq. Se corroboró el nivel de pureza midiendo las relaciones de absorbancia a 260 

nm/ 230 nm y 260 nm/280 nm para evaluar los niveles de contaminación de compuestos 

fenólicos/ orgánicos y proteínas, respectivamente, aceptándose las muestras con valores 

iguales o superiores a 2. Para la síntesis de cADN, se utilizaron 2 µg totales de ARN. 

Previo a la reacción, las muestras fueron incubadas durante 30 minutos con DNAsa 

/RNasa–Free (Promega) para degradar cualquier vestigio de ADN. La reacción fue 

realizada mediante la técnica de transcripción reversa con la enzima SuperScript III 

(Invitrogen), siguiendo el protocolo provisto por el fabricante y utilizando primers (dT)15. 

Una vez concluida la reacción, se llevó el volumen final de las muestras a 40 µl con 

H2Omq. Como control de contaminación de ADN genómico, se realizaron los mismos 

pasos detallados hasta aquí pero omitiendo la adición de la transcriptasa reversa. 

La reacción de qPCR se llevó a cabo utilizando 2 µl de la solución de cADN en un 

volumen de reacción total de 10 µl (5 µl FastStart SYBR Green PCR MIX - Roche / 2 µl 

H20mq / 1 µl 5mM primers mix). Cada muestra se analizó por duplicado en un equipo 

7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems). Los cálculos correspondientes fueron 

realizados utilizando el programa 7500 System SDS software (Applied Biosystems), 

provisto por el fabricante. Todos los pares de primers se encuentran detallados en la 

Tabla S1. 

 

 

Extracción de proteínas y Western Blotting de FT-GFP 

 

50 mg de material vegetal (hojas jóvenes o plántulas) fueron pulverizadas en un 

tubo Eppendorf de 1,5 ml conteniendo nitrógeno líquido con ayuda de un émbolo plástico 

autoclavado. Se resuspendió el extracto en 50 µl de buffer desnaturalizante (50 nM 

Tris/HCL pH 7.5, 100 nM EDTA, 1mM DTT, 0,1% Triton X100 y Protease Inhibitor Cocktail 
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1X (Roche)), se centrifugó por 20 minutos (10.000 RPM – 4 ºC) y el sobrenadante fue 

transferido a otro tubo. El nivel proteico fue cuantificado siguiendo el protocolo de 

Bradford (Quick Start Bradford Protein Assay). 10 o 15 µg totales de proteínas fueron 

sembrados en un gel de SDS-poliacrilamida 15% y corridas mediante electroforesis, 

utilizando el sistema Mini Protean Tetra-System (Bio-Rad) a 100V durante el tiempo 

apropiado. Posteriormente se transfirieron las muestras mediante electroblotting (100V- 1 

h – 4 ºC) desde el gel a una membrana de nitrocelulosa Hybond-ECL (Amersham GE 

Healthcare), se lavó con buffer TBS-T (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, 0,05% Tween 20), se 

bloqueó con 0,05 g/ml de caseína en TBS-T y se incubó con el anticuerpo primario  anti-

GFP (Roche) durante toda la noche a 4 ºC. Luego de los lavados correspondientes, se 

incubó la membrana con un  anticuerpo  secundario conjugado con peroxidasa de 

rabanito (cabra anti-ratón - Invitrogen) durante 1h y la detección se realizó mediante un kit 

de quimioluminiscencia (ECL Plus, Amersham GE Healthcare) siguiendo especificaciones 

del fabricante. Finalmente, el revelado se realizó en una placa radiográfica (Hyperfilm ECL 

– Amersham GE Healthcare) hasta obtener señal visible. Adicionalmente, algunas 

membranas fueron detectadas usando un escáner de placas (Storm 845 – GE). El control 

de carga de proteínas se determinó vía protocolo de tinción con Rojo Ponceau (Sigma 

Aldrich) y para el control positivo de detección de GFP se usó una proteína GFP comercial 

recombinante (rGFP – Roche). 

 

Análisis estadísticos y matemáticos 

 

Los cálculos de media, desvío estándar y los análisis de regresión lineal, análisis 

de varianza, comparación de pendientes y t de Student  fueron realizados utilizando los 

programas GraphPad Prism 5, Infostat o Excel. 
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Resultados Parte 1 
 
Relación cuantitativa entre la respuesta fotoperiódica de la 
floración y FLOWERING LOCUS T (FT) en Arabidopsis 
 
Los tiempos a floración dependen de la carga génica de FT 
 

El objetivo central de la tesis consiste en evaluar la existencia de una relación 

cuantitativa entre la respuesta fotoperiódica de la floración y FT, procurando identificar 

cuáles son los aspectos de la dinámica expresión de FT que aportan a la señal. 

Antecedentes bibliográficos reportaron que no se encontraban diferencias entre los 

tiempos a floración del  WT (FT FT) y del mutante heterocigota (FT ft) en DLs provistos 

desde la germinación (Segarra et al. 2010). En consecuencia, decidimos analizar si esta 

similitud no podría deberse a la saturación de la señal inductora cuando los DLs se 

establecen por períodos prolongados. Para responder esta pregunta, plantas WT (FT FT), 

mutantes homocigotas ft-10 y heterocigotas FT ft-10 fueron cultivadas en DCs (8 h luz / 16 

h oscuridad), y recién al día 25 (cuando las plantas tenían aproximadamente 8 hojas) 

comenzaron las exposiciones a DLs (16 h luz/8 h oscuridad). El grupo Control fue 

mantenido en DCs, mientras que los grupos restantes fueron expuestos a 1, 2, 3, 5 o 7  
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Figura 7: Tiempos a floración en respuesta al número de ciclos inductores. (A) 
Plantas WT (FT FT), heterocigotas FT ft-10 y mutantes ft-10. (B) Plantas WT (CO CO), 
heterocigotas CO co-9 y mutantes co-9. Los datos son medias y errores estándar de 15 
plantas. 
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ciclos inductores (DLs) contiguos. Al final de la permanencia en DLs las plantas fueron 

retornadas a DCs.   

Los resultados muestran que, comparadas con el WT, las plantas heterocigotas FT 

ft-10  responden deficientemente (ANVA p<0.05) cuando son expuestas a menos de tres 

ciclos inductores (Fig. 7A). El mutante homocigota no respondió a los DLs. Un análisis 

similar realizado con el gen CO, el componente inmediatamente anterior en la cadena de 

señalización de la respuesta fotoperiódica, también evidenció la deficiencia del 

heterocigota CO co-9, aún más severa que la del heterocigota FT ft-10 (Fig. 7B y Fig. S1). 

Una posible explicación sería que el heterocigota CO co-9  tenga una mayor reducción en 

la expresión de FT que el heterocigota FT ft-10. 

En conjunto, estos datos muestran que efectivamente existe una relación 

cuantitativa ente FT y la aceleración de la floración por DLs, justificando un análisis más 

detallado de la misma.  

 
 
Patrones de expresión de FT bajo diversos fotoperíodos 

 

Durante la Introducción se detallaron las incógnitas que todavía subsisten en 

relación a cómo las plantas logran integrar la señal de floración en respuesta al 

fotoperíodo. Los experimentos realizados hasta el presente no permiten identificar 

inequívocamente el aporte de cada atributo de la dinámica de expresión de FT a esta 

señal. Varios aspectos de la expresión podrían explicar los resultados pero, al no ser 

independientes entre ellos (al menos en la bibliografía existente), distintas hipótesis 

antagónicas podrían ajustarse a los datos observados (Fig. 6). En consecuencia, era 

importante lograr un diseño integral con el cual se pudiese ponderar el aporte de cada 

atributo de manera independiente. 

En principio, para abordar las preguntas de esta tesis, FT podría ser analizado a 

diferentes niveles igualmente informativos, incluyendo la abundancia del mensajero de 

FT en las hojas, la abundancia de la proteína FT en las hojas y la abundancia de la 

proteína FT en el ápice,  Elegimos cuantificar los niveles de mensajero de FT  en las 

hojas utilizando la técnica de qPCR bajo distintas condiciones fotoperiódicas. Esta 

elección obedece a dos ventajas. Por un lado la expresión de FT en las hojas es una 

variable que ha concentrado la atención de distintos grupos y esto ha permitido 

identificar mecanismos moleculares basados en la interacción de proteínas específicas 
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Figura 8: Niveles de expresión de FT en respuesta a distintos fotoperíodos. Las plantas 
fueron crecidas en DCs salvo los cambios especificados para cada tratamiento. (DC) día corto 
constante. (1DL) 1 día largo. (2DL): 2 días largos. (3DL) 3 días largos. (DL-DC-DL) día largo - 
día corto - día largo. (3*12h) 3 días de 12 h luz. (2*24h) 2 días contiguos de luz constante. En 
cada recuadro se indica TF (tiempo a floración), Max (pico máximo de expresión) e Int (integral 
de FT). Las barras blancas y grises denotan las fases de luz y oscuridad,  respectivamente. 
Los datos son medias y errores estándar de 4 réplicas por punto. 
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con el promotor del gen. Por otro lado, la definición de los niveles de expresión de FT 

en las hojas por PCR en tiempo real es cuantitativamente precisa, condición necesaria 

para el análisis que es objetivo de esta tesis, el cual requiere una fuerte base 

cuantitativa.Este no es el caso de los niveles de la proteína FT. En efecto, realizamos 

algunas pruebas preliminares, utilizando líneas que contienen  la fusión  FT:FT:GFP 

(donadas por el laboratorio de George Coupland, Max Planck Institut, Köln), 

expresando la proteína de fusión FT:GFP bajo control del promotor FT en fondo ft,  y en 

Blots de proteínas no observamos una promoción bajo DLs consistente y reproducible 

(Fig. S2). 

Concretamente, plantas de 25 días de edad (8 hojas aprox.) fueron sometidas a 

siete condiciones fotoperiódicas distintas. Un grupo control se mantuvo en DCs  

durante todo el experimento y los restantes seis fueron sometidos a diversos patrones 

de luz / oscuridad, (el protocolo se detalla en la Figura S3). Cada 4 h se tomaron 

muestras para su posterior análisis. 

La Figura 8 describe los distintos patrones de expresión de FT, especificándose 

en los recuadros los tiempos a floración, el nivel máximo de FT alcanzado y el valor 

total de la integral de expresión para cada tratamiento. En plantas sometidas a DCs, FT 

no fue detectado en ningún momento del día, siendo las últimas en florecer (Fig. 8, 

DC). Un ciclo inductor fue suficiente para promover la expresión de FT, tanto en este 

primer día como en el siguiente (Fig. 8, 1DL). Sin embargo, dos o tres  ciclos inductores 

permitieron acelerar la floración y aumentar aún más la expresión de FT hacia el final 

del período de luz (Fig. 8, 2DL y 3DL). La exposición a 3 días de 12 h de luz produjo 

efectos intermedios (Fig. 8, 3*12h). Al introducir un DC (día 2) entre dos DLs (día 1 y 3), 

la expresión de FT cayó abruptamente durante el DC intermedio, pero la señal 

reapareció con intensidad durante el último DL (Fig. 8, DL-DC-DL). Por último, la 

exposición a 48 h de luz continua se tradujo en una fuerte expresión de FT, con una 

disminución temporal durante la primera noche subjetiva y floración acelerada (Fig. 8, 

2*24h). Es importante notar que el diseño experimental que elegimos fue efectivo para 

que la correlación entre máximas expresiones e integrales de expresión no fuese 

perfecta. Por ejemplo, los grupos 2DL, 3DL, DL-DC-DL y 2*24h alcanzan máximos 

aproximadamente similares, mientras que el de máxima integral es 2*24h, muy por 

encima de 2DL o DL-DC-DL (Fig. 8). Por otro lado, 2DL y 3DL logran dos picos de 

expresión, mientras que 2*24h y DL-DC-DL lo hacen sólo una vez (Fig. 8). Por lo tanto, 

es posible diferenciar la contribución de cada uno de estos aspectos. 
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El tiempo a floración depende de la integral ponderada de FT 
 

 

 El siguiente paso fue encontrar una función matemática simple que permitiese 

correlacionar los tiempos a floración con algún aspecto de la expresión de FT para 

generar hipótesis que pudiesen ser puestas a prueba experimentalmente. La primera 

hipótesis planteada en la Figura 6A 

propone que la aceleración de la 

floración depende del máximo de 

expresión de FT. Sin embargo, al  

graficar el tiempo a  floración en 

función del pico de expresión de 

FT, se observan desajustes 

importantes (Fig. 9).  En particular, 

las plantas que recibieron 3 DLs 

deberían haber florecido al mismo 

tiempo que aquellas que sólo 

recibieron 2 DLs, pues ambas alcanzaron aproximadamente el mismo máximo, y sin 

embargo florecieron significativamente más temprano (Figs. 8 y 9). Esta observación 

argumenta fuertemente en contra de la idea de que es el máximo alcanzado por FT el 

que define el tiempo a floración.  

Una hipótesis alternativa sugiere que el tiempo a floración depende de la integral 

de FT (Fig. 6D). En principio, esta idea podría explicar las diferencias en tiempo a 

floración entre plantas expuestas a 2 o 3 DLs, pues si bien ambas alcanzan 

aproximadamente el mismo máximo, la alta expresión de FT permaneció un día 

adicional en el caso de 3 DLs.  Sin embargo, la integral de FT calculada con los datos 

brutos no predice adecuadamente todas las condiciones (Fig. 10A). 

Los controles en DCs florecen algo más temprano de lo esperado y las plantas 

expuestas a 2 d de luz continua (2*24h) florecen significativamente más tarde que lo 

predicho por el modelo (Fig. 10A). El desvío de las plantas en DC del resultado 

esperado puede también describirse como que la aceleración de la floración por la 

exposición a un DL fue menor a la que predicen los mayores niveles de FT en esta 

condición, sugiriendo que FT podría actuar por encima de cierto umbral (Fig. 8 y Fig. 9, 

1DL). Esto ha sido sugerido anteriormente debido a que FT puede llegar a expresarse 
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Figura 9: Relación entre los tiempos a floración 
y el máximo nivel de expresión de FT alcanzado 
en cada tratamiento. Los datos de floración son 
medias y errores estándar de 15 plantas. 
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levemente en DCs sin que haya adelantamiento de la floración al compararlo con el 

mutante ft (Corbesier et al. 2007; Sawa and Kay 2011). Al incluir un valor umbral de FT 

en los cálculos de la integral, el ajuste lineal ahora incluye al grupo DC (Fig. 10B).   
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Figura 10: Tiempos a floración para los distintos tratamientos vs. Integral de FT. En cada gráfico 
la integral ha sido calculada según las ecuaciones descriptas en la Tabla S2. (A)Tiempos a 
floración vs. Integral bruta de FT. (B)Tiempos a floración vs. Integral de FT con corrección por 
umbral. (C)Tiempos a floración vs. Integral de FT con días 1 y 2 ponderados negativamente. 
(D)Tiempos a floración vs. Integral de FT con días 1 y 2 ponderados negativamente (distinta 
ponderación que el gráfico “C”). (E)Tiempos a floración vs. Integral de FT excluyendo los valores 
del final de la noche y principio del día. (F)Tiempos a floración  vs. Integral de FT excluyendo los 
valores del final de la noche y principio del día con corrección por umbral. Los datos de floración 
son medias y errores estándar de 15 plantas. Las ecuaciones se detallan en la Tabla S1. 
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Con el propósito de identificar las posibles razones que expliquen por qué 2*24h 

floreció mucho más tarde de lo que predice el modelo, comparamos el patrón de 

expresión de FT en esa condición con el de plantas que florecieron más temprano, 

como las expuestas a 3 DLs o incluso DL-DC-DL. Se pueden observar dos diferencias 

potencialmente importantes. La primera es que los tratamientos DL-DC-DL y 3DL 

presentan elevados niveles de expresión de FT al final del tercer día, cuando 2*24h ya 

ha retornado a DCs y sus niveles de expresión de FT bajan. La otra es que 2*24h 

mantiene mayor expresión durante la noche subjetiva (Fig. 9). Por lo tanto, la 

deficiencia del modelo de integración podría deberse a que en 2*24h se sobreestima la 

aceleración de la floración porque se da más peso del correspondiente a FT durante los 

dos primeros días o durante las noches subjetivas.  

Para evaluar la primera interpretación se ensayaron diversos modelos en los que 

los niveles de expresión de FT durante los días 1 y 2 eran ponderados negativamente, 

con el objeto de incrementar el impacto de los valores del tercer día en los cálculos. En 

la Figura 10 se muestran los dos mejores ajustes obtenidos. Ninguno de ellos logra 

ajustar de manera lineal todos los tratamientos (Fig. 10C y 10D). Por lo tanto, no 

parece que el impacto de los niveles de expresión de FT aumente con el transcurrir de 

los DLs. 

Para evaluar la segunda alternativa, excluimos los valores de FT del final de la 

noche y principio del día, y esto se traduce en un buen ajuste lineal para todos los 

tratamientos (Regresión lineal <0.001 – R2= 0,92) (Fig. 10E). Si inclusive se lo combina 

con un ajuste por umbral,  el modelo es aún mejor, explicando con mayor precisión el 

comportamiento observado (Fig. 10F – Regresión lineal: p<0.05 – R2=0.97) 

 Por lo tanto, la respuesta a floración dependería de la integral de FT por encima 

de un umbral ponderada por variaciones diurnas de sensibilidad a FT.  Los 

experimentos siguientes fueron diseñados para poner a prueba experimentalmente 

ambas ideas: Que la planta integra el tiempo de persistencia de FT a lo largo de los 

días y que la sensibilidad a FT es menor durante la noche y el principio del día. 
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La presencia de FT es integrada durante los DLs sucesivos   

 

 Para evaluar si las plantas de Arabidopsis integran la presencia de altos 

niveles de expresión de FT a través de los DLs, empleamos un sistema inducible. Dado 

que la expresión de FT está 

directamente controlada por el 

fotoperíodo vía CO (Yanovsky and 

Kay 2003), en plantas WT no es 

posible separar el momento de 

expresión (y la cantidad de FT 

producido) de la relación horas 

luz/oscuridad. Por lo tanto, se 

utilizaron plantas transgénicas que 

incorporaron el plásmido pER8:FT 

en fondo Col, las cuales permiten 

la expresión controlada de FT 

mediante la aplicación de la 

hormona femenina (estrógeno) 

17-�-Estradiol. Considerando que 

nuestro diseño experimental 

supondría trabajar con plantas 

adultas y que las experiencias 

previas de inducción efectiva 

fueron logradas en plantas 

juveniles de 2 hojas (Andrés et. 

al, Max Planck Institut, Köln – 

datos no publicados), pusimos a 

punto el sistema en experimentos 

preliminares, con el objeto de 

hallar las condiciones requeridas 

para la correcta expresión de FT y el consecuente adelantamiento de la floración (Figs. 

S4 y S5). Los protocolos finalmente seleccionados implicaban la inducción durante 8 o 

12 h, con un refuerzo cada 4 h para cada caso. Cuando se cumplían las horas 
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Figura 11: Expresión de FT en hojas inducidas en 
respuesta al número de ciclos inductores. Los datos son 
medias y errores estándar de 4 réplicas. 
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estipuladas, las hojas inducidas (1 hoja por planta) eran extraídas y almacenadas en 

nitrógeno líquido, deteniendo así la inducción de FT. 

Plantas cultivadas en DCs fueron sometidas a un número creciente  de pulsos 

diarios de inducción. La expresión de FT fue inducida durante 8 h entre ZT12 y ZT20 

(más adelante se detallan los experimentos que respaldan esta decisión) o durante 12 

h entre ZT12 y ZT0. Para el grupo  Control se obvió la dilución de 17-�-Estradiol en la 

mezcla (grupo “0”). La expresión de FT no fue significativamente distinta entre los días 

sucesivos de tratamiento (Fig. 11), de modo que si lo que importa es el máximo de FT, 

un día de inducción debería ser suficiente para maximizar el adelanto de la floración. 

En cambio, si lo que importa es la integral de FT a través de los días, como hemos 

propuesto a partir de la sección previa, el adelantamiento de la floración debería crecer 

con el número de días de inducción. Los resultados demuestran que existe una relación 

lineal con pendiente negativa entre el número de ciclos de inducción a los que las 

plantas son sometidas y los tiempos a floración, tanto para los tratamientos en que las 

hojas inducidas permanecían 8 h (y= -0.57x + 63; p= 0.0001) (Fig. 12 – experimento 

8h), como aquellos en los que las hojas inducidas permanecían 12 h antes de ser 

removidas (y= -1.3x + 61; p= 0.0001) (Fig. 12 – experimento 12h). Adicionalmente, la 

diferencia significativa entre las pendientes de ambos tratamientos (p<0.0001) 

evidencia que incrementar la inducción diaria de FT redunda en una mayor aceleración 

de la floración a igual cantidad de pulsos. 

Estos resultados indican que la planta integra cuantitativamente la persistencia 

de valores altos de FT a través de los ciclos inductores.  

  

Arabidopsis thaliana presenta un ritmo de sensibilidad a FT 

 

El modelo propuesto previamente (Fig. 10F) considera que los valores altos de 

expresión de FT se integrarían principalmente durante el período ZT8-ZT16, mientras 

que la alta expresión de FT tendría poco impacto hacia el final de la noche y principio 

de la mañana. 

Para poner a prueba esta hipótesis, las plantas fueron cultivadas en DCs y, una 

vez alcanzada la hoja de roseta promedio número 25,  se dividieron en 8 grupos. En 6 

grupos (0, 4, 8, 12, 16 y 20)  se indujo la expresión de FT durante 8 h a lo largo de 
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 5 días contiguos.  Los distintos grupos corresponden a distintas horas de aplicación del 

inductor (el número de grupo se corresponde con la hora de la primera aplicación de 

17-�-Estradiol para ese tratamiento desde ZT0). Para el grupo Control se obvió la  

 

dilución de 17-�-Estradiol en la mezcla y en el grupo Positivo (+) las hojas inducidas no 

se extrajeron en ningún momento. En la Figura 13 se esquematiza el diseño del 

experimento para su mejor comprensión. 

Observamos que solamente las plantas inducidas del grupo 12 logran adelantar 

la floración al compararlas con todos los otros grupos, sugiriendo que la actividad de FT 

sólo es efectiva si la señal está presente entre ZT12 y ZT20 (Fig. 14). Un diseño similar 

al de la Figura 14 pero con sólo 4 h de inducción no fue suficiente para  acelerar la 

floración en ningún momento del día (Fig. S5). En consecuencia, el ritmo de 

sensibilidad se observa solamente cuando la cantidad de FT diario es suficiente para 

integrar la señal inductora de la floración. 

Figura 13: Esquema de tratamientos utilizados en el experimento en el cual se 
desfasó cada 4 h el momento de inducción de FT. 
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Para descartar que el 

comportamiento observado no se 

deba simplemente a una mayor 

eficiencia en la expresión de FT 

durante este rango del día, 

evaluamos los niveles de 

expresión en las hojas inducidas 

extraídas mediante qPCR. Al 

contrario de lo que uno habría 

esperado si esta hipótesis 

hubiese sido cierta, los registros 

más bajos de FT se dieron en el 

tratamiento 12 (Fig. 15), 

descartando así la posibilidad de 

que la aceleración se deba a una 

mayor cantidad de señal, al 

menos a nivel del transcripto.  

La mayor sensibilidad a FT cuando se induce en  ZT12 (grupo 12) puede 

cuantificarse como la relación entre la aceleración de la floración (definida como la 

diferencia de hojas entre cada grupo versus el Control) y los niveles de mensajero de 

FT. Las plantas del grupo 12 presentan un incremento en esta relación 4 veces 
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Figura 15: Niveles de expresión de FT para 
cada tratamiento aplicado en la Figura 14. Para 
el grupo (+) se midió la expresión en hojas no 
inducidas como control del sistema.  Los datos 
son medias y errores estándar de 4 réplicas. 
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Figura 14: Tiempos a floración en respuesta a distintos 
distintos tratamientos mediante el sistema inducible. 0, 
4, 8, 12, 16 y 20 indican la hora de inicio de inducción 
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las hojas inducidas. Los datos de floración son medias y 
errores estándar de 15 plantas. 
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superior al resto de los otros grupos, dándonos una idea de la mayor potencia de FT 

como inductor de la floración cuando se encuentra presente en este momento del día, 

(Fig. 16). 

Por lo tanto, bajo condiciones de 8 h diarias de inducción de FT, Arabidopsis 

presenta un ritmo de sensibilidad cuando la señal se encuentra presente entre ZT12 y 

ZT20 (grupo 12), siendo ésta la única ventana efectiva para acelerar la floración. 

 

La ventana de mayor sensibilidad a FT es estrecha 

 

La ventana de sensibilidad 

descubierta abarca un rango horario 

importante: 8 h entre ZT12 y ZT20. 

Correr la inducción cuatro horas en 

ambos sentidos resultó en una pérdida 

completa de la capacidad inductora de la 

floración. Con el objeto de definir el 

período de alta sensibilidad con mayor 

precisión,  utilizamos un diseño en el cual 

se conformaron, además del Control, 

cinco grupos (8, 10, 12, 14, 16) en los 

cuales la inducción estuvo separada por 

dos horas en vez de cuatro, alrededor de 

la hora 12.  

Los resultados muestran que la 

ventana de sensibilidad debe ser 

estrecha, debido a que solamente las plantas tratadas en ZT12 son las únicas que 

siguen promoviendo la floración (Fig. 17). Se volvió a corroborar que esta diferencia no 

fuese debida a una mayor cantidad de expresión de FT en el grupo 12. Observamos 

que los valores de FT eran estadísticamente similares para todos los grupos (Fig. 18) y, 

adicionalmente, la relación aceleración/niveles de FT nuevamente fue 4 veces superior 

para este grupo en comparación con todos los otros (Fig. 19). 
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Figura 17: Tiempos a floración en 
respuesta a distintos tratamientos de 
inducción.  (8, 10, 12, 14 y 16) 
Representan la hora de inducción desde 
ZT0, respectivamente. (Control) Plantas 
mantenidas de DCs. Los datos de 
floración son medias y errores estándar 
de 15 plantas. 
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 Los tiempos a floración para todos los grupos fueron más largos que en el 

experimento anterior (Fig. 14). Las temperaturas de crecimiento fueron 23 ºC (Fig. 14) y 

20 ºC (Fig. 17). Esto podría explicar el menor promedio de hojas para todos los 

tratamientos de la Figura 14, aunque vale la pena destacar que en ambos 

experimentos el grupo 12 fue el único en adelantar la floración al compararlo con el 

Control. Por lo tanto,  pudimos reconfirmar la existencia de una ventana de sensibilidad  

a FT. 

 

 

FTIP1, regulador de la exportación de FT, no estaría vinculado a la mayor 

sensibilidad observada. 

 

Las moléculas que actúan a nivel 

sistémico usualmente deben abandonar 

las células en que fueron sintetizadas, 

atravesar diversos tejidos y 

transportarse a largo de grandes 

distancias (Aguilar-Martinez et al. 2007; 

Corbesier et al. 2007; Ragni et al. 

2011). Recientemente se descubrió el 

gen FTIP1, regulador de la exportación 

de FT desde las células de compañía 

hacia los elementos del tubo criboso. 
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tratamiento de la Figura 17.  Los datos son 
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Este control  estaría dado por una regulación sutil de los niveles de  FTIP1, como así 

también por la correcta interacción de éste y FT (Liu et al. 2012). 

En nuestras condiciones, FTIP1 se expresa durante todo el día bajo DCs, pero 

sus niveles son estadísticamente menores, y no mayores, en el momento del día en 

que la sensibilidad a FT es mayor (Fig. 20 – grupo 12). En consecuencia, si la ventana 

de sensibilidad se debe un control diferencial de la exportación de FT, este control 

debería ser por otra vía distinta a la de FTIP1. 

 

Los genes meristemáticos vinculados con la floración requieren varios ciclos 

inductores para expresarse 

 

 La respuesta a floración de los experimentos anteriores muestran claras 

diferencias entre plantas que recibieron un ciclo inductor (no aceleran la floración) con 

las que recibieron seis ciclos (aceleran la floración en 11 hojas) (Fig. 12, tratamiento 

12h). Esto nos sugiere que posiblemente el comportamiento de los genes responsables 

de la transición a fase reproductiva en el ápice, como son SOC1, AP1, LFY o FUL, 

presenten un comportamiento diferencial entre tratamientos de uno o varios ciclos 

inductores.  

Con el objeto de responder esta pregunta, cultivamos plantas de la línea 

inducible por 17-�-estradiol como se describió previamente y, una vez alcanzada la 

hoja 25, 8 grupos fueron conformados. Tres grupos recibieron un solo día de inducción 

durante 12 h, extrayéndose los ápices a días 1, 6 y 9 post inicio del tratamiento (grupos 

T1-1, T1-6, T1-9, respectivamente); dos grupos recibieron seis días contiguos de 

inducción, extrayéndose los ápices a días 6 y 9 post inicio (grupos T6-6 y T6-9, 

respectivamente); tres grupos Control (sin adición de 17-�-Estradiol) fueron 

conformados, extrayéndose los ápices a días 1, 6 y 9 post comienzo del tratamiento 

(grupos C1, C6 y C9, respectivamente). En la Figura 21H se grafican los tiempos a 

floración para los distintos niveles de inducción: sin 17-�-Estradiol (Control), 1 día de 

inducción (T1), 6 días de inducción (T6). 

 Los resultados muestran que un solo día de inducción de FT no es suficiente 

para activar los genes de floración en el ápice, lo que correlaciona con la falta de 

respuesta a floración observada bajo iguales condiciones. Al contrario, seis ciclos de 

inducción logran activar algunos de los determinantes centrales en la transición de fase 

vegetativa a reproductiva (Fig. 21). Es interesante destacar que, si bien algunos de los 
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genes activados por el complejo FT-FD (Turck et al. 2008) , como FUL y AP1, son 

altamente inducidos (Figs. 21A y 21B), otro, SOC1, no logra expresarse fuertemente y 

tampoco aumenta significativamente con el transcurrir de los ciclos (Fig. 21C). Más 

sorprendente es el caso de LFY, cuya expresión es inducida tanto por SOC1 como por 

AP1 (Andres and Coupland 2012), pero no logra despegarse de los valores basales 

(Fig. 21D).  

Por lo tanto, la integración de la señal de FT en respuesta a varios ciclos 

inductores es suficiente para activar la transición a fase reproductiva e inducir la 

expresión de varios genes vinculados con la floración, aunque otros no lograrían 

responder a la señal, al menos dentro del período evaluado. 

Un punto interesante a destacar es que FUL y AP1, en plantas sometidas a seis 

días de inducción, aumentan su expresión inclusive luego de transcurridos tres días no 

inductores posteriores al último ciclo inductor, sugiriendo que el meristema había 

quedado determinado como reproductivo (Figura 21A y 21B, día 9). Esto es coherente 

con la bibliografía existente que postula que la estabilización de la expresión de AP1 es 

uno de los requerimientos para el mantenimiento del primordio floral (Sablowski 2007). 

Asimismo, quisimos analizar el comportamiento de un represor central de la 

transición de fase, TFL1. Observamos que sus niveles se mantienen constantes en 

todo momento sin que importe la cantidad de pulsos inductores recibidos. La existencia 

de valores altos de AP1, responsable de reprimir a TFL1, tampoco parece tener efecto 

sobre el patrón de expresión de este último (Fig. 21E). Esto podría explicar 

parcialmente los bajos valores de LFY, quien por un lado podría ser más sensible que 

AP1 a la represión por parte de TFL1 y, por otro, no lograría una buena promoción 

debido a los bajos valores de SOC1. Adicionalmente, analizamos el patrón de 

expresión de dos genes recientemente identificados que se relacionan con la transición 

a fase reproductiva, FLORAL TRANSITION AT THE MERSITEM1 (FTM1) y FLOR1 

(antes llamado FTM4). FLOR1 jugaría un rol redundante con SOC1 y FUL (Torti et al. 

2012) y vimos que su expresión no varía en ningún momento (Fig. 21F). FTM1 no sigue 

un patrón claro de expresión, e inclusive 6 días de inducción no son suficientes para 

aumentar sus niveles (Fig. 21G). Esto es consistente con la bibliografía, que indica que 

FTM1 aumenta en respuesta a fotoperíodos inductores pero no es activado por FT o 

por TSF (Torti et al. 2012). 
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Figura 21: (A-G) Niveles de expresión de diversos genes en ápices con el correr de los días 
en respuesta a distintos tratamientos de inducción bajo DCs. Control: Plantas pintadas con 
agua. T1: plantas inducidas solamente el día 1. T6: plantas inducidas durante 6 ciclos, desde 
el día 1 hasta el 6. (H) Tiempos a floración en respuesta los tratamientos Control, T1 y T6. Los 
números superiores indican las hojas promedio de floración. La recta indica el promedio de 
hojas cuando se iniciaron los tratamientos. Los datos son medias y errores estándar de 4 
réplicas para los experimentos de qPCR y de 15 plantas para los experimentos de floración. 
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Los resultados obtenidos permiten profundizar más en el conocimiento sobre la 

integración de la señal inductora de la floración y la respuesta de los genes en el 

meristema. Para que la señal inductora de la floración de FT sea integrada, se 

requieren varios días sucesivos de inducción. Esto es finalmente traducido en un 

adelantamiento de la floración, con el consecuente cambio de  primordio vegetativo a 

floral, evidenciado por la expresión de algunos genes centrales en este proceso (Fig. 

21).  Sin embargo, la activación de los genes es incompleta. En consecuencia, por un 

lado es factible que algunos determinantes necesiten más tiempo para activarse, 

aunque por otro, no es posible descartar que la regulación de la cadena de 

activaciones y represiones en el meristema esté determinada por factores adicionales, 

que intervendrían en paralelo a la señal de FT. 
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Determinantes moleculares en días cortos 

 

CONSTANS (CO) modula negativamente la señal inductora de la floración en 

condiciones no inductoras 

 

Como se detalló en la Introducción, Arabidopsis es una planta de DL facultativa, 

lo que indica que conserva la capacidad de florecer bajo condiciones no inductoras 

luego de cierto tiempo. Previamente en el laboratorio se observó que  las mutantes co 

florecían antes que el WT en DCs (Luccioni L. y Casal J. J., datos no publicados), 

sugiriendo que bajo estas condiciones, CO tendría un efecto inverso al de promotor de 

la floración vía FT en respuesta al fotoperíodo inductor. Esta hipótesis se apoya en lo 

observado  en arroz, una planta modelo de DC, en la cual la alta expresión del 

homólogo de CO, Hd1, reprime en DLs al homólogo de FT, Hd3a,y al homólogo de 

Hd3a, RFT1, inhibiendo así la transición a fase reproductiva (Brambilla and Fornara 

2013; Kojima et al. 2002). Igualmente, la regulación es más compleja porque Hd1 es 

parcialmente requerido para la floración en condiciones inductoras y, además, otras 

moléculas de control están involucradas, destacándose Ehd1, lo que complejiza la 

integración de la señal (Doi et al. 2004). Existe consenso sobre los principales genes 

involucrados en la floración en respuesta a un fotoperíodo inductor, tanto en 

Arabidopsis como en arroz, pero todavía falta información sobre lo que sucede con 

estos y otros determinantes durante la transición a fase reproductiva bajo condiciones 

no inductoras. En base a estos antecedentes, decidimos poner a prueba si CO influye 

sobre la floración de Arabidopsis bajo DCs. 

La Figura 22 detalla un experimento de floración con plantas WT y co-9 en DCs, 

que confirma la diferencia en los tiempos a floración y describe el patrón diario de 

expresión de FT.  
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Cabe notar  que el patrón de expresión de FT fue analizado en plantas 

cosechadas más tardíamente que en los experimentos descriptos en la primera parte 

de esta sección de la tesis,  en cuyo caso no se detectaba expresión de FT bajo DCs.  

Por otro lado, para evitar que las  extracciones fueran realizadas con posterioridad a la  

inducción de la floración, realizamos la cosecha  10/12 hojas previo al punto conocido 

de floración en condiciones no inductoras, debido a que plantas WT inducidas con DLs 

tardan esa cantidad de hojas en florecer. 

 

Los resultados muestran que efectivamente, como observaron Luccioni y Casal, 

la floración en plantas co-9 ocurre antes que en el WT (Fig. 22A). Sin embargo, FT no 

explicaría este comportamiento debido a que los valores para plantas WT son 

relativamente similares a la mutante co-9, e inclusive en dos puntos del día los registros 

son mayores en WT (Fig. 22B). Por lo tanto, el adelantamiento de la floración en 

ausencia del gen CO debería estar mediado por una vía distinta a la de FT.  
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Figura 22: (A) Tiempos a floración para plantas WT y mutantes co-9 en DCs. (B) 
Niveles de expresión de FT a lo largo del día para ambos genotipos en DCs. 
Los datos son medias y errores estándar de 5 réplicas para los experimentos de 
qPCR y de 20 plantas para los experimentos de floración. 
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La regulación del tiempo a floración mediada por CO sería vía TFL1 

 

Con el objeto de conocer si otros determinantes podían explicar la respuesta 

fenotípica observada,  realizamos una búsqueda de genes candidatos, utilizando el 

programa Genevestigator (www.genevestigator.com 2011). El resultado arrojó que, en 

experimentos de Microarreglos, TFL1 bajaba su expresión en mutantes co. Como ya 

detallamos, TFL1 retrasa la floración inhibiendo genes de identidad floral en el 

meristema, como son LFY y AP1 (Liljegren et al. 1999�. Por lo tanto, resultaba 

interesante evaluar el rol de TFL1 y su vinculación con CO bajo condiciones de DCs.  

Para poder dilucidar esta cuestión, obtuvimos el doble mutante co-9 tfl1 y 

realizamos un experimento de floración con este genotipo junto a WT, co-9 y tfl1. Si CO 

retrasa la floración en DCs a través de otra vía que no fuese la de TFL1,  la respuesta 

entre los genotipos CO tfl-1y co-9 tfl-1 debería ser diferente. 

 

Como ya había sido descripto (Liljegren et al. 1999), el mutante tfl1 adelantó 

notoriamente la floración al compararlo con el WT (Fig. 23A). Lo interesante es que en 
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Figura 23: (A) Tiempos a floración para plantas WT, mutantes co-9 y tfl1, y el doble 
mutante co-9 tfl1 en DCs. (B) Niveles de expresión de TFL1  a lo largo del día para 
los genotipos WT y co-9 en DCs. Los datos son medias y errores estándar de 5 
réplicas para los experimentos de qPCR y de 20 plantas para los experimentos de 
floración. 
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mutantes tlf1, la ausencia o presencia de CO no incide en la respuesta, sugiriendo que 

el control de la floración mediada por CO en condiciones no inductoras depende de 

TFL1 (Fig. 23A; ANVA 2 factores – p<0.05). 

              Considerando que la expresión de TFL1 se encuentra restringida a las células 

internas del meristema maduro (Conti and Bradley 2007), medimos en el ápice los 

valores de este gen bajo un esquema similar al de la Figura 22B. En la Figura 23B se 

observan dos patrones bien diferenciados de expresión entre plantas WT y co-9. 

Mientras que para las primeras la máxima expresión sucede a ZT0 y ZT12, para las 

últimas los mayores niveles se dan en ZT4, bajando un poco en ZT8. El experimento 

evidencia que en plantas WT los mayores registros de TFL1 se dan durante la tarde o 

noche, pero si CO está ausente, los momentos de mayor expresión se desplazan hacia 

la mañana (Fig. 23B).  

 

Patrón de expresión de genes de identidad floral en plantas WT y el mutante co-9 

 

 Previamente probamos que Arabidopsis presenta una ventana de sensibilidad  a  

FT, comprendida entre ZT12 y ZT20 (Fig. 14). Los resultados de la Figura 23 nos 

hicieron considerar la posibilidad de que TFL1 estuviese influyendo de manera 

diferencial en la integración de la señal inductora de la floración, dependiendo del 

momento del día en que se exprese. Una hipótesis sería que la señal represora de 

TFL1 es más efectiva durante el rango ZT8-ZT0, explicando así los tiempos a floración 

observados. Al estar ausente CO en las plantas mutantes co-9,  el patrón de expresión 

cambia y los picos se corren hacia el rango ZT0-ZT8, en donde la acción de TFL1 no 

sería tan eficiente. En consecuencia, esperaríamos una promoción de genes de 

identidad floral del meristema en fondo co-9, correlacionando con el adelantamiento de 

la floración. 

Considerando la actividad represora del complejo FD-TFL1 (Andres and 

Coupland 2012), AP1 y LFY son los candidatos principales para evaluar si el 

corrimiento del ciclo de expresión de TFL1 afecta los niveles de aquellos. Realizamos 

determinaciones por qPCR en el rango donde se invierte el patrón de expresión (ZT4, 
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ZT8, ZT12, ZT16), observando que los valores alcanzados para AP1 y LFY son 

prácticamente iguales tanto para plantas WT como para co-9, sin ninguna tendencia 

clara (Figs. 24A y 24B). Por lo tanto, estos determinantes no parecían ser los 

responsables del adelantamiento de la floración en fondo co-9.  

 

 

 Con el objeto de obtener un panorama más amplio de lo estaba sucediendo en 

esta estructura, otros genes previamente evaluados en los ápices de plantas inducidas 
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Figura 24: Niveles de expresión de diversos genes en ápice a lo largo del día para 
los genotipos WT y co-9en DCs. Los datos son medias y errores estándar de 5 
réplicas. 
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por 17-�-Estradiol (Fig. 21) fueron analizados. SOC1 presentó mayores registros en 

plantas WT durante la mañana, igualándose los niveles hacia la tarde (Fig. 24C) y FUL, 

otro componente central en la transición de fase vegetativa a reproductiva, solamente 

presentó diferencias en ZT4 (Fig. 24D). FLOR 1, determinante parcialmente redundante 

con SOC1 (Torti et al. 2012), muestra mayores niveles en ZT8 y ZT12 en plantas WT, 

registrándose para FTM1 un patrón relativamente similar.  

Como conclusión, CO estaría reprimiendo la floración en DCs vía TFL1, pero 

todavía no queda claro cómo la transición de fase es finalmente modulada en el 

meristema. Una explicación alternativa podría ser que la eventual ventana de 

sensibilidad para el rango ZT8-ZT0 no se relacione con la  promoción diferencial de los 

genes de identidad floral, sino con una mayor efectividad de estos en este rango. El 

corrimiento de expresión de TFL1  hacia ZT0-ZT8 reduciría la señal inhibitoria durante 

ZT8-ZT0. En consecuencia, los genes promotores de la floración de meristema no 

competerían con este represor, y las plantas podrían acelerar la transición a fase 

reproductiva.  Sin embargo, no podemos descartar que otros determinantes o procesos 

de regulación post transcripcional o traduccional se hallen involucrados. Inclusive, es 

probable que el resultado final de la respuesta a floración en condiciones no inductoras 

esté dado por la ponderación final de la actividad de TFL1, en paralelo a la acción de 

factores provenientes de otras vías que influyen en la floración bajo DCs, como por 

ejemplo las giberelinas o FVE. 
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Discusión 
 
1) Integración de la señal diaria de FT en la inducción fotoperiódica de la floración 

en Arabidopsis thaliana 

  

Durante los últimos años se han logrado identificar los determinantes más 

importantes en el proceso de la inducción de la floración en respuesta al fotoperíodo, 

siendo FT una pieza central en dicho proceso (Andres and Coupland 2012; Corbesier et 

al. 2007; Kardailsky et al. 1999; Song et al. 2013). Sin embargo, muy poco se conocía 

sobre cómo las plantas logran integrar la señal con el correr de los días bajo fotoperíodos 

inductores (Corbesier et al. 2007; Imaizumi et al. 2003; Salazar et al. 2009; Yanovsky and 

Kay 2002). Los experimentos desarrollados a lo largo de esta tesis tuvieron como objetivo 

estudiar los mecanismos para la integración cuantitativa de la señal fotoperiódica que 

induce la floración en Arabidopsis thaliana.  

 Pudimos comprobar que reducir la dotación génica de FT o CO redunda en 

respuestas a floración intermedias, lo que argumenta en favor de la influencia cuantitativa 

de ambos genes (Fig.7A y 7B).  

 Gracias a un diseño experimental que combina tratamientos con diversos 

fotoperíodos  (Fig. S3), resultó posible separar la contribución de los distintos atributos de 

la expresión de FT que no podían ser analizados independientemente a partir de los datos 

disponibles en la literatura (Corbesier et al. 2007; Yanovsky and Kay 2002). A partir de 

este análisis, se observó una fuerte correlación negativa entre la integral ponderada de FT 

y el  tiempo a floración (Fig. 10F y Tabla S2, 10F), pero no entre los valores máximos de 

expresión de FT y el tiempo a floración (Fig. 9). Esta correlación permitió plantear la  

hipótesis de que la transición a fase reproductiva requería de  niveles elevados de FT  

(por encima de un umbral) a lo largo de varios días, y que además los tiempos a floración 

dependían de la cantidad de FT generado.  

Los sistemas inducibles han hecho aportes importantes en la comprensión de 

distintos procesos en diversas especies (Borghi 2010). La utilización de un sistema que 

contiene un promotor inducible con 17-�-Estradiol permitió expresar de manera controlada 

e independiente del fotoperíodo a FT (Fig. S4). En esta tesis se presenta un sistema 
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experimental en el cual una hoja de estas plantas transgénicas, cultivadas en DCs, era 

tratada diariamente con 17-�-Estradiol y retirada a las 8 o 12 h luego de la inducción, 

según el diseño. El procedimiento fue realizado por un número variable de ciclos 

(utilizando hojas distintas). Esto nos permitió corroborar que efectivamente FT es 

requerido durante varios ciclos para inducir la señal inductora de la floración, dado que un 

día no es suficiente para despertar la respuesta (Fig. 12 y Fig. 21H), inclusive aunque se 

alcance el máximo de expresión de FT (Fig. 11).  Los resultados muestran que la planta 

no sólo requiere de varios ciclos de inducción para promover la transición a fase 

reproductiva, sino que la potencia de la señal es proporcional tanto al número de días 

(Fig. 12, tratamiento 8 h (y= -0.57x + 63; p= 0.0001) y tratamiento 12h (y= -1.3x + 61; p= 

0.0001)) como a los niveles totales de FT (Fig. 12, comparación entre pendientes 

(p<0.0001)). 

En Arabidopsis, como en la mayoría de las angiospermas, la señal inductora de la 

floración induce un cambio global en el patrón de expresión de genes del meristema 

apical, transformándose éste en el responsable del desarrollo de estructuras 

reproductivas (Araki 2001). Por lo tanto, el requerimiento de elevados niveles de FT 

durante varios días para promover la floración debería correlacionar con la expresión de 

genes florales del meristema. Efectivamente, pudimos comprobar que mientras que no se 

observaron diferencias tanto para los tiempos a floración como para la expresión de los 

genes evaluados entre plantas mantenidas en DCs o inducidas con 17-�-Estradiol durante 

1 día, varios de los genes centrales del proceso reproductivo son altamente inducidos si 

las plantas son sometidas a varios ciclos inductores con 17-�-Estradiol (Fig. 21).  

La sola señal de FT generada mediante el sistema inducible es suficiente para 

promover la expresión de genes de identidad floral, como FUL y AP1. Esto es coherente 

con la literatura, que sugiere que la formación del complejo FT-FD en el meristema es el 

responsable de la promoción de estos determinantes (Andres and Coupland 2012; Turck 

et al. 2008). Es de destacar la falta de respuesta de LFY (Fig. 21D), quien junto a AP1 son 

los responsables del mantenimiento del primordio floral (Hanano and Goto 2011), pero de 

todas maneras la determinación del meristema no se ve afectada, dado que las plantas 

inducidas durante 6 ciclos efectivamente florecen (Fig. 21H). Considerando que las 
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mediciones fueron realizadas hasta el noveno día desde la primera inducción, no 

podemos descartar que LFY   sea promovido en estadios posteriores. En efecto, nuestros 

resultados son consistentes con los patrones obtenidos en plantas jóvenes WT, en las 

cuales se vio que LFY recién comienza a expresarse levemente luego de 10 DLs, y sus 

registros se elevan considerablemente cuando las plantas son sometidas a 16 DLs (Torti 

et al. 2012). Un dato interesante es que tanto FUL como AP1 continúan aumentando sus 

valores de expresión  luego de 6 días de terminada la inducción con 17-�-Estradiol (Fig. 

21, A y B, día 9). Esto también es coherente con la bibliografía pues, por un lado, la alta 

expresión de AP1 es condición necesaria para mantener el primordio floral (Sablowski 

2007), y por otro, se ha observado mediante hibridación in situ que los valores de FUL 

crecen con el transcurrir de los días luego de someter las plantas a DLs contiguos y 

transferirlas nuevamente a DCs (Torti et al. 2012). 

SOC1 es uno de los primeros genes promotores de la floración en ser expresados 

en respuesta a DLs, pero sus registros decrecen si las plantas son devueltas a 

condiciones no inductoras (Andres and Coupland 2012). Este comportamiento está 

mediado por un alto requerimiento de FT para la efectiva expresión de SOC1, aunque 

luego de unos días la planta podrá igualmente promover la transición de fase vegetativa a 

reproductiva sin que SOC1 tenga que estar presente (Torti et al. 2012). Efectivamente, 

nuestros resultados muestran que SOC1 aumenta moderadamente su expresión con la 

sola presencia de FT luego de 6 ciclos inductores, aunque, a diferencia de los trabajos de 

Torti et al (2012), tres días después del fin de la inducción los niveles no decrecen sino 

que se mantienen estables (Fig. 21C). Dado que nuestros trabajos fueron realizados en 

plantas adultas, este resultado podría parcialmente guardar relación con la edad de las 

mismas, considerando que con el paso del tiempo los niveles de los SPLs aumentan, 

promoviendo estos a SOC1 (Lee and Lee 2010). Asimismo, las GAs también tienen la 

capacidad de activar a SOC1, por lo que no es posible descartar que en plantas adultas 

las GAs tengan mayor peso en la promoción de SOC1 (Fornara et al. 2010). 

Considerando estas diferencias, sería interesante profundizar en el conocimiento de la 

regulación de SOC1 en relación con la edad de la planta y la influencia de FT, las GAs y 

los SPLs en este proceso. 
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El análisis de uno de los genes centrales en la represión del meristema, TFL1, no 

mostró diferencias significativas entre tratamientos o con el transcurrir de los días (Fig. 

21E). TFL1 guarda alta homología con FT pero, al interactuar con FD en el núcleo, 

reprime varios procesos promotores de la floración dependientes del complejo FT-FD 

(Hanano and Goto 2011). La relación entre FT y TFL1 sería más bien de competencia por 

FD, lo que parcialmente explicaría por qué los valores de TFL1 no se ven afectados (altos 

valores de FT no inhiben la expresión de TFL1). Por otro lado, se conoce que tanto LFY 

como AP1 son reprimidos por TFL1, y que entre ellos existe una relación de feedback 

negativo, dado que el incremento de los dos primeros, fundamentalmente de LFY, 

redunda en la represión de TFL1 (Adrian et al. 2009). Consecuentemente, es factible que 

al noveno día, la combinación de altos niveles de AP1 con nulo cambio en el patrón de 

LFY todavía no sea suficiente para afectar la expresión de TFL1. Un experimento de 

expresión diaria de estos tres genes que abarque un rango de tiempo más amplio 

seguramente logre dilucidar el momento exacto en que comienza la represión de TFL1. 

 

 

2) Ritmo diario de sensibilidad a FT 

 

 Si bien observamos una correlación inversa entre la integral de FT y el tiempo a 

floración, para optimizar dicha correlación se introdujo un umbral mínimo de FT por 

encima del cual se integraban sus valores y una ponderación de los valores de expresión 

de FT de acuerdo al momento del ciclo diario (Fig. 10F, Tabla S1. 10F; Regresión Lineal: 

p<0.05, R2=0.97).  

 Tanto los umbrales de reacción como los ritmos de sensibilidad a las señales no 

son extraños en las plantas. Particularmente, se ha visto que existen umbrales de 

reacción de GSH para promover la expresión de la proteína ferritina mediado por NO 

(óxido nítrico) (Touraine et al. 2012), gravitropismo completo de las raíces en relación al 

sobrepaso de ciertos niveles de almidón (John Z. Kiss et al. 1996), o control de la 

actividad de la enzima citosólica Fructosa 1,6, Bifosfatasa (cFBPase) (Stitt et al. 2010), 

entre muchísimos otros casos. Asimismo, ventanas de sensibilidad en franjas horarias 
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discretas del día han sido encontradas para la inhibición de elongación del hipocotilo 

mediado por HY5 en respuesta a rayos de sol que interrumpen la sombra y, su elongación 

en respuesta a intervalos temporales de sombra (Sellaro et al. 2012; Sellaro et al. 2011), 

múltiples respuestas fisiológicas  mediadas por ABA (Seung et al. 2012) o la expresión los 

genes relacionados con la tolerancia a las heladas CBFs (Fowler et al. 2005). 

 Para poner a prueba estas hipótesis surgidas del análisis cuantitativo de los datos,  

resultó útil el  sistema inducible con 17-�-Estradiol previamente descripto, con el cual era 

posible controlar la expresión de FT, independizándose de la regulación fotoperiódica 

típica del gen endógeno  (Imaizumi et al. 2003; Yanovsky and Kay 2002). 

 Demostramos que la señal inductora de la floración es integrada solamente si las 

plantas son sometidas a días sucesivos de inducción, siempre y cuando la señal de FT 

esté presente el rango ZT12-ZT20 (Fig. 14, grupo 12). Asimismo, bajo la misma cantidad 

de pulsos inductores pero de menor duración (4 h), las plantas no adelantan la floración, 

lo que correlaciona con la idea de que los niveles de FT deben superar determinado nivel 

de expresión para influir en la señal (Figs. S4 y S5). Descartamos que la mayor 

sensibilidad a FT estuviese vinculada a una mayor promoción de este gen en la ventana 

hallada, observando que los valores son inclusive menores al resto de los momentos (Fig. 

15).  Por lo tanto, si se analiza  la relación entre la aceleración de floración y los niveles de 

FT, el impacto de FT en el rango ZT12-ZT20 es cuatro veces superior al resto de los 

intervalos (Fig. 16)   

 Tanto FT como TSF deben abandonar las células de compañía en las hojas y 

transportarse hasta el meristema vía floema  (Ham and Lucas 2013; Wigge et al. 2005). 

No encontramos que el primer modulador conocido de la exportación de FT, FTIP1 (Liu et 

al. 2012), esté involucrado de manera obvia en la mayor sensibilidad observada en 

plantas inducidas en ZT12, dado que sus valores de expresión son menores, y no 

mayores, durante el rango en cuestión (Fig. 20). No es posible descartar que la dinámica 

de exportación de FT module, al menos parcialmente, el ritmo encontrado, pero 

eventualmente debería ser por una vía distinta a FTIP1. Recientemente se sugirió que FT 

ingresaría al floema, tanto por vía pasiva a través de los plasmodesmos, como con la 

mediación por FTIP1 (Ham and Lucas 2013). Adicionalmente, la entrada de FT hacia el 
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meristema estaría controlada por interacciones específicas con aminoácidos y es factible 

que tres proteínas intervengan en este pasaje (Yoo et al. 2013). Por lo tanto, una 

profundización en la comprensión del tráfico de FT y de los ritmos de abundancia de las 

proteínas que interactúan funcionalmente con éste podría echar luz sobre la eventual 

influencia del transporte de FT en la ventana de sensibilidad.  

 ,   

3) CO demora la floración bajo DCs 

 

El proceso de floración en respuesta al fotoperíodo se encuentra fuertemente 

controlado por numerosos determinantes, tanto en DCs como en DLs (Song et al. 2013), 

lo cual podría garantizarle a la planta que la señal inductora de la floración sea integrada 

cuando las condiciones sean ventajosas (Laurie 1997). El homólogo de CO en arroz, Hd1, 

promueve bajo condiciones inductoras (DCs) la expresión de los dos genes FT-like más 

importantes, Hd3a y RFT1, aunque a la vez los reprime si las plantas son sometidas a 

condiciones no inductoras (DLs) (Brambilla and Fornara 2013; Kojima et al. 2002). A su 

vez, es conocido en detalle el rol de CO en la promoción de la floración en respuesta al 

fotoperíodo inductor en Arabidopsis. Sin embargo, trabajos previos del laboratorio 

mostraban que la mutante co florecía antes que WT en DCs, sugiriendo que CO ayudaría 

a retrasar la floración bajo condiciones no inductoras (Luccioni y Casal, datos no 

publicados). Adicionalmente, se había observado que expresar el gen CO de Arabidopsis 

en papa redunda en un retraso de la floración bajo cualquier condición fotoperiódica 

(González-Schain and Suárez-López 2008). Ante estos antecedentes, surgía la incógnita 

de si CO no podría presentar un rol dual en Arabidopsis, similar al encontrado en arroz.   

Los resultados presentados en esta tesis confirmaron que CO demora 

significativamente la floración bajo DCs  (Fig. 22A), y permiten concluir que este 

comportamiento no está mediado por una disminución en la expresión de FT (Fig. 22B). 

De hecho, aún en DCs, el patrón diario de FT tiende a ser superior para plantas WT que 

en las mutantes co (Fig. 22B). En consecuencia, el mecanismo por el cual CO retrasa la 

floración no sería vía represión de FT, diferenciándose de lo observado en arroz, en el 

cual los homólogos de FT serían reprimidos por modificaciones post-traduccionales del 
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homólogo de CO, Hd1, mediadas por PHYB (Ishikawa et al. 2011). Vale la pena destacar 

que los niveles de FT fueron sustancialmente menores que los registros obtenidos en 

condiciones de DLs (Fig. 8). Dado que los valores de la Figura 22B se encontrarían por 

debajo del umbral calculado para el modelo (Fig. 8F), es probable que FT  tenga escasa o 

nula contribución a la señal de floración bajo DCs. Esto iría en el sentido de  

observaciones previas, en los que se descartaba la participación de FT en la señal bajo 

esta condiciones, siendo aparentemente las GAs las moléculas con mayor influencia 

(Michaels et al. 2005; Reeves and Coupland 2001; Song et al. 2013). 

 Es interesante notar que TFL1, represor central del  proceso de floración en el 

meristema, reducía  su expresión en mutantes co  bajo experimentos de Microarreglos 

(www.genevestigator.com 2011), observación que es coherente con los antecedentes que 

sugerían que el aumento de CO promueve la expresión de TFL1 (Simon et al. 1996). 

La obtención del doble mutante co tfl1 permitió observar que el fenotipo de la 

mutante co en DCs depende del gen TFL1 (Fig. 23A). TFL1 se expresa en las células 

internas del meristema maduro (Conti and Bradley 2007). La medición del patrón diario de 

expresión de TFL1 en ápices para ambos genotipos mostró que mientras las plantas WT 

tienen elevados valores en algunos momentos de la noche, algo que había sido 

observado previamente (Buchovsky et al. 2008), la ausencia de CO hace que la fase de 

mayor expresión se desplace hacia la mañana (Fig. 23B). Por lo tanto, es interesante 

destacar que, bajo condiciones no inductoras, la función de CO estaría relacionada más 

con la modulación del momento del día en que se expresa TFL1 que con la promoción de 

los niveles totales de este último. En este contexto, la ventana sensibilidad hallada 

previamente para FT (ZT12-ZT20; Fig. 14) cobra relevancia, dado que bajo DCs, las 

plantas mutantes co adelantarían la floración al correr la máxima expresión  de TFL1 a los 

momentos del día en que FT no es tan importante.   

 Tanto AP1 como LFY, genes directamente inhibidos por TFL1, no difieren en 

ninguna hora del día entre el WT y el mutante co, y SOC1, FUL, FLOR1 y FTM1 muestran 

mayores registros en determinados momentos pero en plantas que no adelantan la 

floración (Fig. 24). Todavía no existe demasiada información sobre los patrones diarios de  
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expresión de los genes promotores de la floración de meristema durante DCs, aunque sí  

se sabe que los valores aumentan cuando las plantas son transferidas a DLs (Hanano 

and Goto 2011; Torti et al. 2012). La proteína TFL1 compite con FT en la interacción con 

FD  para formar complejos que reprimen o promueven, respectivamente, la expresión de 

los genes florales. La llegada de FT al meristema en DLs desplazaría a TFL1 de la unión 

con FD y posiblemente con otras proteínas del tipo 14-3-3, lo que redundaría en un 

aumento de la función promotora del complejo (Hanano and Goto 2011). En nuestros 

resultados, el corrimiento del momento de mayor expresión de TFL1 observado en 

mutantes co le quitaría competencia a FT para interactuar con FD en el momento de 

mayor sensibilidad (Fig. 23B). Sin embargo, cabe destacar que una parte importante de 

los genes de identidad floral, como LFY o AP1, recién aumentan su expresión bajo DLs 

varios días después del comienzo del fotoperíodo inductor, evidenciando que su 

promoción requiere de fuertes y repetidos pulsos inductores, y otros como  SOC1 

muestran una alta dependencia de FT para promover su expresión (Torti et al. 2012). 

Dado que los niveles de FT son muy bajos y prácticamente no cambian (Fig. 22B), la falta 

de respuesta en la expresión de los genes de identidad floral podría deberse a la baja 

disponibilidad del complejo promotor FT-FD. En consecuencia, el efecto represor de TFL1 

durante la ventana de sensibilidad debería ser por un mecanismo adicional al de reprimir 

los genes de floración. Sería interesante conocer si existe alguna vinculación entre el 

momento de expresión diario de TFL1 y la acción de las GA, altamente vinculadas al 

proceso de floración en DCs (Song et al. 2013). 

 El mecanismo subyacente a la función represora encontrada para CO en DCs no 

tendría como blanco final inhibir la expresión de FT, como sucede en arroz con los genes 

FT-Like (Brambilla and Fornara 2013), sino que se modularía el momento de máxima 

expresión del represor TFL1 (Fig.  23A), que actúa en el ápice compitiendo con FT y 

reprimiendo a genes de identidad floral. En contrapartida, en arroz, se postula que el 

cambio de función de CO debe estar vinculado a cambios post-traduccionales en 

respuesta a la luz, que lo interconvertirían de la forma promotora a la represora (Andres et 

al. 2009; Ishikawa et al. 2011), sin que todavía se haya analizado si el homólogo en arroz 

de TFL1, Rice Centroradialis-like1 (RCN1), tiene alguna relación en este proceso (Endo-
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Higashi and Izawa 2011). Por el momento, se desconoce si la proteína CO de Arabidopsis 

bajo DCs también sufre modificaciones postraduccionales que condicionen su función 

(Song et al. 2013). 

 

Conclusiones e implicancias evolutivas  

 

Las principales conclusiones obtenidas a partir de los resultados son las siguientes: 

 

1) El requerimiento de varios DLs para florecer en Arabidopsis se vincula a la 

necesidad de mantener elevados niveles de FT durante varios días para inducir la 

expresión de genes florales en el meristema.  

 

2) La inducción de la floración en Arabidopsis presenta un ritmo de sensibilidad a FT 

cuya fase de alta sensibilidad se encuentra entre ZT12 y ZT20. 

 

3) CO demora la floración de Arabidopsis en DCs. Este efecto está mediado por el 

control de los patrones de expresión del represor meristemático TFL1 por CO. 

Entonces, si bien los efectos opuestos de CO en DLs y DCs también ocurren en 

arroz, las vías moleculares por las que actúa CO en condiciones no inductoras no 

serían similares entre ambas especies. 

 

Desde el punto de vista  molecular, las plantas necesitan de varios DLs para 

florecer porque requieren la persistencia de FT para promover la expresión de genes 

florales del meristema, formando parte de un complejo promotor con FD, al mismo tiempo 

que compite con el represor TFL1 por la unión con este último (Fig. 25A). El hecho de que 

la señal de niveles elevados de FT sea requerida repetidamente podría ser un mecanismo 

evolutivo beneficioso para la planta, dado que de esta manera se reducirían las 

probabilidades de que señales puntuales que estimulan la expresión de FT, como por 

ejemplo un pico de alta temperatura (Blazquez et al. 2003), disparen  el proceso de  
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Figura 25: Modelos de integración de la señal inductora de la floración relacionados 
con la ventana de mayor sensibilidad. (A) Integral de FT y expresión de TFL1 en DLs para 
plantas WT. (B) Integral de FT y expresión de TFL1 en DCs para plantas WT. (C) Integral 
de FT y expresión de TFL1 en DCs para plantas mutantes co.   
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floración bajo condiciones desfavorables. Un punto interesante sería comprender cómo la 

maquinaria de regulación de la expresión de los genes de identidad floral logra discernir 

entre los diversos patrones e intensidades de FT. Existen trabajos en modelos más 

simples en los que se ha hallado que promotores de diversos genes responden de 

manera distinta a un mismo factor de transcripción, dependiendo  de la intensidad, 

persistencia y reiteración con que ocurre la señal, lo que finalmente se traduciría en 

modificaciones deferenciales de los nucleosomas (Hansen and O'Shea 2013). En este 

contexto, sería interesante evaluar si los promotores de los genes del meristema 

presentan distintos comportamientos ante señales diferenciales de FT. 

Una segunda observación que apunta a la naturaleza conservadora de la respuesta 

es que la planta es más sensible a FT durante la tarde y la noche temprana, y que 

además se requiere sobrepasar un umbral mínimo de FT (Fig. 25). En efecto, si la mayor 

sensibilidad evolucionó hacia la tarde y noche temprana (Fig. 14), la planta se garantiza 

de esta manera que el momento de alta expresión de FT bajo DLs coincidirá con la fase 

en que la planta mejor puede responder a la señal (Fig. 8, Fig. 10F y Fig. 25A). A su vez, 

la necesidad de sobrepasar un determinado umbral (Fig. S4) limitaría la respuesta a 

floración solamente cuando la señal sea lo suficientemente potente. Pequeñas 

perturbaciones de FT o aquellas ocurridas en otro momento del día tendrían poco peso en 

la integración (Fig. 25B). 

 Finalmente, la observación de que CO reprime la floración bajo condiciones no 

inductoras también puede considerarse parte de una estrategia conservadora, pues la 

misma proteína que ayuda a estimular la floración en condiciones inductoras contribuye a 

inhibirla en condiciones no inductoras. Concretamente, CO modula el momento de 

expresión de TFL1 (Fig. 25B y 25C), el cual es coincidente con la ventana de mayor 

sensibilidad a FT (Fig. 25B). Al margen de la ya conocida función de reprimir genes de 

identidad floral (Adrian et al. 2009), todavía no conocemos específicamente el mecanismo 

molecular por el cual la expresión de TFL1 durante la tarde y noche de DCs retrasa la 

transición a fase reproductiva, dado que no observamos cambios en el patrón de 

expresión de promotores meristemáticos de floración, como así tampoco mayores niveles 

de FT (Fig. 22A y 24). Sin embargo, visto dentro de un marco integral, este freno ayudaría 
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a establecer el umbral mínimo de FT para inducir la floración, de modo que ésta sólo 

pueda progrese ante una señal robusta (persistente por varios días) de este determinante, 

que sí se produce en DLs. 
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Figura S1: Tiempos a floración en respuesta a ciclos 
inductores crecientes para los genotipos WT, co-9 y el 
heterocigota co-9 CO. Los datos son medias y errores 
estándar de 15 plantas. 
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�Figura S2: Niveles proteicos mediante Western-Blot. 
(A y B) Niveles de FT-GFP revelados contra un 
anticuerpo anti-GFP. Las flechas blancas indican la 
banda correspondiente a la proteína. C: Control sin 
carga. DC: Plantas mantenidas en DCs. 1DL, 2DL, 3DL 
y 7DL: Plantas sometidas a DLs crecientes. (C) 
Control de carga revelado con la técnica de Rojo 
Ponceau. 
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Figura S4: Niveles de expresión de FT para 
plantas inducidas con 17-�-estradiol durante 4, 8 y 
12 h, respectivamente. Los sufijos “a” y “b” se 
corresponden con dos repeticiones 
independientes para cada determinación. Los 
datos son medias y errores estándar de 4 réplicas. 
 

Figura S3: Protocolo de tratamientos con distintos fotoperíodos para 
el estudio de los factores vinculados a FT que influyen en la 
integración de la señal inductora de la floración 
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Figura S5: Tiempos a floración para distintos 
tratamientos en DCs. (Control) plantas pintadas con 
agua. (+) Plantas inducidas constantemente durante 
5 días. (0; 4; 8; 12; 16; 20) Plantas inducidas durante 
4 h diarias a lo largo de 5 días. Los números indican 
la hora de comienzo de inducción desde ZT0. Los 
datos son medias y errores estándar de 15 plantas. 
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Primers PCR en tiempo real 

    

FT-qRT-R 5´ ACCCTGGTGCATACACTGTT 3�  

FT-qRT-F 5´ GGTGGAGAAGACCTCAGGAA 3´ 

PPR-F 5´ GAGTTGCGGGTTTGTTGGAG 3�  

PPR-R 5´ CAAGACAGCATTTCCAGATAGCAT 3�  

UBQ-FW 5´ TCAATTCTCTCTACCGTGATCAAGATGCA 3�  

UBQ-RV 5´ GGTGTCAGAACTCTCCACCTCAAGAGTA 3�  

FTIP1 5´ GGAGGACAGCGTGGAGGAAC 3�  

FTIP1 5´ TGGTGACAGGGTTTGGAGGAAG 3�  

SOC1-F 5´ GTGATCTCCACTCAACAAAAA 3� 

SOC1-R 5´ CAACAAGAGAGAAGCAGCTTTA 3� 

AP1-F  5´ CCTATGGCAATGAGGAGGAA  3� 

AP1-R  5´ CATCGAACATTTGCCAAAATA  3� 

LFY-F 5´ GGTACGCGAAGAAATCAGGA 3�  

LFY-R 5´ ATGACGACAAGCGATGTTCA  3� 

FTM1-F   5´ CCCGATGCTATTCGAACATT 3� 

FTM1-R  5´ TCTCTCGTCTGCACGCTCT 3� 

FLOR1-F  5´ TCTACGGGAAGATACCACC 3� 

FLOR1-R  5´ AAGGGGAGTTCCACAAAGAC 3� 

FUL 1 - F 5´ AGAAAACGGGTCAGCAAGAAGG 3� 

FUL 1 - R 5´ GCCATCTCTGGAGGAGGTTACG 3� 

TFL-1 FW 5´ TTGATAATGGGGAGAGTGGTAGGAG 3� 

TFL-1 RV 5´ GGAGGAAACAGAAGAAGGAAAGAGC 3� 

Oligo (dT) 5´ TTTTTTTTTTTTTTT 3�  

  Primers PCR   

    

co-9 F  5´ CTAGGACTTGGAACATCTGGATCCACCA 3´ 

co-9 R 5´ CATTTCTTTTTTCATGAAGATGGACCCATA 3´ 

GARLIC LB3 (co-9) 5´TTTCTCCATATTGACCATCATACTCATTGC 3´ 

GABI_290E08-2 5´ GTAGCTCGTCTGTGGTACGCTGCAGTTT 3´ 

GABI_290E08-1 5´ TCTGCCAATCGCGTTGCTTCCCGCCATAAA 3´ 

GABI-RB2 5´ TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC 3´  

 

 

 

   Tabla S1: Primers utilizados en los experimentos de Real qPCR 
y para genotipeo mediante PCR.  
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Gráfico   Ecuación 

10A   Y= ∑(xFT)  

10B (con umbral 0.35)   Y= ∑(xFT – 0.35 umbral)  

10C   Y= ∑(0.5*(xFT [día 1])  + 0.75*xFT [día 2] + 1*xFT[día 3] + 1*xFT [día 4])  

10D   Y= ∑(0.5*xFT [día 1]) + ∑(0.5*xFT [día 2]) +∑( 1*xFT [día 3]) + ∑(1*xFT [día 4]) 

10E   Y= ∑(1* xFT [horas 8, 12, 16]) + ∑(0*xFT [horas 20, 0, 4]) 

10F (con umbral 0.35)   Y= ∑(1* (xFT [horas 8, 12, 16]– 0.35 umbral)) + ∑(0* x(FT [horas 20, 0, 4]]– 0.35 umbral)) 

    

  
- "xFT" representa cada valor de FT obtenido por tratamiento, salvo que se aclare el día o 

momento del día entre corchetes “[]”. 

  - "umbral" aclara que la constante utilizada fue tomada como umbral de los valores 

 
   Tabla S2: Ecuaciones utilizadas en el estudio de la Figura 10.  
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