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RESUMEN

La floracion es el resultado de complejas inte@ues entre factores ambientales, y esta
mediada por sefiales endégenas y por el progranéigo de la planta. Las respuestas
a la floracion fueron poco estudiadas en especeenpes facultativas como la
autoctond_esquerella mendocingotencial cultivo oleaginos&l objetivo general fue
generar avances en el conocimiento de los mecasigue regulan la floracion en
especies herbaceas perennes, utilizando Lamendocincomo objeto de
estudio Se caracterizO el papel de factores que contr@karcrecimiento en la
regulacion del tiempo a floracion, encontrdndas asociacion entre la adquisicion de
una tasa de crecimiento Umbral ()& el momento de floracion, que resulté ser de
naturaleza causal. Se puso en evidencia la patidp de las giberelinas en la cascada
de eventos que, iniciada por la adquisicion de Gy, Tdesemboca en la iniciacion
floral. La exposicion de las plantas a condiciogee aumentan la tasa de crecimiento
(i.e. alta radiacion incidente) suprimié la expdesdel gen que codifica para la enzima
GA2-oxidasa (lo que conduciria a la acumulaciorgitberelinas activas) y aumento la
proteina codificada por el gen FT. Ademas, se bon® un rol positivo de los
carbohidratos que actuarian como una sefal a distpara desencadenar la floracion.
Sobre la base de estos resultados, se elaboré dalanconceptual para explicar los
mecanismos que regulan la transicion del estadetatgo a reproductivo en
mendocina que se integra con conocimientos previos acerela efecto de la
temperatura sobre el desencadenamiento de laiflaran esta especie. La informacion
obtenida en esta tesis implica un avance en elcomento de los mecanismos que
controlan la induccién a floracion en especies pege, y ademas sienta las bases para
la puesta en cultivo y disefio de estrategias deejpale cultivos alternativos con estas
caracteristicas.

Lesquerella mendocing@erennes; floracion; giberelinas; tasa de cresiioi
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ABSTRACT

Flowering is the result of complex interactionsviin environmental factors and is
mediated by endogenous signals and the genetiagmogf the plant. Responses to
flowering have been recently studied in facultafpezennial species such as the native
Lesquerella mendocina potential oilseed crop. The main objective waproduce
advances in the knowledge of the mechanisms indoiveflowering of perennial
herbaceous species, usibg mendocinaas an object of study. The role of growth
factors that influence in regulating flowering timas characterized, and an association
was found between the acquisition of a growth rheshold (TCu) and time to
flowering, revealing a causal relationship. Theerof gibberellins in the cascade of
events initiated by the acquisition of the TCU aadiving to floral initiation was
verified. Plant exposure to conditions that inceeagowth rate (eg high incident
radiation) suppressed the gene expression forribgnee GA2-oxidase (which would
lead to accumulation of active gibberellins) anct@ased the protein encoded by the FT
gene. Furthermore, a positive role of the carbodgdrthat act as a signal to trigger the
flowering at distance was confirmed. Based on theselts, we developed a conceptual
model to explain the mechanisms that regulate thesition from vegetative to
reproductive state ih. mendocinawhich is integrated with prior knowledge about th
effect of temperature on flowering developing ratethis species. The information
obtained in this thesis represents an advanceerutilerstanding of the mechanisms
that control the induction of flowering in perenngpecies, and also establishes the
background for the design of management stratdgredeveloping alternative crops
with these characteristics.

Lesquerella mendocing@erennials; flowering; gibberelins; growth rate
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.6 Introduccion general

La floracion es un cambio en el patron basico daello del meristema apical
que se produce en respuesta a diferentes estinlllésgito reproductivo de una planta
depende de que la induccién floral y posteriorabodn tenga lugar en el momento mas
adecuado de su desarrollo y cuando las condiciamesientales sean favorables
(Turnbull, 2011). Debido a la falta de movilidad lds plantas y de sus caracteristicas
particulares de desarrollo, éstas han adquiridcamsmos especializados de control de
tiempo de floracion que aseguren el éxito repradoigt la persistencia de la especie
(Bernier, 1988; Tan y Swain, 2006).

Se puede distinguir entre plantas que completadesarrollo dentro del afio,
floreciendo sdlo una vez durante su ciclo de vildanadas plantas anuales y plantas
gue viven mas de un afio, tales como las bianugbesemnes. Dentro de estas ultimas,
hay especies que florecen una sola vez durantelsude vida (especies monocarpicas)
y otras que florecen todos los afios en forma renter(especies policarpicas).

Aunque no hay una uniformidad general, normalmé&nferacion es estacional
y requiere de un cierto grado de desarrollo veilyetdtmadurez” para la floracién).
Asi, plantas de la misma especie en un area géwgddterminada, florecen en forma
sincronizada para que pueda producirse el intericagémico entre ellas. Por otro lado,
el tiempo en que se produce la transicion entreirarento vegetativo y la floracion es
de vital importancia en la agricultura (Bernieraét 1993). El momento en que ocurre
esta transicion es uno de los eventos de desamdltoplasticos en el ciclo de vida de
las plantas y es determinante para asegurar dilerdaion y fructificacion ocurran en
condiciones favorables (Ausin et @005).

En sentido fisioldgico, se entiende por floraciéta anduccion y formacion de
los primordios florales. Factores internos (horndesay nutritivos) y externos
(fotoperiodo, temperatura y vernalizacion prinaipahte) condicionan el control de la
induccion floral. Una caracteristica importantelal@daptabilidad de las plantas, reside
en su capacidad de acelerar o disminuir la tasdedarrollo en funcién del ambiente.
Las plantas poseen diferentes estrategias repredsigt son multiples las causas que
convergen para regular el desarrollo del meristepieal. Muchas plantas responden al
ambiente para controlar el tiempo a floracion ydssparan sefales enddgenas que
regulan su transicion (Tan y Swain, 2006). En aotgulos condicionamientos del
medio externo sobre la direccion del desarrolldadelanta indicarian un alto grado de
adaptacion de las especies a su entorno mediamteinteraccion entre distintos
receptores - sensores de la planta con los factam@biantes del medio, los niveles
hormonales internos, la distribucion de asimilag@s programa genético de la planta
(Ausin et al., 2005).

En los apartados siguientes se presenta un breuenes del estado actual del
conocimiento acerca de: 1) Factores ambientalesegdan el tiempo a floracion en
las plantas, 2) Sefales fisiolégicas y mecanisngosatrol que regulan el tiempo a
floracion en las plantas, 3) El andlisis del casolLdsquerella mendocinaEstos



antecedentes generan el marco en el que se insdoebjetivos e hipotesis de esta
tesis.

1.2 Factores ambientales que regulan el tiempo afhcion en las plantas

El descubrimiento de la dependencia ambientahditacion es relativamente
reciente, de principios del siglo XX, que es cuarmmenzaron a descubrirse
variaciones ambientales que las plantas eran cahelistinguir o de requerir para
iniciar la floracion. Las plantas “perciben” que leondiciones sean favorables para el
desarrollo, crecimiento, reproduccion sexual y nmacion de semillas (Bernier et al.,
1993; Levy y Dean, 1998; Simpson y Dean, 2002; Bultf2011). La duracion de las
fases del desarrollo, entonces, es controladal gemetipo y el ambiente.

La temperatura es un factor primario en la regokadel momento de floracién
de las plantas. El tiempo a floracion también egleelo por la duracion del dia
(fotoperiodo) y por el proceso de vernalizaciorufaglacion de horas de frio) (Myers
et al., 1982; Bernier et al., 1993; Slafer y Rawst®94; Roldan y Martinez Zapater,
2000). Las variaciones genotipicas en la respugstatos factores ambientales son
responsables directas que determinan diferenamgifpécas en el desarrollo (Garner y
Allard., 1923; Aspinall, 1966; Wright y L. Hudge$987) e, indirectamente, en el
rendimiento, atributo que se encuentra fuertemasteiado al tiempo a floracion
(Russell y R. Ellis, 1988).

En la mayoria de las plantas anuales, el tiemfloracion se establece como
respuesta a los factores externos ambientalesoqupescibidos por diferentes érganos
de la planta (Bernier y Perilleux, 2005). Asi, etoperiodo y la irradiancia son
percibidos por las hojas maduras, las bajas temasa(vernalizacion) por el apice del
tallo (Dennis et al., 1996; Amasino, 2005), miesitqgaie el efecto de la temperatura es
captado por toda la planta.

La temperatura y el fotoperiodo varian en formaulaga través del afio. En el
ecuador, estas variaciones no existen y, conforaseatejamos hacia los polos, las
variaciones de estos dos factores se hacen masdaard.a mayoria de las especies
vegetales han desarrollado mecanismos para reqoestes variaciones e identificar el
momento propicio para florecer. Dependiendo deldgrg tipo de requerimientos
ambientales, las especies pueden ser clasificaaas con requerimientos absolutos o
cualitativos (i.e. para florecer necesitan deteat@s condiciones ambientales) o con
requerimientos cuantitativos, (i.e. pueden florebajo muy variadas condiciones
ambientales, pero el tiempo a floracion se aceterae retrasa dependiendo del
ambiente).

El desarrollo fenoldgico tiene una respuestatergeratura (Wallace, 1985) y
es considerada como un factor principal en el cbrte la tasa de desarrollo de las
plantas (Morrison et al., 1989). La velocidad dsagmllo que determina la duracién de
una fase fenoldgica, medida en dias, tiene unaideladirecta con la temperatura
(Hodges y Dorainswamy, 1979; Monteith y 1981). B&eanodo, la relacion curvilinea
entre la duracion de una fase y la temperatura. (Eifja), es caracterizada mas
convenientemente por una respuesta bi-lineal dasa de desarrollo, que se estima
indirectamente como la reciproca de la duraciéayaanidad esd(Fig. 1.1b).
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Figura 1.1: Duracion de una etapa de desarrollo sometidatiatdis temperaturas (a) y
su inversa (b), la tasa de desarrollo de una etapesarrollo a distintas temperaturas.
La inversa de la pendiente de la fase lineal ihoéala figura 1b es el tiempo térmico.
En ay b, sobre el eje de las abscisas se indasagiidtintas temperaturas cardinales.

Con temperaturas inferiores a la temperatura baskay desarrollo mensurable del
cultivo. Por sobre ésta, la tasa de desarrollo@einenta en la medida en que aumenta
la temperatura, hasta que alcanza su maxima tasa emperatura optima (o rango de
temperaturas cuando la respuesta es de tipo hlperhd emperaturas sobre este valor
generalmente reducen la tasa de desarrollo dava@uliasta que en la temperatura
maxima o critica cesaria el desarrollo del cultidajor et al., 1975; Ritchie y
NeSmith., 1991; Salisbury y Ross, 1994). Asi, mgchkstudios se han hecho para
determinar las temperaturas base, Optimas y maxjmaas el desarrollo de varios
cultivos (Major et al., 1975; Major et al., 1977itdRie y NeSmith., 1991; Slafer y
Rawson, 1995), enfatizando la importancia de canelcealor de estos parametros en el
manejo y mejoramiento de los mismos.

La vernalizacion también influye en la floraciéa thuchas plantas. Aquellas
plantas o cultivos que disparan (requerimientoitaiaslo) o aceleran (requerimiento
cuantitativo) su desarrollo hacia la fase reprastaduiego de un periodo de frio tienen
requerimientos de vernalizacion (Ahrens y Loomi863). A pesar de que existen
excepciones, la mayoria de las plantas originaigaktitudes mayores a 30° muestran
respuesta a la vernalizacion (Roberts et al., 1988) requerimientos de vernalizacion
reducen la posibilidad de que la floracion se produantes de que termine la estacion
fria o0 cesen los riesgos de heladas durante lacflim, momento en que las plantas son
menos tolerantes a estrés por frio. El estimuladernalizacion puede ser captado en
semillas pregerminadas (Chouard, 1960).
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Otro factor ambiental fundamental para la floracide las plantas es el
fotoperiodo. Al igual que para la vernalizaciénrdapuesta a este factor también puede
ser cualitativa o cuantitativa. Para la etapa eerang-floracion se ha definido al
fotoperiodo 6ptimo como aquel que determina queubperiodo emergencia-floracion
se cumpla en el tiempo minimo posible (Figura 122)fotoperiodo 6ptimo minimo o
maximo segun se trate de especies que respondenasa lakgos o cortos,
respectivamente, separa a rangos de fotoperiodmaxpty no Optimos, siendo estos
ultimos responsables de atrasos en el inicio fleracion. En el caso de las plantas con
requerimientos cuantitativos, la respuesta a estmelo fuera del rango de valores de
fotoperiodo 6ptimo se manifiesta como un alargatoide la etapa vegetativa (Major y
Kiniry, 1991). Un fotoperiodo critico aparece em&delo propuesto por Rood y Major
(1980) definido como aquella duracion del dia er tu floracibn no se produce o
marca el punto en que comienza el “plateau” deuta@dén maxima en dias a floracion
con fotoperiodos no 6ptimos.

Entonces, los clasicos experimentos realizadosGamer y Allard. (1923),
donde se descubrio el papel del fotoperiodo enrglal de la floracion, promovieron la
investigacion acerca del efecto de los factoresiamdles sobre la duracion del
desarrollo en plantas y su cuantificacion. Revisgoposteriores, como la realizada por
Vince-Prue (1975), destacaron la complejidad den@sacciones entre la temperatura
y la respuesta fotoperiddica. Estas interaccionase elos diferentes factores del
ambiente pueden hacer que cada factor pueda caslbialor del umbral para la
efectividad de los otros factores. Estas interamsose intentaron explicar por
diferentes modelos (Major y Kiniry, 1991; Summddiet al., 1991) que cuantifican los
efectos de la temperatura y el fotoperiodo sobdritacion de las fases del desarrollo y
fueron desarrollados con fines predictivos y/o @mejo agronomico.
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Figura 1.2: Efecto del fotoperiodo sobre el tiempo térmico &aadt fin de la etapa
emergencia - floracion, en una planta con respuestatitativa de dia largo, bajo
temperatura constante. Adaptada de Major, 1980.

Ademas de responder positivamente a las sefalederamlbs, existen
evidencias que revelan que la floracion tambiérripagkr inducida por otras sefales del
ambiente (sequia, deficiencias de nutrientes, aasnén la calidad de luz, etc). La
ventaja adaptativa de estas respuestas residirfgeranitir la produccion de semillas
antes de que la competencia por los recursos sa Iimaty severa, contribuyendo
positivamente a la perpetuacion de la especie (lyeidean, 1998; Simpson y Dean,
2002; Casal et @l2003; Turnbull, 2011).

Respecto a la capacidad para percibir los estinartdgentales, muchas plantas
poseen una fase juvenil durante la cual son inskssa cualquier sefial del ambiente
desencadenante de la floracién. Esta seria unaranal®e asegurarse la suficiente
acumulacion de reservas como para sostener el oggtoductivo (Simpson y Dean,
2002).

Una categoria diferente de plantas en cuanto r@spuesta a los factores del
ambiente para la determinaciéon del tiempo hastaciridn floral, son las especies
bianuales o perennes facultativas. Estas espeaiesgm comportarse como autonomas
o independientes de la temperatura o el fotopenpzda florecer. Es conocido que las
plantas “bienales” pueden florecer en un afio siesreen ambientes favorables (Hirose
y Kachi 1982) o bien demorar su floracion méas déasegundo afio de vida en estado
silvestre (Kelly 1985; de Jong et a@986; Prins et al1990). Como el fotoperiodo no
varia entre afos, esta variabilidad estaria retada con la duracion e intensidad del
periodo de frio invernal (de Jong et d1986), o con la influencia de otros factores
ambientales como la cantidad y calidad de luzidpahibilidad de nutrientes, humedad
y/o temperaturas extremas (Harper y Orden 1970pdg 1986; Reekie 1997; Reekie et
al., 1997).
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Bernier et al. (1993) detectaron en plantas pe&®sensibilidad a la intensidad
de radiacion y sefialan a este factor del ambiemt@ocmodulador del tiempo hasta
induccion floral. Otros autores sugieren que meeies perennes florecen una vez que
acumulan una determinada cantidad de biomasa,raparente respondiendo a sefales
internas, tales como tamafo de planta o numeraidesnvegetativos (Hirose y Kachi,
1982; Lacey, 1986; Klinkhamer et al., 1987; BazA®87; Reekie, 1997; Wesselingh et
al., 1997). En cualquier caso, no hay evidenci&iemte que permita sefialar a algin
elemento ambiental o a algun atributo de la plante adquisicion esté regulada por el
ambiente, como disparador de la cadena de eveotducentes a la floracion en
especies perennes.

1.3 Sefales fisioldgicas y mecanismagie regulan el tiempo a floracion en las
plantas.

Si bien el tiempo a floracion de la mayoria de péantas se establece en
respuesta a los factores ambientales, la transécianfloracion, a su vez, esta mediada
por una serie de sefiales enddgenas. Es decirn regando las plantas alcanzan un
estado de desarrollo que permite la transiciéestddo reproductivo, las sefiales del
ambiente pueden ser percibidas por distintos égyade la planta, los cuales generan
sefiales enddgenas hacia el meristema apical, deéerlo que el 4pice permanezca
vegetativo o se transforme en reproductivo (Bereieal., 1993; Battey, 2000; Tan y
Swain, 2006; Turnbull, 2011). En este sentido, éagdencias de que existen una serie
de vias (que pueden o no presentar tramos coro gyeaido de superposicion) que
confluyen al final de la cadena, determinando de reanera la integracion de las
sefiales ambientales y endogenas (fotoperiodo, li#ctian, giberelinas y via
autonoma) y “decidiendo” o no la iniciacion flo@louradov et al., 2002; Simpson y
Dean, 2002; Boss et al., 2004; Corbersier y Coupla@05; Tan y Swain, 2006) .

Existen evidencias de que el fotoperiodo produtenatos transmisibles que
inducen a la floracion (Chailakhyan, 1936) y quie & transmite a través del floema
(King and Zeevaart, 1973; Corbesier y Coupland,6200a naturaleza quimica del
estimulo ha sido investigada y el analisis de sitsia que llegan al meristema apical
durante el proceso de induccion ha permitido olssepambios en los niveles de
azucares y fitohormonas (giberelinas, citocinimadiaminas) (Morris y Arthur, 1985;
Pharis et al., 1987; Bernier et al., 1993; ZeevgaBage, 1993; Roldan et al., 1997;
Levy y Dean, 1998; Gocal et al., 2001; Ohto et2001; Eriksson et al., 2006; King et
al., 2008).

Varios experimentos han mostrado que en las hejaftoperiodo produce
promotores e inihibidores de la floracion cuanddalaacion del dia es favorable o
desfavorable, respectivamente. Los tratamientos igdacen la floracion pueden
también incrementar el transporte de carbohidrdéssle las hojas hasta el meristema
apical (Corbesier et al., 1998; Rolland et al.,&00ing et al., 2008). Las sefiales son
generalmente transportadas por el floema juntolesrasimilados (King et al., 1973;
Bernier, 1988; Corbesier y Coupland, 2006; Rollabdl., 2006). Si las sefiales se
originan en las raices, presumiblemente son trattegfss por el xilema con la corriente
transpiratoria. También existen evidencias de queeknalizacion produce estimulos
transmisibles que inducen a la floracion (RoldaMartinez Zapater, 2000) aunque la
naturaleza de estos estimulos es aun controveEislaconocido que la floracion en
plantas que requieren frio para florecer puede digparada en condiciones no
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inductivas por la aplicacion de giberelinas: algurevidencias muestran que la
aplicacion de giberelinas en plantas de rosetabfdopsis) que crecen en condiciones
desfavorables para la induccion floral promuevdldaacion (Wilson et al., 1992;
Bernier et al., 1993; Blazquez et al., 1998; Gaatahl., 2001; Eriksson et al., 2006;
Zeevaart, 2006).

Durante las ultimas décadas se propusieron modetesrias no mutuamente
excluyentes que intentan explicar el control quarde la transicion para la floracién.
La propuesta por Lang, 1965 y retomada por ColagaBundaresan (2000), supone
que la floracién es promovida o inhibida por unentina simple, especifica y universal
para todas las especies el florigeno”. Por otrdepda hipotesis de Sachs y Hackett
(1983), postula que la transicion floral es indacpor los factores ambientales que
modifican la relacion fuente / destino dentro delknta, de tal modo que el apice bajo
condiciones inductivas reciben mejor suplement@sieilados que bajo condiciones
no inductivas. El efecto de azUcares sobre laitiémsfloral parece ser un mecanismo
muy complejo (Rolland et al., 2002). Bmapsis albauna planta anual que se induce a
la floracion por dias largos, ha sido sugerido lpgeazicares podrian funcionar como
una sefalizacién a distancia durante la inducdaralf(Bernier et al., 1993).

Algunos carbohidratos parecerian estar involu@aeo la transicion floral
activando (Araki y Komeda, 1993; Roldan et al., 9)98 inhibiendo genes (Zhou et al.,
1998; Ohto et al., 2001). Son numerosos los trabgje muestran que el efecto del
promotor o inhibidor del azucar sobre el tiemptoeation depende de la concentracion
y el tiempo de adicion del azucar y del “backgrogemético de las plantas (Koch,
1996; Zhou et al., 1998; Ohto et al., 2001; Rollahal., 2002; Rolland et al., 2006).
Finalmente, la teoria de control multifactorial jud& que varias sustancias quimicas
(asimilados, C&", y fitohormonas) participan en forma conjunta @induccion floral
(Bernier et al., 1993). Ha sido sugerido que laagzga, proveniente de la degradacion
de almidén se acumula en el meristema apical ecanthbufloracion en algunas especies
(Heyer et al., 2004) y que las giberelinas, citm@s y auxinas podrian actuar como
sefiales que producen la transcripcion de genasa ladransicion floral en algunas
especies (Bernier et al., 1993; Blazquez et aB81%ocal et al., 2001; Ohto et al.,
2001; Sakamoto et al., 2001). El analisis genétiebtiempo a floraciébn en cereales,
arveja y Arabidopsissostiene la hipotesis del control multifactoria th floracion
(Weller et al., 1997; Koornneef et al., 1998). S hdentificado muchos genes que
actuan promoviendo o inhibiendo la floracidbn eragstspecies que interactian con
factores ambientales o en forma autbnoma (LevyanD&998; Simpson y Dean, 2002;
Casal et al., 2003).

El estudio del control genético de la floracionpesible solo en plantas cuyo
mapeo genético es completo; ese es el casral@dopsis en la cual muchos genes
que afectan el tiempo a floracion han sido iderdgdos (Weigel, 1995; Amasino, 1996;
Koornneef et al., 1998; Blazquez y Weigel, 2000k&daoto et al., 2001; Simpson y
Dean, 2002; Casal et al., 2003). La transicionesthdo vegetativo a reproductivo en
Arabidopsisinvolucra una accién secuencial de tres grupogeales que han sido
identificados (Amasino, 1996; Levy y Dean, 1998mf@son y Dean, 2002). Estos
grupos son 1) Genes que perciben y traducen ladese?) Genes integradores de
sefalesKT, SOC1 y AGL 20son genes que integran sefiales del ambienteayeseri
endogenas y 3) Genes especificos del desarrolal floFY, AP1, Cal, AP2 y UFO
entre otros).

De acuerdo al modelo multifactorial, la floracipnede ocurrir cuando los
factores que la inducen estan presentes en el temdsapical en concentraciones
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apropiadas y en el momento adecuado (Levy y De@88)1 Este modelo intenta
explicar las diversas respuestas a la floracionpgriendo que diferentes factores
podrian limitar la floracion en organismos de difges “background” genético y /o
bajo particulares condiciones ambientales.

Por otra parte, teniendo en cuenta la primer desxpuesta y conociendo que
la naturaleza quimica de este estimulo es posibliiEnoempleja e involucre cambios en
niveles de azucares y fitohormonas, se ha demostesmientemente en varias especies
(Arabidopsis, Tomate $olanum licopersicum)abaco Klicotiana tabacumy especies
con requerimientos ambientales contrastantes equdéoal control de la floracion se
refiere), que la proteina codificada por el gerwiglong locus T (FT) tendria un rol
central en el proceso de induccion de la florag®&m et al., 2004; Terper-Bamnolker y
Samach, 2005; Corbesier y Coupland, 2006; Zeeva@&@g; Turck et al., 2008;
Turnbull, 2011).

Por lo expuesto mas arriba, si bien existen nurasresidencias fisiolégicas que
indican la existencia de sefales o sustancias gdacen la floracion, no esta
determinada la causalidad de estas asociacionesegsiere la realizacion de estudios
genéticos para arribar a conclusiones definitivas.

Por otra parte, la mayor parte de la informaciortide@ mas arriba proviene de
estudios llevados a cabo con plantas anuales. Lesamsmos fisiologicos en
interaccion con el ambiente que controlan el desdgamiento de la floracidn en las
especies perennes no son conocidos en la actuélidady Swain, 2006). No obstante,
una vez disparada la induccion floral, podrian ap@n plantas perennes la misma
cascada de eventos que opera en especies anuaids, (E994; Erwin, 2007).

1.4 El andlisis del caso deesquerella mendocina

Con posibilidades de ser introducidos como nuesdfvos oleaginosos se
encuentran especies del généesquerella de origen americano. En Argentirla,
mendocinaes la Unica especie ampliamente distribuida enrdggones serranas y
montafiosas del pais, desde el sur de Buenos AvMeEndoza y desde Jujuy al norte de
la Patagonia (Correa, 1984)esquerella mendocin@ertenece a la familia de las
Brassicaceae, es una especie herbacea perenr@godic que se encuentra en proceso
de domesticacion. En consecuencia, una vez alcanieacktapa reproductiva, los
individuos tienen ciclos florales con frecuenciai@n(Windauer et al., 2006). A pesar
de ser una especie herbacea, su primer ciclo florak produce necesariamente durante
su primer afo de vida, pudiendo presentar una ggeabilidad en el momento de su
floracién. Asi, pueden florecer durante la primestacion de crecimiento, la segunda o
aun en afios posteriores (Bloom et al., 2003).nterés en estas especies radica en que
su semilla tiene un aceite de uso industrial. lanfal alcanza hasta 50 cm de altura,
tiene raiz pivotante, su semilla es ovada a ramioy contiene alrededor de un 25-35%
de aceite de alto valor, cuyo principal componasten acido graso hidroxilado (HFA,
C20:10H). Desde el punto de vista quimico, estédoacgrasos se caracterizan por
poseer en su estructura un grupo “hidroxy” (OH)sarmolécula. Estos acidos grasos
son utilizado para la fabricacion de resinas, ¢amgons, plasticos, inhibidores de la
corrosion, cosmeéticos y grasas (Roetheli et a@119

El tiempo en que ocurre la floracion en las plarga generalmente el caracter
mas importante para su adaptacion y la obtencidloglenaximos rendimientos en un
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ambiente dado (Richards, 1991), y en particulara psu adaptacion a ambientes
adversos (Andrade y Sadras, 2000). Una caracteristiportante de la adaptabilidad de
las plantas, reside en su capacidad de acelerasnundir la tasa de desarrollo en

funcion del ambiente. En este sentido, en pobh@smaturales situadas en la provincia
de La Pampa, Argentina (Lihue Calel, 38° 65 63), Se observé que durante el

invierno la planta permanece en estado vegetaibseia), que el momento de floracién
ocurre a fines de agosto — principio de septiemybgeie la semilla madura durante el

mes de noviembre.

En investigaciones anteriores se observaron lasesigps respuestas de esta
especie a factores ambientales en relacidén a éndietacion del tiempo a floracion: i)
una respuesta cualitativa en relacion a la temperafi.e. las plantas no florecian
cuando crecian a temperaturas medias iguales gia@sea 24 °C (Windauer et al.,
2004), ii) insensibilidad al fotoperiodo, a la vaipacion y a las temperaturas cuando
las mismas eran inferiores a 24 °C (Windauer e2806) iii) la tasa de desarrollo se
aceleraba conforme se atrasaba la fecha de siefWhrmlauer et al., 2007). Estos
resultados sugieren la existencia de un factor embdli desconocido (i.e. ni
temperatura, ni fotoperiodo) cuya capacidad indactiumenta cuando avanza la
estacion de crecimiento. Se observé también, agiplantas de. mendocindlorecian
aun cuando existian grandes diferencias en la damhtide biomasa acumulada
(Windauer, 2002) lo que estaria descartando pdsaespecie, a la adquisicion de un
tamafo de planta “umbral” como un disparador dmdaiccion floral, como ha sido
indicado para otras especies perennes (Hirose kiKHa82; Lacey, 1986; Klinkhamer
et al., 1987; Bazzaz, 1997; Reekie, 1997; Wesdelieigal., 1997). Tomados en
conjunto, estos resultados permiten inferir que. ilnendocinapuede ser clasificada
como especie “autobnoma” (i.e. su fenologia no nedponi a la temperatura ni al
fotoperiodo); ii) el factor del ambiente desconocadiya capacidad inductiva aumenta
con el avance de la estacion de crecimiento seifdadnsidad de radiacion, en linea con
lo que proponen Bernier et al. (1993) para espeigdnomas; iii) la sefial endégena
(cuyo tiempo de determinacion estaria moduladageaitos factores, por la intensidad
de radiacion) disparadora de la induccion floeaiias la adquisicién de una “tasa de
crecimiento umbral” y no de un “tamafio de plantdrati.

Por cierto, una alta tasa de crecimiento por plastaria indicando una alta
circulacion de azucares en la planta (Bernier et1893). El efecto de los azucares
sobre la transicion floral, como se menciona en sewion anterior, fue estudiado en
detalle y algunos carbohidratos parecerian estafuorados, activando o desactivando
la expresion de genes (Araki y Komeda, 1993; Zhoal.e 1998; Roldan et al., 1999;
Ohto et al., 2001; King et al., 2008). En este mase podria argumentar que el cambio
en la tasa de crecimiento de las plantak.deendocingmencionado mas arriba como
asociado a la determinacion de la induccién floyabdria producir una mayor
disponibilidad de hidratos de carbono que dispanaia cadena de eventos que
conducen a la floracion. Es posible que, una vepalada la sefal por efecto de la
concentracion de carbohidratos, operenLemendocina(como asi también en otras
especies “autbnomas”) elementos comunes a la catkesefalizacion descripta para
especies anuales. En este sentido, el papel dgibaselinas ya ha sido sefalado
(Mutasa- Gottgens and Hedden, 2009). Como estajtrdhtenta profundizar en el
conocimiento de los mecanismos involucrados eredailacion de la induccion de la
floracién, se pretende investigar hasta qué punsintesis de giberelinas forma parte de
la cascada de eventos que, iniciada por un aumentola concentracion de
carbohidratos, desemboca en la induccion de ladiéon. Ha sido reportado para
Arabidopsis y arroz, que la sintesis de giberelinas que interaneai estimulo
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fotoperiddico, se encuentra regulada a nivel dexfaesion del gen que codifica para
una GA 2-oxidasa (Gocal et al., 2001; Sakamotol.et2801). Esta enzima inactiva
giberelinas con actividad biologica y el gen quecdalifica se expresa activamente
cuando la planta no ha sido inducida. Una vez dislzala induccion, el gen de la GA
2-oxidasa deja de expresarse, lo que permite lm@eagion de giberelinas activas que
intermedian la sefal.

Resulta evidente que las respuestas a la floraitiéron mayoritariamente
estudiadas en especies anuales y que poco se cenoespecies perennes y de
comportamiento “autonomo” conto mendocinaSobre esta base, y a partir del camulo
de evidencias expuesto hasta aqui, se enumerartiauazion los objetivos e hipotesis
de esta tesis.
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1.5 Objetivos e hipotesis

1.5.1 Objetivo general:

El objetivo general de esta tesis es el de genermances relevantes en el
conocimiento de los mecanismos que regulan o contra la floracién en especies
herbaceas perennes.

1.5.2 Objetivos especificos e hipotesis:

- 1) Cuantificar en L. mendocinael tiempo hasta floraciéon en respuesta a
restricciones de factores ambientales que normalmen influyen en el
crecimiento (radiacion, nutrientes y disponibilidad hidrica, objetivo
especifico 1a).De esta manera se pondra a prukbaipotesis 1 (H) que
sostiene que la induccion floral enL. mendocina esta asociada con la
adquisicion de una determinada tasa de crecimientombral por planta. En
la medida en que se encuentre una asociacionlardadgjuisicion de una tasa de
crecimiento umbral y la induccion a floraci@e hara necesario determinar si
efectivamente ese cambio de tasa de crecimiento ek que dispara la
induccion floral, o si es meramente una consecueacde que la induccion
floral se haya disparado (objetivo especifico 1b).

- 2) Determinar si la sintesisde novo de giberelinas forma parte de la
secuencia de eventos que desencadena la induccidtoeacion. La hipotesis
2 (H2) que subyace a este objetivo, sostiene que la imdion a floracion
disparada a partir de la adquisicion de una TC umbal esta mediada por
una sintesis de giberelinas.

- 3) Identificar en L. mendocinala instancia regulatoria de la sintesis de
giberelinas que se produciria como resultado de quse haya desencadenado
la induccidn a floracion “aguas arriba”. De esta maera se pondra a prueba
la hipétesis 3 (H) que sostiene que la biosintesis de giberelinasegqoonduce
a la expresion de la induccion floral erl.. mendocinaesta regulada a nivel
de la expresion de genes que codifican para la ema GA 2-oxidasa (que
inactiva las GAs con actividad biolégica) y/o el geFT.

- 4) Establecer si el cambio en la tasa de crecimient(TC) conlleva un
aumento en la concentracion enddgena de hidratosedcarbono que
actuaria como sefal para disparar la cadena de evi®s conducentes a la
induccion floral. La Hipétesis 4 (H;) que subyace a este objetivo sostiene
que la mayor disponibilidad de hidratos de carbonoque resulta de la
adquisicién de una tasa de crecimiento umbral por grte de la planta, es
una sefal que participa en el desencadenamiento des eventos que
conducen a la induccion floral.
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1.6 Estructura de la Tesis

La presente tesis se estructura en 5 capitulos.eCproposito de cumplir con
los objetivos propuestos, el cuerpo de los resodtate este trabajo se presenta en
los capitulos 2, 3 y 4. En cada uno de ellos, segmta una introduccion al tema, los
objetivos particulares y se discuten los resultaolitenidos. En el capitulo 2, se
describen logesultados de cdmo los factores ambientales quefluyen en el
crecimiento modulan el tiempo hasta floracion eh. mendocina. En el capitulo
3, se describen los resultaddsl cambio de la tasa de crecimiento como factor
disparador de la induccioén floral enL. mendocinay como la sintesis de novo de
giberelinas forma parte de la secuencia de eventogue desencadena la
induccion a floracién enL. mendocina,conjuntamente con la sintesis del gen
FT. En el capitulo 4, se describen los resultadosféeto de la disponibilidad de
hidratos de carbono en la determinacibn del tiempo hasta el
desencadenamiento de la floracion en plantas de mendocina Finalmente, el
capitulo 5 comprende la discusion general de ®mgtados obtenidos en esta tesis
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CAPITULO 2

FACTORES AMBIENTALES QUE INFLUYEN EN EL CRECIMIENTO
MODULAN EL TIEMPO HASTA FLORACION EN L. mendocina

2.1 Introduccion

La transicidn entre el estado vegetativo y el estagroductivo es un evento de
desarrollo fundamental en las plantas (Koornneaf.e1998; Simpson and Dean, 2002
Mouradov et al., 2002). El éxito reproductivo deymanta depende de que la induccion
floral y posterior floracion tenga lugar en el mareemas adecuado de su desarrollo y
cuando las condiciones ambientales sean favoral®esa maximizar el éxito
reproductivo, esta transicion es determinada porpbgjas interacciones entre factores
ambientales y el programa genético interno dedatplDebido a la falta de movilidad
de las plantas y de sus caracteristicas particuldeedesarrollo, éstas han adquirido
mecanismos especializados de control del tiempfodacion, que aseguren el éxito
reproductivo y la persistencia de la especie (Berdi988; Tan y Swain, 2006).

Se entiende por floracion a la induccion y formadi@ los primordios florales.
Factores internos (hormonales y nutritivos) y exter (fotoperiodo y temperatura,
principalmente) condicionan el control de la indancfloral en la mayoria de las
plantas. Sin embargo, algunas especies bianuglesanes parecen comportarse como
auténomas o independientes de la temperaturactogiefriodo para florecer (Boss et al,
2004). Asi, es conocido que las plantas “bianutdesltativas” y algunas especies
perennes pueden florecer en un afo si crecen biet®s favorables (Hirose y Kachi
1982) o bien demorar su floracion mas alla del ségwafio de vida en estado silvestre
(Kelly 1985; de Jong et al1986; Prins et al.1990) o en sistemas de cultivos con
ambientes desfavorables (Prins et al., 1990; Khanker et al., 1991, Wesseling y de
Jong, 1995; Burd et al., 2006). Como el fotopdwiono varia entre afios, esta
variabilidad estaria dada por la duracién e intlatsidel periodo de frio invernal (de
Jonget al. 1986), o por la influencia de otros factores amtailes como la cantidad y
calidad de luz, la disponibilidad de nutrientesmiedad y/o temperaturas extremas
(Harper y Orden 1970; de Jong, 1986; Reekie, 1B8@ékie et al.1997).

Muchos autores sugieren que las especies peretoreseh una vez que
acumulan una determinada cantidad de biomasa,raparente respondiendo a sefales
internas, tales como tamafio de planta o numero utl®snvegetativos o tasa de
crecimiento (Hirose y Kachi, 1982; Lacey, 1986jnKhamer et al., 1987; Bazzaz,
1997; Reekie, 1997; Wesselingh et al., 1997, Lavypaan, 1998). Sin embargo, los
resultados observadas en algunas especies oleagjip@snisorias con comportamiento
bianual facultativo descartan esta posibilidad (&iez, 2010 e®. biennis Windauer
et al., 2006 erh.. mendocina Por el contrario, existen evidencias que sugiepge la
adquisicion de una tasa de crecimiento umbral géalata podria ser el factor endégeno
gue dispara los eventos posteriores que desencaatiefi@racion (ver Capitulo 1).

Tomando en cuenta que la tasa de crecimiento e®ifiuente modulada por la
disponibilidad de recursos, tales como nutrientadjacion y agua (Taiz y Zeiger,
2006), parece razonable predecir que una limitagdnla disponibilidad de estos
recursos deberia retrasar el desencadenamientca déorbcion. No obstante, la
informacion existente al respecto en la literaggalispersa y contradictoria.

Liliana B. Windauer, Tesis de Doctorado. Escuela para Graduados, Fac. de Agro  nomia, UBA



14

Algunos estudios han detectado, en plantas biamyalperennes, sensibilidad a
la intensidad de radiacion, sefialando a este fachoo modulador del tiempo hasta
induccion floral (Bernier et al, 1993; Bernier aRérilleux, 2005). Por otra parte, el
nitrégeno inorganico (N) es el nutriente mas imgate¢ para el crecimiento de las
plantas (Marschner, 1995; Miller et al., 2007). 4 estudios contradictorios en los
que la baja disponibilidad de N acelera el tiempmduccion floral y la floracion
(Dickens and van Staden, 1988; Bernier et al. 1828tro Marin et al., 2011y,en los
que lo retrasa (Gimenez, 2010; Ploschuk y WindaR@t0). Es posible que en los
primeros el efecto del N haya actuado positivameotso sefial desencadenadora de la
floracién en forma de nitrato (Castro Marin et 2011), mientras que en los segundos
haya influido negativamente su efecto detractorest@btasa de crecimiento (Wesseling
et al., 1997; Gimenez, 2010). De la misma manet& factor que condiciona el
ambiente en que se desarrolla y crece una planta essponibilidad hidrica. Es
conocido que el déficit hidrico conduce directairairectamente, a niveles bajos de
fotosintesis y por lo tanto a la disminucién adarfte de carbono (Syverstsen y Lloyd,
1994). Existen estudios en los que déficit hidriposvienen o retrasan la induccion
floral en gramineas (Aspinall and Husain, 1970;gkamnd Evans, 1977), mientras que
en girasol un déficit hidrico durante la etapaetativa no modifica el momento de
induccion floral (Yegappan et al., 1980). Si bi¢refecto de un estrés hidrico ha sido
parcialmente estudiado én mendocinaPloschuk, 2005; Ploschuk et al., 2005) en la
actualidad es muy limitado el conocimiento del iotpadel stress sobre el tiempo a
induccion floral y la floracion.

Sobre esta base, en este capitulo se propone albalgetivo especifico 12 de
esta tesis, que e€uantificar en L. mendocina el tiempo hasta floraciébn en
respuesta a restricciones de factores ambientalesi& normalmente influyen en el
crecimiento (radiacién, nutrientes y disponibilidad hidrica). De esta forma, se
pondra a prueba la H, que sostiene que el tiempo a floraciéon dn mendocinaesta
asociado con la adquisicién de una determinada tas#e crecimiento umbral por
planta.

2.2 Materiales y métodos
2.2.1 Condiciones generales

Las semillas d&. mendocinautilizadas provenian de cultivos de multiplicacio
en Buenos Aires, cuyo lugar de origen natural é3aetjue Nacional Lihuel Calel, La
Pampa, Argentina (37° 57" S, 65° 33" O). Todosk®erimentos se llevaron a cabo en
en el campo experimental de la Facultad de Agroaptihiversidad de Buenos Aires
(FAUBA,; 34°35°S, 58°29°0).

2.2.2 Determinaciéon de Estados de Desarrollo
Escala fenologica

Por tratarse de una especie en la que no se erené@rguna descripciéon para
diferentes estados fenoldgicos, se construyo weaaekenoldgica, que describe los
aspectos mas importantes del crecimiento y degarrol
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Emergencia (E) cuando los cotiledones son visibles en la lireeaiembra.

Aparicion de hojas verdaderas (Vn):n hojas verdaderas desplegadas, se considera
gue una hoja esta desplegada cuando mide mas de 1cm

Estado de Roseta (ER)este estado se extiende desde la aparicion deatsachoja
verdadera hasta que el primer entrenudo comieraargarse, e incluye parte de la
aparicion de hojas. Durante la formacion de lateokes hojas mas viejas se encuentran
en el exterior y las nuevas se encuentran en #locéa la misma.

Aparicion de Ramificaciones (AR):

ARL1: este estado comprende la aparicion de ramiboasi en las axilas de las hojas,
comenzando por las hojas mas viejas (esto depknides condiciones luminicas a las
gue estan sometidas las hojas).

AR2: Alargamiento de los entrenudos de las ramificagone

Boton floral visible (BFV): yemas florales unidas, todavia escondidas g®hbjas
terminales en las ramificaciones.

Alargamiento de pedunculos de las yemas florales(A)os pedunculos florales se
alargan comenzando por los de la periferia, endeatrépeto.

Principio de floracion (PF): una flor abierta sobre la vara floral sobre abyu
ramificacion.

Plena floracion (FL): Alargamiento de vara floral con numerosas floresréds.
Llenado de granos (P)Formacion y llenado de frutos.

Madurez(M): cuando el 25 % de las semillas de la parte media dara floral vira del
color verde a marrén o anaranjado segun la especie.

A fin de cuantificar la duracion de las fases dsad®llo, es necesario conocer
precisamente el momento en el que ocurren los evepte dividen el ciclo completo en
dichas fases, es decir los marcadores del progessnogico. En esta tesis se han
considerado como estados claves las siguienteasetaigibles a simple vista, la
emergencia de la plantula (E), el boton floralibles (BFV), la aparicion de las
primeras flores (PF), plena floracion (FL) y Madui). Se eligieron estos eventos
para dividir el desarrollo total por ser indicasvde cambios en la ontogenia y por su
facil observacion. Como existia variabilidad emgi@ntas, las fechas en que ocurrieron
los eventos fenologicos fueron consideradas conmaaghento en que el 50% de las
plantas se encontraban en el estado consideradiurbaion de las fases se calculd en
dias.

2.2.3 Experimento 1Restriccion de radiacion

El experimento se llevé a cabo durante le afido30@l suelo era un Argiudol
tipico, con alto contenido de fosforo y bajo dedgeno, cuyo pH es de 6.5. Previo a la
siembra se realizé una aplicacion de 150kg/ha e akvoleo. El experimento consto
de parcelas de campo con tres repeticiones (nef)un disefio en blogues completos
aleatorizados (DBCA) con una densidad de 50 ‘fl.@ada parcela constaba de 8
hileras de 1,2 m de longitud, separadas a 0.2Etexperimento fue sembrado a mano
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el 5 de junio y se mantuvo a las parcelas libremdkezas en forma manual mediante
un desmalezado periddico.

Se disefid un sistema para controlar la radiaaigidente sobre el cultivo y
generar restricciones en su tasa de crecimientandtulas plantas alcanzaron 3 hojas
(V3), aproximadamente a los 15 dias de la emergeseiaplicaron aleatoriamente los
tratamientos de restricciones de la radiacion e8kzaron tratamientos con 5 niveles de
radiacion que difirieron en la duracion del perio@gossombreo, y fueron los siguientes:

TCR: Tratamiento control con plena radiacion o 100%ediacion incidente

T1: Tratamiento sombreado mediante restriccioneadiacion durante 21 dias

T2: Tratamiento sombreado mediante restriccioneadiacion durante 42 dias.

T3: Tratamiento sombreado mediante restriccioneadiacion durante 64 dias.

T4: Tratamiento sombreado mediante restriccionesad@gion hasta que se detecto
botodn floral visible.

En los tratamientos de restriccion de radiacioh, (T2, T3, T4), el sombreo fue
logrado con mallas que interceptaban el 65% dad&cion incidente, de manera que
solo el 35% de la radiacion incidente alcanzabzaerbpeo. Las mallas no modificaban
la calidad de luz (i.e. la relacion rojo/rojo k. Se midié en forma instantanea la
intercepcion de la radiacion durante el mediodilrsoon un sensor puntual de
radiacion PAR Li-190 (Li-Cor Inc., Lincoln, Nebrask conectado con un registrador
de datos Li-1000 (Li-Cor Inc., Lincoln, Nebraskajrante un dia totalmente despejado.
Para cada parcela se realizaron cinco submuestreftsma aleatoria. La temperatura
del aire fue registrada con un sensor conectadeniamo registrador, que fue
programado para testear el efecto del sombreoce slsbitemperatura (mediciones
semihorarias), encontrandose que las mallas noficedshn la temperatura del aire
significativamente.

2.2.4 Experimento 2Restriccion de nutrientes

El 18 de mayo de 2011 se sembraron manualmeni#éasedel. mendocinaen
terreras a campo con una mezcla de tierra negrangadmicroparcelas). Las unidades
experimentales eran terreras situadas a campan(k.2.00m x 0.12m) que contenian
una mezcla de tierra negra y arena (20% y 80% caspmente) con 4 repeticiones
(n=4), con un disefio completamente aleatorizadoA)DCuna densidad de 50 plI“m
(Fig.2.1). En estas terreras se realizaron octea$i de siembra, separadas a 0,20 m. El
experimento se mantuvo libre de malezas mediam®a®n manual periddica y se
regaba diariamente para llevar al suelo a lacidpd de campo.

El experimento consté de dos tratamientos que&aron en forma aleatoria en
las terreras:

TCF: Tratamiento control que se regd con solucionitiedr (Fertiriego) y agua,
alternativamente (dia por medio), desde el momentque el 50 % las plantas de las
terreras alcanzo6 2 hojas (V2) hasta el fin del erpEnto.

TSF: tratamiento sin Fertiriego (con limitaciones ntithales) que se regd con agua
solamente.

Durante todo el experimento, cada vez que se pticaosn lluvias (Servicio
Metereologico Nacional, SMN), las plantas se cubrietransitoriamente con techos
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plasticos corredizos, para evitar la incidencia pdecipitaciones que modifique la
concentracion de los nutrientes y que no se pra@atudaros sobre las plantas (Fig. 2.2).
L _[:_ ¢ PN e ‘ ¥ o i f - y

Figura 2.1: Vista parcial del armado del Experimento 2y 3

2.2.5 Experimento 3Restriccion hidrica

Se sembraron semillas Hemendocinal 18 de mayo de 2011 en terreras a campo
(microparcelas) con una mezcla de tierra negraepaatas unidades experimentales
eran terreras a campo (1.2 m x 1.00m x 0.12m) cquéenian con una mezcla de tierra
negra y arena (80% y 20% respectivamente) corremiciones (n=3), con un disefio
completamente aleatorizado (DCA) y una densidaBOdelimi®. El arreglo espacial y el
control de malezas es el mismo que el utilizada phExp. 2 (Figura 2.1).

Todas las microparcelas fueron regadas diarianteadta la saturacion del suelo
hasta que se establecieron los tratamientos dss dtfdrico, los cuales fueron impuestos
por la interrupcion del riego a partir de que péentas alcanzaron el estado tres hojas
(V3). Se monitored el contenido gravimétrico de bdad del suelo (HR%), a partir de
toma de muestras cada 4-5 dias. De esta manezatise el potencial agua del suelo
(Ws) a través de la evolucion de la HR%, con unaeu® calibracion de¥s) en
funcion a la HR%. Para cuantificar el estado harie las plantas, se realizaron
mediciones de potencial agu#apl) semanalmente mediante una bomba de Scholander
(Scholander et al, 1965). Todas las medicionekicgeron al mediodia en el tallo
principal de plantas enteras.

En cada una de las terreras se aplicaron en faleatoria los siguientes
tratamientos de disponibilidad hidrica

TCA: Tratamiento control, las terreras fueron mantenidas a capacidad de campo

TSA: Tratamiento de estrés hidrico,las terreras fueron restringidas en el riego para
generar un estrés hidrico.
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TSA comenzd cuando las plantas se encontraban chnja&d (V2), y fueron
aplicados durante 40 dias aproximadamente y a partlli se restableci6 el suministro
hidrico hasta terminar el experimento. Al igual duéecho en el Exp. 2, cada vez que
se pronosticaron lluvias, las plantas se cubri¢ramsitoriamente con techos plasticos
corredizos, de manera de evitar que se modifiqueoatenido hidrico con las
precipitaciones (Fig. 2.2)

Figura 2.2: Vista y detalle del experimento con los plasticosredizos desplegados
para no recibir el agua de lluvia.
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2.2.6 Mediciones y analisis estadistico

En todos los experimentos se realizaron obsemasidenoldgicas diarias de las
plantas en cada uno de los tratamientos. Parsstaipeion de los estados fenoldgicos,
se generd una escala que es descripta en la preeecidn de los resultados. Los
estados registrados fueron emergencia (E), apara#inflorescencia o botén floral
(BFV), principio de floracion (PF) y madurez (M)e $onsideré que se llegaba a un
determinado estado fenoldgico cuando el 50% deplastas de cada parcela se
encontraban en el mismo estado. En todos los treéms se cuantifico el nUmero de
dias en que las plantas alcanzaron el botén flisidle (BFV).

Para establecer la asociacion entre los cambiok ¢asa de crecimiento y la
induccién floral de las plantas, se cosecharonasaimente 2-3 plantas por
tratamiento, se secaron en estufa a 65°C por I¥sta peso contante. Posteriormente
las plantas enteras fueron pesadas para detersurna@so seco. Para estimar las tasas
de crecimiento, se utilizé el siguiente modelo ¢owdal de regresion lineal que
asociaba la marcha del peso seco con el tiempo:

Peso seco = a + b* DDE si (DBEc) + d (DDE - ¢) si (DDE c); (Eg. 1)

donde DDE son los dias después de la emergenties ‘la ordenada al origen, “b”
y “d” son diferentes pendientes de la regresidrdinequivalentes a tasas de
crecimiento y “c” es el punto de quiebre de la fancque indica el dia en que se
produjo un cambio en la de tasa de crecimientoo$daks parametros se compararon
estadisticamente usando un ANOVA. Cuando se debectiferencias significativas
entre tratamientos (p<0.05) se compararon las medgiante un test de Tukey.

Las mediciones de potencial agua de las plantaB)gmrimento 3 se analizaron en
cada fecha mediante analisis de variancia.

2.3 Resultados
2.3.1 Fenologia de las plantas
El tiempo desde la emergencia hasta botdn flasithle (BFV) en las plantas de

L. mendocinafue afectado tanto por el nivel de radiacion disple, como por la
disponibilidad de agua y de nutrientes, respecterdm(Cuadro 2.1).
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Cuadro 2.1: Namero de dias desde emergencia (DDE) hasta blot@h visible (BFV)
en las plantas de los tratamientos de radiaciom.(EY disponibilidad nutricional e
hidrica (Exp.2 y 3) Letras distintas indican diferencias significativastre
tratamientos para cada experimento (p< 0,05). Metliexror estandar

Experimento Tratamiento Dias a BFV
TCR 68+1b
T1 70+x2b
1.Radiacion T2 91+2a
T3 92 +3a
T4 97+3 a
TCF 74 +1b
2. Nutrientes
TSF 8lt2a
TCA 74+2b
3. Agua
TSA 94+4a

En todos los experimentos, las plantas de losnvanhtos control adelantaron
sensiblemente su fenologia (P< (,05con respecto a las plantas sometidas a
restricciones de radiacién, agua y nutrientes. I8 que las plantas sometidas a
restricciones de radiacion fueron las que tuvierlomayor retraso en alcanzar el estado
reproductivo, en comparacion con las plantas soia®tia restricciones hidricas y
nutricionales. Los resultados muestran que lastgdadel Exp. 1, cuandse les
aplicaron los tratamientos de sombra, requirieebnpromedio 25 dias mas en alcanzar
el estado reproductivo que las plantas en plenaadiad, con la excepcion del T1 que
no difirio significativamente del tratamiento cmit La reduccion de la disponibilidad
de agua produjo un retraso de 20 dias en alcariZdryBla menor disponibilidad de
nutrientes para las plantas produjo un retrasafggtivo (P<0,05), aunque menor, de 7
dias en alcanzar el BFV con respecto a los trataws control (Exp. 3).

2.3.2 Tasas de crecimiento

Al analizar los parametros del modelo de regrediGeal para estimar la
asociacion entre el peso seco de las plantas tigrepo, se observé que la tasa de
crecimiento inicial (parametro b) para las plantgstodos los tratamientos en los
diferentes experimentos fue muy baja y no difsignificativamente entre si (Figuras
2.3,2.4y2.5; Cuadros 2.2y 2.3).
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Figura 2.3: Peso seco por planta en funcion a los dias dassieergencia

(DDE) para diferentes tratamientos de radiaciorpéfixnento 1). La linea solida fue
ajustada usando un modelo condicional de regrdisiéal. Las flechas llenas indican
el parametro “c” del modelo de regresion linealy flechas punteadas indican el
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boton floral visible (BFV). Las barras horizontalexdican la duracion de los
tratamientos de sombreado
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Figura 2.4: Peso seco por planta en funcion a los dias dasemérgencia (DDE) para
diferentes tratamientos de disponibilidad de notes (Experimento 2). La linea sélida
fue ajustada usando un modelo condicional de riggrdmeal. Las flechas llenas

indican el pardmetroc” del modelo de regresion lineal y las flechas paos indican
el botdn floral visible (BFV).
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Figura 2.5: Peso seco por planta en funcion a los dias desdeérgencia (DDE)
para diferentes tratamientos de disponibilidad itéd(Experimento 3). La linea
sélida fue ajustada usando un modelo condicionaledeesion lineal. Las flechas
llenas indican el pardmetra™ del modelo de regresion lineal y las flechas paotde
indican el boton floral visible (BFV). La barra lmontal indica la duracion del
tratamiento de restriccion hidrica.

Liliana B. Windauer, Tesis de Doctorado. Escuela para Graduados, Fac. de Agro  nomia, UBA



24

Cuadro 2.2 Parametros del modelo de regresion (Eq. 1) uspdoa estimar la
asociacion entre el peso seco por planta (diasudssple la emergencia) del
experimento 1, de radiacion mostrados en la eiglad 2.3.TCR: control, 100% de
radiacion incidente, T1: 21 dias, T2: 42 dias, &8:dias y T4: mantenido en baja
radiacion hasta BFV (tratamientos de sombreo).

Pardmetros
Tratamientos a b c d

TCR 0.0124 NS 0.0003 NS 42 b 0.009 b
(0.02202)* (0.00081) (2.64) (0.00150)

T1 0.0124 NS 0.0001 NS 43 b 0.008 b
(0.02707) (0.00099) (3.63) (0.00148)

T2 -0.0026 NS 0.0008 NS 68 a 0.015a
(0.01565) (0.00038) (1.46) (0.00180)

T3 0.0006 NS 0.0007 NS 68 a 0.011 ab
(0.00067) (0.00033) (1.59) (0.00191)

T4 0.0010 NS 0.0006 NS 68 a 0.009 b
(0.01994) (0.00049) (2.91) (0.00150)

a: ordenada al origery: pendiente inicial (tasa de crecimientc)punto de quiebre de
la funcion;d: pendientefinal (tasa de crecimiento).

*Los numeros entre paréntesis muestran el errondestfpara los parametros estimados
y las letras distintas indican diferencias sigaificas entre tratamientos para cada
experimento (p< 0,05). NS: No significativo.
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Cuadro 2.3 Parametros del modelo de regresion (Eq. 1) uspdos estimar la
asociacion entre el peso seco por planta (diasudssgde la emergencia) de los
experimentos de agua y nutrientes mostrados em lafigura 2.4 y 2.5TCA: control,
capacidad de campd,CS: estrés hidricoTCF: control sin limitaciones nutritivas,
TSF: con limitaciones nutritivas.

Parametros
Tratamientos a b c d
TCA -0.0052 NS  0.00079 NS 50b 0.01062 NS
(0.01610)* (0.0004) (1.97) (0.00107)
TCS 0.002487 NS 0.00099 NS 63a 0.01065 NS
(0.05183) (0.0012) (5.76) (0.00136)
TCF -0.0023 NS  0.00068 NS 51b 0.0172 NS
(0 .03180) (0.0009) (2.25) (0.00219)
TSF -0.0024 NS  0.00091 NS 59 a 0.0198 NS
(0.03818) (0.0009) (2.75) (0.002805)

a: ordenada al origerly: pendiente inicial (tasa de crecimientc)punto de quiebre de
la funcion;d: pendientefinal (tasa de crecimiento).

*Los numeros entre paréntesis muestran el errondestfpara los parametros estimados
y las letras distintas indican diferencias sigaificas entre tratamientos para cada
experimentqp< 0,05). NS: No significativo.

Sin embargo, el momento de adquisicién de la seguaga de crecimiento
(parametro c) se retrasG0 con la aplicacion de lagarhientos de restriccion,
independientemente del factor limitante (radiaci@ga o nutrientes). Para el Exp. 1,
cuando la restriccion de radiacion supero los 2% (T2, T3 y T4), lo que coincidiria
con mantener las plantas debajo de la sombra néagdell dia 36 después de su
emergencia, se atraso sustancialmente tanto el niorde adquisicion de la segunda
tasa de crecimiento como el momento de BFV. Sinaggd) la aplicacion de periodos
de sombra mayores al tratamiento 2 (42 dias), @s lde tratamientos 3 y 4 (64 dias y
hasta alcanzar BFV con sombreo, respectivamerdahadificaron ni la fenologia ni el
momento de adquisicion de la segunda tasa de destorcon respecto al tratamiento 2
(Cuadro 2.2 y figura 2.3).

El retraso en la adquisicion de la segunda tasaed@miento se tradujo también
en retraso en la aparicion del botdn floral visibln términos generales, el intervalo de
tiempo entre el cambio de tasa (parametro ¢ dektoade regresion lineal) y BFV fue
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similar en todos los tratamientos, e independi€eletéa naturaleza del factor limitante
(Cuadro 2.4): en promedio fue de 25 dias. La coostade este intervalo se vio
reflejada en el hecho de que el ajuste entre BF¥ yuvo una pendiente similar a 1,
con una ordenada al origen similar al promedio deldudel Cuadro 2.4 (Fig. 2.6).

Cuadro 2.4: Numero de dias entre el cambio en la tasa de destioy parametra del
modelo de ecuacion lineal, hasta boton floral WsiiBFV) en las plantas de los
tratamientos de radiacion (Exp. 1), disponibilidadtricional (Exp.2) y hidrica (Exp.
3).

Experimento Tratammtos Dias desde c a BFV

TCR 26 1
T1 27 £ 2

1. Radiacion
T2 232
T3 24 +3
T4 29+3
TCF 231

2. Nutrientes
TSF 232
TCA 24 +1

3. Agua

TSA 31+4
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Figura 2.6: Numero de dias a boton floral visible (BFV) endidm a los dias a cambio
de tasa de crecimiento (parametrale la regresion lineal) en las plantas de los
tratamientos de radiaciom), disponibilidad hidrica4) y nutricional @). Los

simbolos llenos pertenecen al tratamiento contyelsimbolos vacios a los tratamientos
de restriccion de cada uno de los factores derrecto. El simbolo gris indica el T1

del experimento de radiacion (que no difiri6 estacihmente del control)
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Figura 2.7: Potencial agua de las plantd%pl) deL. mendocinaen los tratamientos
control @) y con estrés hidricoA) medido al mediodia. Las flechas rojas indican el
comienzo Yy la finalizacion del periodo con residocen el riego en el tratamiento con
estrés hidrico y la flecha negra indica el momemtgue se produjo el cambio en la tasa
de crecimiento (parameti). Los segmentos verticales indican el error estagdsolo

se muestran cuando son mas grandes que el sinbbslasteriscos indican diferencias
significativas entre tratamientos para cada fecha.
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En contraposicion con lo observado en el Expratligcion) en el que el parametro
“c” se detectd durante el periodo de exposicion atamniento, en el Exp. 3
(disponibilidad hidrica) no se produjo el aumenéotasa de crecimiento hasta que la
sequia efectiva fue finalizada por el resuminigeaiego (Figs. 2.5y 2.7).

En relacion con la marcha del potencial agua daddata (Exp. 3), se detectaron
diferencias significativas entre tratamientos dsgpdnibilidad hidrica a partir de los 21
DDE (P< 0,0%. La diferencia significativa se mantuvo a lo largal dstrés hidrico,
llegando a valores de -2.5 MPa en las plantassestas inmediatamente antes de la
restauracion del riego (Figura 2.5) a los 56 DBR.ninguna fecha de medicion se
detectaron diferencias significativas efabpl. dentro de cada tratamiento.

Finalmente, se observo en todos los experimentedagutasas de crecimiento
posteriores al quiebre (parametro d) de las plastasetidas a restricciones de
radiacion, agua o nutrientes fueron similares padaslos tratamientos (Cuadro 2.2 y
2.3). En promedio, y considerando todos los tra¢aios la tasa de crecimiento después
del quiebre (pardmetro c) tuvo un valor de 0.01*gld". El valor de esta tasa podria
ser tomada como valor de referencia (TCu, tasae@miento umbral) para investigar
si la adquisicion de tal tasa de crecimiento esalssa 0 meramente la consecuencia de
que la induccién floral se haya disparado.

2.4 Discusion

L. mendocinas una especie herbacea perenne en proceso detidaoié@s que
parece comportarse como auténoma o independieritetdmperatura o el fotoperiodo
para florecer, al menos durante un periodo de tenf@/indauer et al., 2004; 2006;
2007). Resultados de algunos experimentos sugeaifa®mbargo, la existencia de un
factor ambiental desconocido (i.e. ni temperatumafotoperiodo) cuya capacidad
inductiva aumentaria cuando avanza la estaciomedénuento (Windauer et al., 2006).
Se encontro, ademas, una asociacion cuantitadiyativa entre el tiempo a floracion y
la cantidad de radiacion acumulada y que las @adéd.. mendocinaflorecian aln
cuando existian grandes diferencias en la cantigadiomasa acumulada (Windauer,
2002) lo que estaria descartando para esta espeldaeadquisicion de un tamafio de
planta “umbral” como un disparador de la induccitoral y estaria apoyando la
hipotesis queL. mendocingbodria responder a sefales internas, tales canasd de
crecimiento . Ademas, Ploschuk (2005), mostré ejuempo a floracion es retrasado
en esta especie en condiciones de restriccionchidriTomados en conjunto, estos
trabajos permiten inferir eh. mendocina que factores del ambiente que afectan el
crecimiento (ie. radiacion, agua y nutrientes) alelanta podrian estar modulando el
momento en que la planta responde a factores gaiveente conocidos como
controladores del desarrollo, tales como la tentpera el fotoperiodo o la
vernalizacion.

Los resultados claramente demuestran que la limitace los tres factores
ambientales manejados en los distintos experimemtfiayeron en las dinamicas de
ajuste bilineal de las marchas del peso seco disda. Asi, el momento en que la tasa
de crecimiento aument6 a valores de 0.01.gld, se retras6 hasta 26 dias en el Exp. 1
(Cuadro 2.2). Los resultados también revelaronajuetraso en el momento en que las
plantas adquirieron el valor umbral de tasa deimieato (TCu), definida aqui como la
tasa de crecimiento que una planta individual gdt&nzar o superar para ser capaz de
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florecer, se dio por la limitacion del agua y lostrientes y fue de 13 y 8 dias,
respectivamente (Cuadro 2.3). Este retraso, azupverrogo en forma conservativa el
tiempo transcurrido hasta el desencadenamiento addloracion para todos los
experimentos, ya que el intervalo entre el mome®aquiebre de la pendiente y la
aparicion del boton floral visible se mantuvo cangt (en promedio fue de 25 dias en
todos los experimentos) (Cuadro 2.4, Fig.2.6). Bt dorma, se corrobora la;H
planteada en el Capitulo 1, que sostiene querapbtiea floracion e.. mendocinaesta
asociado con la adquisicion de una determinadad@seecimiento umbral por planta.

Los resultados de los experimentos permiten cancjue el tiempo a BFV, que
en este sistema experimental fue la primera mdadEs visible de la induccion
floral, es modulado por factores que controlaaretimiento como son la radiacion,
el agua y los nutrientes. A través de los experiogese logro retardar el momento de
aparicion del boton floral en 30 + 2dias (Experitoeh, Cuadro .1; Figura 2.2), 20 +
2dias (Experimento 3, Cuadro 2.1; Figura 2.5Y¥¥ 2dias dias (Experimento 2,
Cuadro 2.1; Figura 2.4). El impacto negativo déirtatacion de radiacion, agua y
nutrientes sobre la tasa de crecimiento es ampfitar@nocido desde hace muchos
afos (Taiz y Zaigler, 1998; Azcon Bieto y Tal6n,02D Sin embargo, las
observaciones que se pueden encontrar en la litaraterca de su efecto sobre el
tiempo a floracibn para el caso del agua y los ienties, al menos, son
contradictorios; algunos reportes demuestran q@sdasez de nitrégeno o de agua
adelanta o no modifican la floracion (Yegappan kt1880; Dickens and van
Staden1988; Bernier et al. 1993, Castro Marin et28l11) y otros que la retrasan
(Marschner 1995, Ploschuk, 2005; Gimenez, 2010)e&ia trabajo, si existiera un
efecto del nitrogeno como sefal para adelantaraglb® de los meristemas de
vegetativos a reproductivos como se menciono midmaestaria enmascarado por el
contrabalance producido por la disminucion sobretalsa de crecimiento. Esto
explicariaque la escasez de nutrientes produjo un men@seeen alcanzar BFV
con respecto a su control, si se lo compara toeteaso que produjo la menor
disponibilidad de radiacién (7 vs 29 dias, redpantente) (Cuadro 2.1 y 2.2;
Figuras 2.3 y 2.4). Es decir, el efecto indirestbre la tasa de crecimiento, que
retrasa el tiempo sobre la induccion floral, foeyor que el efecto directo (sefial),
gue adelantaria el tiempo sobre el la induccidraflo

Estos resultados concuerdan también con lo quaedbademostrado en otras
especies de roset&irsium vulgare (Klinkamer et al., 1987)Carlina vulgaris
(Klinkamer et al.,, 1991); Cynoglossun oficinalefWesselingh et al., 1997) y
Oenothera biennigGimenez, 2010), donde la tasa de crecimientcasesllacionado
con la capacidad de florecer en estas especies.

Los resultados también descartan la presenciaateasa minima reportada en
otras especies (Klinkamer et al., 1987; 1991; Wesgeet al., 1997) pero el efecto
sobre la tasa de crecimiento, si bien es concleysolbre el retraso en la induccién
floral, no seria suficiente para explicar un congroiento bianual facultativo que
presentd.. mendocinaen algunas situaciones (Windauer et al., 2004).e8ibargo,
la posibilidad de que la limitacidon de recursosiacindirectamente retrasando el
cambio de tasa (como condicidon necesaria para cedenar la floracion) y este
efecto lleve a las plantas a explorar ambientestemperaturas supraoptimas que
inhiben la floracibn en esta especie (Windauerlet2004; 2006) ofreceria una
explicacion funcional a la determinacion de esenlidad. Efectos similares se han
encontrado en otras especies oleaginosas alteagaton comportamiento bianual
facultativo (Gimenez, 2010).
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Si bien la asociacion entre la adquisicion da tasa de crecimiento umbral
(TCu) y el momento de induccién floral es conturidefos resultados no permiten
establecer una relacion causal entre el cambioaetada de crecimiento y el
desencadenamiento de la floracidén. En efecto,astdio en la tasa de crecimiento
podria ser una consecuencia del alargamiento dénpelibs que generalmente se
disparan en las especies de roseta (Werner, 18@5| capitulo siguiente se pondra
a prueba la KHde esta tesis, que sostiene que la inducciéoracfbn disparada a
partir de la adquisicion de una TC umbral estda adalipor una sintesis de
giberelinas. La utilizacion experimental de estecidio permitird establecer si
realmente la tasa de crecimiento es el factor t&O&getivo 1b)
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CAPITULO 3

EL CAMBIO DE LA TASA DE CRECIMIENTO COMO FACTOR
DISPARADOR DE LA INDUCCION FLORAL EN Lesquerella mendocina.
REGULA LA EXPRESION DE LOS GENES QUE CODIFICAN PARA UNA
GA2 OXIDAZA'Y LA FLOWERING LOCUS T (FT).

3.1 Introduccion

Como ya se ha enunciado en capitulos anteridrésngo a floracién de la
mayoria de las plantas se establece en respulestéaatores ambientales exdgenos,
tales como temperatura, fotoperiodo y vernalizaddosu vez, la transicién a la
floracion esta mediada por una serie de sefialegjends, tales como la modificacion
en los niveles de fitohormonas y azlcares (Mowatal.,2002; Boss et al2004).

Esto implica que, recién cuando las plantas alcannaleterminado estado de
desarrollo que permite la transicidon al estadoadypetivo, las sefiales del ambiente
pueden ser percibidas por distintos 6rganos diitdgp Como consecuencia, se generan
nuevas sefiales enddégenas hacia el meristema ajgtaininando que el apice
permanezca vegetativo o se transforme en repredu®ernier et al., 1993; Battey,
2000; Tan y Swain, 2006). Por otra parte, se Inaodgado recientemente en varias
especies, incluso con requerimientos ambientalesasiantes en lo que al control de la
floracion se refiere, que la proteina codificadagi@enFT tendria un rol central en el
proceso de induccién de la floraciéon, siendo muwsilgemente un componente central
del florigeno (Cobersier et al., 2007; Notaguchalet2008; Hismatsu and King, 2008).

Por otra parte, del conocimiento actual se corchlyye el proceso de floracion
es redundante, porgue la induccién floral puedenalarse a través de diferentes vias
(Tan and Swain, 2006; Erwin, 2007). En este sentidy evidencias de que existe una
serie de vias (que pueden o no presentar tramosieda grado de superposicion) que
confluyen al final de la cadena, determinando d& resnera la integracion de las
sefiales ambientales y endogenas (fotoperiodo, liztian, giberelinas y via
autonoma) y “decidiendo” disparar o no la inictecifloral (Fig. 3.1) (Battey, 2000;
Mouradov et al., 2002; Simpson y Dean, 2002; Bossle 2004; Corbersier y
Coupland, 2005; Tan y Swain, 2006; Mutasa- Gottgam$ Hedden, 2009; Turnbull,
2011).
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Figura 3.1: Mdltiples sefiales o vias que regulan la transieiGstado reproductivo
de las plantas y determinan el tiempo a floradi@s. diferentes vias promueven

(T ) 6 reprimen—{ ) a los genes integragate sefiales para la floracion.
Adaptado de Tan y Swain, 2006

Entre los factores que regulan el desarrollo, $e&fjales que tienen efectos
promotores o inhibitorios de la induccion florale@¥es y Coupland, 2000). El efecto
de los factores exdgenos y endogenos varia engexies y hay fuertes interacciones
entre ellos (Slafer y Rawson, 1994, Heide 1994ikr2007, Wilkie, 2008). En el caso
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particular de la via autbnoma, como el desencadentonde la floracibn no esta
regulado por factores exdgenos tradicionales (cderperatura, fotoperiodo y
vernalizacion), se presume que otros factores mgiddn sobre el crecimiento podrian
estar ocupando este rol (Bernier, 1993). En estidee hay trabajos que informan que
el crecimiento acelera la transicion a la fasetaduhientras que las condiciones que lo
retardan prolongan la duracion del estado juvenlhe plantas. (Melian, 1977; Poethig,
1990). También existen trabajos que informan quenelemento de la radiacion
incidente puede reducir la duracién de la faserjian varias especies (Adams, 1999,
Erwin, 2007, King et al, 2008). Ademas, se ha olzs#y en especies lefiosas que la
reduccion de los niveles enddgenos de carbohidatrgan la duracion de la fase
juvenil (Melian, 1977).

En relacion con lo anterior, en el Capitulo 2 smdstré que eh. mendocina

el tiempo a floracion esta fuertemente asociado @lomomento en que la planta
adquiere una tasa de crecimiento umbral. Este mineersu vez se acelera cuanto
menos limitantes son las condiciones para el cieotm. Sin embargo, estos resultados
no resultan suficientes para asegurar que la saetimiento es realmente el factor
causal que desencadena la floracion. Para abadaegunta de si “¢es realmente el
cambio en la tasa de crecimiento el disparadoradéndluccion a floracion y no
meramente una consecuencia de que la induccicaysedisparado?”, resulta necesario
manipular la accion de algun factor enddégeno ingelierio en este proceso, de modo de
lograr desacoplar la dinamica del crecimiento @expresion de la floracion. En este
capitulo, se abordara esta pregunta utilizandorempatalmente la nocion de que las
giberelinas median el proceso de induccion.

Las giberelinas (GAs) son fitohormonas que act@éamo reguladores
endogenos del crecimiento y ademas estan involasrad la regulacion del ciclo de
vida de las plantas, jugando un rol importante echas procesos durante el desarrollo
de la planta. Estos incluyen a la germinacion duilkes, la elongacion del tallo, la
iniciacion floral y el desarrollo y el crecimientde frutos en muchas especies
(Finkelnstein and Zeevaart, 1994, Blazquez et18198; Heeden and Phillips, 2000,
Mutasa—Gottgens and Hedden, 2009).

Desde el punto de vista quimico, la biosintesi$sés ha sido muy estudiada: es
una familia de diterpenos tetra ciclicos acidosocegqueleto basico esta constituido por
un anillo de Ent-giberelanoque puede ser de 20 o de 19 atomos de carbono
(giberelinas Gy 0 G, respectivamete; Fig 3. 2). Las GAgs Ge metabolizan mediante
oxidacion continua del C-20 que inicialmente existeno grupo metilo (CH3) y se
transforma sucesivamente en hidroxi-metilo, aldehyd finalmente carboxilo. Es
conocido que las GAs gque portan un grupo aldheido en el C-20 pierdercagono
al convertirse en GAsg y que la insercion de grupos hidroxilos en lasiggones C-3
y C-2 determina la actividad bioldgica de las GAgqon-Bieto y Talon, 2000).
Algunos estudios demostraron que las GAs Que tienen el grupo hidroxilo en la
posicion F como las GA, GA;, GA, y GA; tienen la actividad biol6gica mas elevada.
Las giberelinas activas pueden ser desactivaddsrera irreversible y el mecanismo
mas comun de desactivacion es la incorporaciénndgrupo hidroxilo en la posicion
2. Las GAs g-hidroxiladas son, por lo tanto, productos finaledalruta sintética sin
actividad biologica.

Estudios fisiologicos han revelado que las GAs isbeistemente promueven la
elongacién del tallo. Sin embargo, no hay evidencantundentes que sostengan su
efecto promotor sobre la floracion. Mientras alguribajos revelan que las GAs
efectivamente pueden promoverla, otros muestraefecto inhibitorio contrapuesto
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(Metzger, 1995; Cobersier et al, 2004). Se conoeean plantas que requieren frio y/o
dias largos, la floracion esta mediada por GAs @dadand Phillips, 2000). No
obstante, la floracion de estas plantas en condisioo inductivas puede ser disparada
por la aplicaciéon de giberelinas exdgenas (Wilsbrale 1992). Por otra parte, hay
evidencias que muestran que la aplicacion de dibasepromueve la floracion en
plantas de roseta, igual que la especie en estudiomendocina,que crecen en
condiciones desfavorables para la induccion flfdlson et al., 1992; Bernier et al.,
1993; Blazquez et al., 1998; Gocal et al., 200ikdsSpn et al., 2006; Zeevaart, 2006).
De hecho, en algunas especies de roseta con respmleeslia largo se encontraron
efectos positivos de las GAs tanto sobre el alaigaim como sobre la floracion. Tal es
el caso deArabidopsis thaliana Lolium temulentuny también en algunas plantas
caulescentes con variada respuesta al fotoperiooho bnpatiens balsamingespecie
de dia corto) y la ambifotoperiodic@8ryophyllum daigremontiantiamufZeevaart,
1982; Pharis and King, 1985; King and Evans, 2@38pesier et al, 2004).

Ent-giberelano Ent-kaureno

GOOH

HC

GAs
Figura 3.2: Estructura basica dent- giberelanpent- kaurenoy de la Giberelina 3

(GAY)

Por el contrario, en otras especies de rosetaaspuesta de dia largo, tales como
Silene armeniaSpinacia oleracedespinaca) Ysinapis albaMetzger, 1995; Cobersier
et al, 2004) se encontraron efectos positivos gé5las sobre el alargamiento pero no
sobre la floraciéon. En la mayoria de las espe@ésdas, por otro lado, las GAs se
comportan como inhibidoras de la floracion (Bosd dmomas, 2002; Wilkie et al,

Liliana B. Windauer, Tesis de Doctorado. Escuela para Graduados, Fac. de Agro  nomia, UBA



35

2008; Mutasa-Gottgens and Hedden, 2009) mientrassqlamente en gimnospermas
parecen desempefiar un papel inductor (Wilkie et2@08). De lo anteriormente

expuesto se deduce que resulta relevante abordest@tio acerca del rol de las
giberelinas en especies de roseta con respuesia datonoma para la floracion, como
es el caso de. mendocina

Por otra parte, a los estudios fisiolégicos saulaaon en los Ultimos afios estudios
genético-moleculares (fundamentalmenteAenthaliang que permitieron descubrir
numerosos genes que controlan el tiempo a floragErnsiones en Boss et al, 2004;
Searle and Coupland, 2004; Bernier and Pérille®Q52 Corbesier and Coupland,
2005; Hisamatsu and King, 2008; Mutasa-GottgensHeuten, 2009). Se deduce que
si el control de la floracidon fuera multifactoribds genes involucrados en el control del
tiempo a floracion deberian ser multiples. Es asi g han identificado diversos genes
que actuan promoviendo o inhibiendo la floraciérestas especies que interactian con
factores ambientales o en forma auténoma (Levyleah, 2002; Simpson and Dean,
2002; Casal et.al, 2003; Tan y Swain, 2006; Mu@stgens and Hedden, 2009).

Asi, la transicion del estado vegetativo a reprtdacen A. thalianainvolucra una
accion secuencial de tres grupos de genes queid@aindentificados (Amasino, 1996;
Simpson and Dean, 2002; Levy and Dean, 2002). Estgms son:

* Genes que perciben y traducen las sefiales

* Genes integradores de sefales,(SOC1 y AGL 20tanto del ambiente
como de sefales enddgenas.

» Genes especificos del desarrollo floral; dentrcesi®s se puede hacer
una nueva agrupacion en:

0 i) genes de identidad del meristerh&Y, AP1, Cal, AP2 y UFD
son reguladores positivos de los genes de identiéadrganos
florales. Provocan que el meristema cambie de atget a
reproductivo.

0 i) genes catastrales, que son los reguladoresciesgsm de los
genes de identidad de organos florales. Son logsgene le
indican a los genes de identidad donde se tienerxjresar.

o iii) genes de identidad de 6rganos florales (APB2AAP3, Pi,
AG), que son los factores de trascripcion que otantr las
funciones y caracteristicas de los 6rganos quedoiaflor.

Para la identificacibn de estos genes que contrelatiempo a floracién, son
utilizados mutantes que revelan como la floraciénpaede acelerar o retardar bajo
diferentes condiciones ambientales. Estos mutgnteden ser agrupados de acuerdo a
Su respuesta a variaciones de las condiciones atalge e integradas dentro de las vias
genéticas que explican el control del tiempo aafiein (Figura 3.1). Las cuatro
principales vias que regulan el tiempo a flora@émo se muestra en la Figura 3.1 son
vernalizacion, fotoperiodo, giberelinas y la viaGmoma. Estas interactian en forma
compleja y convergen en regular los genes integesdde sefales ambientales y
endogenas (i.eFT, SOC) que actian “aguas arriba” de los genes que nedala
morfogénesis como i.AP1, LFY(Moon et al., 2003; Pineiro et al., 2003; Takadd a
Goto, 2003, Cobersier and Coupland, 2005, 2006).

En relacion con lo anterior, estudios recienteAmbidopsisindican que las GAs
pueden actuar via &IT como también en forma independiente en la indactiaral
(Moon et al 2003; Hisamatsu and King, 2008).LBlium temulentunima sido mostrado
que GAs yFT actian en forma independiente (King et al, 20G%)nismo que en
Tomate; el tiempo a floracion es regulado en esepoi la via autbnoma y controlada
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por el movimiento sistémico de proteinas FT (Lisckt al., 2006; Shalit et al., 2009).
También hay estudios que muestran un incrementa leiosintesis de GAs cuando las
plantas que tienen una respuesta al fotoperioddiatelargo son transferidas de dias
cortos a dias largos, por la regulacion de la exgnedel gen que codifica pa@A20
oxidasa(una enzima que convierte GAs de C-20 en compsie#oC-19, condicidon
necesaria para la sintesis GAs con actividad hicddgque transduce la sefial ambiental
(Wu et al, 1996, Xu et al, 1997; Hisamatsu et 2005; King et al, 2006; Lee and
Zeevaart, 2007).

Las GAs como una sefial movil para la inducciénafltran sido investigadas por
Eriksson et al. (2006), quienes mostraron quelamags de Arabidopsis creciendo en
condiciones no inductivas (dias cortos) la,GAe acumula en el apice previo a la
transicion floral. Esta acumulacion no estuvo @agionada con cambios en la
expresion de genes de la biosintesis de GAs epiad,dndicando que las GAs fueron
originadas en otros O6rganos y se movilizaron hastmeristema. Algunos trabajos
muestran que la expresion de genes que codificangrazimas comprometidas con la
inactivacion de giberelinas activas (i.e. GA 2-@sds) que inhiben la acumulacion de
las mismas en el apice, disminuye con la inducdioral permitiendo entonces la
acumulacion de Gdactivas (Sakamoto et. al., 2001; Jasinski et 8052King et al.,
2008). ElI modelo genético derabidopsisresulta interesante para estudiar la induccién
floral porque han sido caracterizado numerosos mega Teniendo en cuenta que la
especieL. mendocinapertenece a la misma familia que la del gén&rabidopsis
(Brassicaceae), se presume que podrian existirsdiseanalogias genéticas y que
muchos de los genes involucrados en esta Ultimacespodrian estar presentes en la
primera.

En esta tesis se hipotetizO que el incremento éaska de crecimiento determina el
envio de una sefial (i.e. carbohidratos, ver Capi#)l que actia activando o
desactivando la expresion de genes que permitetraggacion. Algunos de ellos estan
relacionados con el metabolismo de la GAs (GA2-asa&) que inactiva las GAs con
actividad biologica, i.e. la induccion floral supiria la expresion de este gen) y otros
como el(FT) que codifican una proteina que tendria un rotraken la proceso de
induccioén, siendo posiblemente un componente deddtdlorigeno (Zeevaart, 2006).

Sobre la base de lo anterior, en este capitulorggope abordar el objetivo 1b
presentado en el Capitulo 1, que es si el aumentagh de crecimiento es el factor
causal que dispara la induccién determinar flavadj es meramente una consecuencia
de que la induccion floral se haya disparado. Bilwaes necesario a su vez abordar:

) El objetivo especifico 2: Determinar si la sintetgsnovo de giberelinas
forma parte de la secuencia de eventos que desarecéal induccion a
floracion enL. mendocina La hipétesis 2 (B que subyace a este
objetivo, sostiene que la induccion a floracionpdiada a partir de la
adquisicion de una TC umbral esta mediada por ungesss de
giberelinas.

i) El objetivo especifico 3: Identificar én mendocinda instancia genética
regulatoria de la sintesis de giberelinas y otmmael Flowering locus
T (FT) que codifican una proteina que tendria eoincentral en la
proceso de induccion. La hipétesis 3)Bostiene que la expresion de la
induccion floral er.. mendocinasta regulada a nivel de la expresion de
genes que codifican para la enzima GA 2-oxidasa (gactivan a las
GAs con actividad biologica) y/o la proteina FT.
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3.2 Materiales y métodos

Las condiciones generales de todos los experimdotyen las mismas que las
explicadas para los experimentos presentados@apgtulo 2.

32.1 Experimento 1

3.2.1.1 Generales

Para cumplir con el objetivo especifico 2 y a em &xplorar el efecto causal del
cambio de tasa de crecimiento sobre el desencadmtande la floracion (objetivo
1b), se disefid un experimento en 2006 en macetdangeilares. Previo a la
siembra, se pusieron a germinar a 20°C semillds deendocinaen cajas de Petri
con papel de filtro, agregandoles 5 ml de aguacpja. Las semillas pregerminadas
fueron sembradas el 17 de julio en macetas de @32« 0.20 m que contenian
una mezcla de tierra y arena (1:1). Las plantaggieren a los 10 dias después de
la siembra en las macetas. Los tratamientos geusieson con un disefio
completamente aleatorizado (DCA), con tres repeies por tratamiento. Cada
repeticion constaba de 16 macetas, con 4 plantanacetas (Fig. 3.3).

Figura 3.3: Vista parcial del armado del Experimento 1. Caageeticibn consté de
16 macetas rectangulares. En la foto se puedewaindardisposicion de las macetas
y la estructura que sostenia las mallas que imgtaban la radiacion.
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3.2.1.2 Tratamientos
Se realizaron tratamientos con 2 niveles de raitiacon 3 repeticiones por
tratamiento:

C: Control con plena radiacion o 100% de radiacitoidiente (macetas blancas y
negras).

S: Tratamiento sombreado mediante restriccionesadégion impuestas con

mallas que interceptaban el 80% de la radiacioidémte (i.e. solo el 20% de la
radiacion incidente alcanzada a las plantas, mace&des y rojas) y no

modificaban la calidad de luz (ie. la relaciorofapjo lejano) (Fig. 3.4).

Las restricciones de luz comenzaron a partir deltbslias de emergencia de las
plantas, con individuos de 3-4 hojas (V3-V4). Egistro de la intercepcion de la
radiacion fue realizado con un sensor puntual deacgdn PAR Li-190 (Li-Cor Inc.,
Lincoln, Nebraska), conectado con un registradorddeos Li-1000 (Li-Cor Inc.,
Lincoln, Nebraska) durante un dia totalmente desjoejLa temperatura del aire fue
registrada con un sensor conectado a un registrddorl000, Lincoln, Nebraska)
ubicado dentro de los tratamientos para testeaefetto del sombreo sobre la
temperatura, encontrandose que las mallas no roal#n la temperatura del aire
significativamente. Dentro de cada nivel de radiacse realizaron tratamientos con
reguladores de crecimiento de efectos contrastapgga modificar el nivel de
giberelinas enddgeno de las plantas:

Figura 3.4: Vista parcial de los tratamientos con restriccgode radiacion impuestas por
las mallas que interceptaban el 80 % de la radiacié
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Los tratamientos con plena radiacién

C: Control sin reguladores de crecimiento (maceéagas).

CP: Con paclobutrazol, inhibidor de la sintesis deegghinas (macetas blancas). La
idea que subyace es que, aunque aumentara lagasaaimiento, la floracion se
veria inhibida y/o demorada debido a la ausencigilzirelinas.

Los tratamientos sombreados:

S: Sombreado sin reguladores de crecimiento (fasserdes).

SG: Con giberelinas (macetas rojas).

La idea que subyace es que, aunque la tasa den@etm permanezca muy baja
por la fuerte restriccion de radiacion, el summisexdgeno de giberelinas
desencadenaria igualmente la floracion.

Las plantas del tratamiento SG fueron tratadas @As exdgenas (GA, GAs,
ProVide, Laboratorios Abbott, Chicago, USA) miastrque las plantas en plena
radiacion (CP) fueron tratadas con paclobutrazoteg@r, ICl, Buenos Aires,
Argentina), un inhibidor de la biosintesis de GAes tratamientos quimicos fueron
asperjados directamente sobre la parte aérea geal@®s como una solucion acuosa
100 uM de GAs y 4ppm de una solucion acuosa dbRarazol. Estos tratamientos
fueron impuestos tres semanas después de la emie;geuirando las plantas constaban
con 3-4 hojas (V3-V4) desde el 23 de agosto hdsi® ele octubre, mientras que los
tratamientos C y S fueron asperjados durante emmmikpso de tiempo con agua
destilada.

De esta formae logré un experimento con un DCA con 3 repeatesopor
cada combinacion de tratamientos (Fig. 3.5).
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Sombra y GAs. Luz vy Pacla. Sombra. 51

Luz. 1 Sombra. 52 Luz. 22

Sombray Gz 362 Luz. C3 Luz vy Pacla. CP2

Luz y Pacla. CP3 Sombra. 53 Sombra y Ghs. SG3

——
— — » maceta
——
] —

|
I | E—

Figura 3.5: Disefio completamente aleatorizado, con tres @peés por combinacion
de tratamientos.
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3.2.2. Experimento 2

3.2.2.1 General

Para cumplir con el objetivo especifico 3, se llewGcabo un experimento en
condiciones de campo durante el afio 2009. El serelaun Argiudol tipico, con alto
contenido de fésforo y bajo de nitrégeno, cuyo p&l de 6.5. Los tratamientos en el
campo se dispusieron con un disefio completamee@&oalzado (DCA) con tres
repeticiones. Las parcelas correspondientes esbuvenstituidas por 6 surcos de 5 m
de largo, distanciados a 0,20 m.

La siembra con semilla pregerminada.denendocindue realizada el 23 de julio y
efectuada en forma manual, a chorrillo (ver Capit@] experimento 1 para mas
detalles). Para obtener la densidad buscada dé&rB®se raleé en el momento en que
las plantas presentaban dos hojas (V2), aproximaxtema los 10 dias de emergidas.
Las malezas fueron controladas manualmente.

3.2.2.2 Tratamientos

Se realizaron tratamientos con 2 niveles de rattiagilena radiaciéfC) y con
restricciones impuestas con telas mediasombra cqorcentaje de transmitancia PAR
igual a 37% de la radiacién incider{t®). EIl tratamiento de restriccion de la radiacion
se impuso dos semanas después de la emergend@dasnlas parcelas y se mantuvo
hasta la deteccién del botén floral. El objetivd ttatamiento sombreado fue el de
demorar el momento en el que se produce el auntenia tasa de crecimiento, tal
como fue demostrado en el Capitulo 2 (Fig.2.3.).

3.2.2.3 Andlisis de expresion de genes
3.2.2.3.1 Generales

El andlisis de expresion de genes se llevo a agiatir de apices de plantas ya
inducidas y no inducidas a la floracién por losedhtes tratamiento(y S), para
permitir y no permitir respectivamente la induccidioral. Las plantas fueron
cosechadas en dos momentos idénticos en el tierap gmbos tratamientos de
radiacion (20 y 50 dias después de la emergen®& (por la tarde aproximadamente a
las 15 h), que coincidieron con distintos momeriéo®Idgicos (ver Fig. 3.8). Para el
tratamiento de plena radiacioB)( 1) Etapa temprana, plantas con 4 hojas apaecida
(V4) anterior al cambio de tasa de crecimiento ketratamiento, y 2) Etapa tardia,
plantas con 10-12 hojas aparecidas (V10-12) edrdei crecimientos de ramificaciones
axilares, posterior al cambio de tasa de crecitnieRara el tratamiento de somb®x (

1) Etapa temprana, plantas con 2 hojas aparecysy(2) Etapa tardia plantas con 7
hojas aparecidas (V7), en este caso anterior abicagn la tasa de crecimiento en
ambos momentos de muestreo.

Los genes candidatos utilizados para el analisexgeesion fueron i m-GA2-
oxidasa que codifica para una proteina que inactiva gibeslbiolégicamente activas
(esta deberia bajar como resultado del cambiosgeda crecimiento si es que este es el
factor causal de la induccién floral) (Blazquetzal., 1998, Sakamotet al.,2001, Rieu
et al., 2008) vy ii) elFlowering locus T(Lm-FT), que posiblemente codifique para una
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proteina que tenga un rol central en el procesnid@cion floral y se sugiere que es un
componente central de florigeno (esta deberia atameamo resultado de la induccion
floral) (Cobersier et al., 2007; Jaeger and Wigg@)7; Mathieu et al., 2007). Para
explorar una posible regulacion a nivel transcdpal, se analizé mediante RT-QPCR
la expresion de estos dos genes. Se utilizaroresei@ms existentes de otras familias
cercanas d.esquerella(At, B. Napus)on el objetivo de disefiar los primers en las
secuencias mas conservadas del genoma.
Aislacion de ARN vy produccion de cDNA

Se realizaron muestreos para la extraccion de ARMs dos momentos arriba
mencionados (20 y 50 DDE). La muestra consistid@50 apices y dos repeticiones
bioldgicas fueron hechas en los dos momentossyrégeticiones técnicas. Los apices
fueron aislados del resto de la planta e inmediatéensumergidos en nitrdgeno liquido.
Una vez congelados, fueron molidos en un mortemstormandolo en polvo. El ARN
total fue extraido con un KIT Macherey — Nagel MwclSpin (siguiendo las
instrucciones del fabricante). PVP-40 (sigma) fugegado al RA1l buffer a una
concentracién final de el 1% (wv). Después de 5utoim de centrifugacion, el
sobrenadante fue utilizado en el protocolo de laaegion segun lo descrito en el
manual del kit. La calidad del ARN fue determinaagel de agarosa al 1% con
tincion con EtBr. EI ARN fue convertido en cDNA rpacada muestra: 5 pl del ARN,
0.625 pl de dNTP (Invitrogen), 0.625 pl de oligofdiodinamica) fue agregado y
después transferido a un bafio térmico a 65°Cubauo por 5 minutos. La reaccion
fue continuada con el agregado de 2.5 pl de M-ML¥ (BPromega), 1.25 de DTT
(Invitrogen) y M-MLV Transcriptase reverse (Promegkinalmente, las muestras
fueron incubadas por 1 h a 37°C. Después de ldawodn, 50 pl de la ARNasa del
agua libre fue agregada.

3.2.2 3.2Andlisis de la expresion de genes

Las busqueda de secuenciad.dmendocinaon alta identidad a los genes de
referencia fue realizada en las bases de datos @B (Plant genome database
http://www.plantgdb.ory NCBI (National Center of Biotechnology Infornaat
http://www.ncbi.nlm.nih.goyy http://www.arabidopsis.org
Las secuencias de los primers utilizados para@&sRen tiempo real fueron las
siguientes:

Fw Rev
PP2A
(AT].G5983 5" AAAACTGGCCATGGATATCGCC-'3| 5'-
0) ACAGCTAATGGAGTGTAAGCCG-'3
GAZ2oxidase
(T4G21200) 5 -AAATTTTCCGCCGGGAGTTACC- | 5'-
‘3 AGCTTCTGACCAAGAAAGCTGC-'3
FT ) )
(AT1G6548 | °- 5-
0) GCTACAACTGGAACAACCTTTGGCA | TATAGGCATCATCACCGTTCGTTAC
AT-"3 TC-3
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Las PCRs en tiempo real fueron realizadas en uiped\pplied Biosystems, modelo
7500, en volumenes de reaccion de 10 pl, con 1 8YBR Green PCR Master Mix
(Apllied Biosystems), 0.08 ul de cada set de prinfdb nmol), 3.84 ul de agua milliQ
y 1 ul de ¢ DNA como templado. La expresion de gesgeexpreso en forma relativa a
Fosfoproteina fosfatasa 2A (PP2A). Los diferenegsds primers fueron disefiados con
el programa Primer Express 2.0. Se construyerorasigtandards para la cuantificacion
absoluta de cada uno de los set de primers. Lafictones utilizadas para las corridas
de PCR en tiempo real fueron: 10 minutos a 959@8inl a 60°C 40 ciclos seguidos para
la construccion de la curva de melting.

3.2.3 Mediciones y analisis estadistico

Para ambos experimentos se realizaron obsenexcifenoldgicas diarias para
detectar estado reproductivo visible (BFV) y seecbaron semanalmente 2-3 plantas
por tratamiento, se secaron en estufa a 65°C p& h 7hasta peso contante.
Posteriormente las plantas enteras fueron pesldesestimar las tasas de crecimiento,
se utilizé el mismo modelo condicional de regredideal utilizado en los Capitulos 2 y
3, que asociaba la marcha del peso seco con gidiem

Peso seco = a + b* DDE si (DB&c) + d (DDE - ¢) si (DDE ¢); (Eq. 1)

donde DDE son los dias después de la emergenesataaordenada al origen, b y d son
diferentes pendientes de la regresion lineal etgnt@s a tasas de crecimiento y c es el
punto de quiebre de la funcién que indica los diasambio de tasa de crecimiento.
Todos los parametros se compararon usando un ANCSMando se detectaron
diferencias significativas entre tratamientos (P8). se compararon las medias
mediante un test de Tukey.

3.3 Resultados
3.3.1 Experimento 1
3.3.1.1 Fenologia de plantas

Los resultados de este experimento mostraronequausencia de tratamientos
hormonales, las plantas del tratamiento C alcanzat@stado de botdn floral visible
(BFV) a los 65 dias de emergidas, pero cuandouesaplicado paclobutrazol (CP),
retrasaron sensiblemente el momento de floraci@mque requirieron 28 dias mas en
alcanzar el estado reproductivo (Cuadro 3.1). Rar parte, , las plantas que fueron
sometidas a los tratamientos de sombreado extreelo8d% de la radiacion
modificaron sensiblemente su fenologia, en espeamalausencia de tratamientos
hormonales (S), ya que estas plantas permanec&roestado vegetativo hasta que
finalizé el tratamiento de sombreado. Sin embam@@mndo a las plantas sombreadas les
fue aplicada las giberelinas (tratamiento SG) édtagaron alcanzar el estado
reproductivo, aunque 20 dias mas tarde que lasadamiento C.

Por otra parte, no todas las plantas de los difesematamientos aplicados cuya
poblacion alcanzé el estado reproductivo pasamiche estado. Solo en el tratamiento
C se produjo la floracion en el 100% de las plantagntras que el porcentaje fue 30%
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menor en las plantas tratadas con los reguladeresedimiento (CP y SG) y nulo en el
tratamiento S.

Cuadro 3.1. Numero de dias desde emergencia (E) a botén flasddle (BFV) y
porcentaje de plantas reproductivas para cada edosdratamientos. C: control plena
radiacion; CP: radiacion + paclobutrazol; S: cdrdmmbra, SG: Sombra + giberelinas.

Dias a .
Tratamientos BE\/** Plantas reproductivas (%)
C 65+2a 100
CP 93+4c 72
*
S 0
SG 85+4b 73

* No alcanzaron el estado reproductivo
** |_etras distintas indican diferencias significats (P<0.05)

3.3.1.2 Tasas de crecimiento

Al analizar los parametros del modelo de regrebi@al para estimar la asociacion
entre el peso seco y el tiempo, se observo quaséade crecimiento inicial (parametro
b) fue muy baja y similar en todos los tratamienf@sadro 3.2, Fig. 3.6). Por otra
parte, las tasas de crecimiento finales (parAmdélrale ambos tratamientos bajo
radiacion plena (C y CP) fueron superiores al vaer0.01 g pl-1, postulado como
umbral de floracion en el Capitulo 2 de esta tesiaque en CP fue significativamente
menor que en C. Por el contrario, el parametrod&l’los tratamientos sombreados S y
SG se mantuvo bajo, con 6rdenes de magnitud sewikatos observados al de todos los
parametros b, no alcanzando el valor umbral

Respecto al momento en que se produjo el cambidada de crecimiento
(parametro c), las plantas de los tratamientosdi@cion plena C y CP tuvieron valores
similares aunque, como se menciond anteriormehéstado de BFV fue sensiblemente
retrasado en el segundo tratamiento. Asi, se Idgeacoplar el intervalo de tiempo
entre el cambio de tasa y boton floral visible (#eg. 2.5 y Cuadro 2.4 del capitulo
anterior (48 diags 12 dias, respectivamente). El desacople se reitetds tratamientos
bajo sombra, ya que el atraso de 13 dias en ehp#ié c observado en el tratamiento
S, respecto al C no tuvo ningun tipo de asociacigantitativa con la ausencia total de
floracion observada en ese tratamiento (Cuadro Big, 3.6). Aunque con el
tratamiento SG el parametro ¢ se adelanté 9 diasespecto al tratamiento S, estas
plantas tampoco superaron la tasa de crecimidat®.01 g pl-1 que podria ser
considerada como un umbral de floracion.
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Cuadro 3.2: Parametros del modelo de regresion (Eq. 1) uspdos estimar la
asociacion entre el peso seco por planta (diaudsge la emergencia) en la Figura
3.4. C: control plena radiacion; CP: radiacion tlpbutrazol S: control sombra,

Parametros
Tratamientos a b c D
C -0.0373 NS 0.0019 NS 55c¢c 0.029 a
(0.0297)* (0.00078) (1.69) (0.00525)
CP -0.0242 NS 0.00146 NS 54 ¢ 0.015b
(0.03622) (0.00095) (2.77) (0.00234)
S -0.0105 NS 0.0008 NS 68 a 0.007 c
(0.0254) (0.00046) (3.57) (0.00206)
SG -0.00185 NS 0.0006 NS 59b 0.002 ¢
(0.0291) (0.00049) (4.00) (0.00096)

* NUmeros entre paréntesis muestran el error stdretdimados para cada parametro.
** |etras distintas indican diferencias signifieas (P<0.05). NS = no significativo.

Por otra parte, las plantas que permanecieroa sonhbra (Sy SG) y a las que se le
aplicaron los diferentes tratamientos hormonates)ifestaron cambios morfologicos
visualmente perceptibles (Fig. 3.7). Las plantas lag tratamientos de sombra a las
cuales se le aplico GAs presentaron entrenudosagemongitud que los entrenudos de
plantas sometidas a plena radiacién. Los entrendedda plantas CP fueron de longitud
extremadamente menor que las de las plantas derlms tratamientos, formando una
roseta muy compacta que tornd muy dificultoso aoefanimero de hojas vy la
determinacion del estado reproductivo.
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Figura 3.6: Peso seco por planta en funcion a los dias dasgimérgencia (DDE) para
diferentes tratamientos (C: radiacion plena; CHia@dén plena con paclobutrazol; S:
sombreado; SG: sombreado con giberelinas). Expatomé. La linea sdlida fue
ajustada usando un modelo condicional de regrdsiéal. Las flechas indican estado
reproductivo visible (BFV).
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C Luz + paclobutrazol S Sombra + GAs
Luz control CP Sombra SG

Figura 3.7. Plantas representativas de los diferentes trataosalel Experimento L
plena radiacion o 100% de radiacién incidente (t@scaegra); CP: plena radiacion
con el asperjado de Paclobutrazol (macetas tdgr8aon restricciones de radiacion
Macetas verdes)SG con restricciones de radiacion con el asperjad@ilerelinas
(GAsy GA;, macetas rojas). La foto fue tomada a los 85diapués de la emergencia.
Las plantas de los tratamientdS y SG se encuentran en estado reproductivo y las
plantas de lIo€Py Sse encuentran en estado vegetativo.
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3.3.2 Experimento 2

3.3.2.1 Tasas de crecimiento

En términos generales, el efecto del tratamiergosdmbreado (63% de la
radiacion interceptada y sensiblemente menor al §0&oproducia el sombreado en el
Exp. 1) sobre la dinAmica de aumento de peso seda planta resulté en un patron
similar al observado en los experimentos del Chpfiwe esta tesis (con un tratamiento
de intercepcién de radiacién similar, ver Fig. 23nto en plantas de C y S, las tasas
de crecimiento al momento del primer muestreo, spigealizd a los 20 dias de la
emergencia, fueron muy bajas (Fig. 3.8). Cuandoeakzd el segundo muestreo, 50
dias después de la emergencia, la tasa de cretomilenlas plantas control fue
significativamente mas alta que la tasa de lastgdapombreadas, debido a que en las
primeras ya habia ocurrido el cambio en la sudasarecimiento (parametro c). Por su
parte, las plantas sombreadas siguieron con umadascrecimiento muy baja, sin
cambio significativo con respecto a la tasa deigrieato de las plantas que habian sido
muestreadas a los 20 dias.

Concomitantemente, la expresion de gerlas-GA2-ox y Lm-FT fue regulada
hacia abajo y hacia arriba respectivamente, cuaedms midié a los 50 dias de la
emergencia, en comparacion con la expresion des ggtoes a los 20 dias de la
emergencia de las plantas de los tratamientosesra padiacion (Fig. 3.9). En contraste,
la expresion de estos genes durante el segundstremé50 dias DAE) permanecio sin
cambios en las plantas que permanecieron en laraooan respecto a su expresion
cuando se los midi6 en el primer muestreo (20 OFEE).
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Figura 3.8: Representacion esquematica de los momentos de rewmegara la
expresion del analisis de genes en los tratamietgoplena radiacion (TC!, TC2) y
sombra (TS!, TS2) en el Experimento 2. Los mueste@resados en dias después de
la emergencia (DDE) estan referidos al peso sedasdglantas en esos momentos. Las
barras verticales indican el momento de primer mees (20 DDE) y del segundo
muestreo (50 DDE). Las letrds seguidas de un numero indican la cantidad de hojas
aparecidas que tenian las plantas en el momerné#otdma de muestras.
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Figura 3.9: Efecto de la radiacién sobre la expresiénLdeGA2 oxidasay Lm FT
creciendo bajo dos condiciones de radiacion (contiG, y sombra, TS) en los dos
momentos de muestreo 20 DDE (TC1; TS1) y 50 DDE2(TTS2) como se muestra en
la Figura 3.6. Experimento 2. Los asteriscos sebsegundo momento de muestreo (50
DDE) indican diferencias significativas (P< 0.0®)ncrespecto a los niveles de la
expresion de genes observados en el primer muestreo

3.4 Discusion

Los resultados del Exp. 1 demuestran claramentelapigyiberelinas tienen un
efecto promotor sobre el desencadenamiento deotacibn, ya que la misma fue
estimulada con su suministro exégeno en condicideesombreado (tratamiento SG) y
retardada con la inhibicién de su sintesis endégeneondiciones de radiacién plena
(tratamiento CP). De esta forma, se corrobora feaieamente la sinteste novode
giberelinas forma parte de la secuencia de evemiesdesencadena la induccion a
floracién, en concordancia con lo postulado pdidgropuesta en el Capitulo 1.

Los resultados también sugieren que el momentoddeisicion de una tasa de
crecimiento superior al umbral de 0.01 g péria el disparador de la induccién floral, y
no una mera consecuencia de que la induccion #eralya disparado. Esta afirmacion
se relaciona con el hecho de que se logré desacelpiatervalo de tiempo entre la
adquisicion de una determinada tasa de crecimmnt@lanta y la aparicion del botén
floral visible (ver Cuadro 2.4 del Capitulo 2).

Que la tasa de crecimiento es la causa de la im@uéloral, esta apoyado por los
resultados que muestran que plantas mantenidasmebra y que fueron asperjadas
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con GAs, (que mediaria la sefial enviada a los teerss para el pasaje al estado
reproductivo) florecieron sin que se hubiera aleaoz por lo menos durante el tiempo
que durd el experimento, la TC considerada umisil. con el agregado de la GAs en
forma exdégena se logro “puentear” la sefal envipda la adquisicibon de una
determinada tasa de crecimiento. Esto sucedio atrapmsicion con lo que ocurrié
cuando las plantas fueron mantenidas en la sodureante todo el experimento y sin
el agregado de reguladores de crecimiento, que atgerdo alcanzado la tasa de
crecimiento “umbral” nunca florecieron. Por otralda cuando se logré inhibir la
sintesis de GAs de las plantas en condicionagiivadis, estas plantas florecieron 29
dias mas tarde, a pesar de que no hubo diferecmmsespecto al tratamiento control
(C), en el momento en que se adquirié una tasaedetento por arriba del umbral. De
esta forma, se corrobora la planteada en el Capitulo 1, que sostiene quedlacaidon

a floracién, disparada a partir de la adquisiciéruda tasa de crecimiento umbral, esta
mediada por una sintesis de giberelinas.

Los resultados obtenidos concuerdan en parte gos estudios en otras especies
como Cirsium vulgare(Klinkamer et al., 1987)Carlina vulgaris (Klinkamer et al.,
1991) y Cynoglossun oficinale@Vesselingh et al., 1997). No obstante, es el fiancie
planta y no su tasa de crecimiento el que ha teoitho mayor asociacion con el
desencadenamiento de la floracién en estos estugliesumiblemente debido a un
efecto asociado (aunque no necesariamente cauwsaBsodiscutido en el Capitulo 5 de
esta tesis. Sin embargo, no ocurre lo mism@enothera biennisonde el tamafo de
planta no es un buen predictor de la floracién Yoses la tasa de crecimiento previo a
la induccion floral (Gimenez, 2010), en concordand¢otal con los resultados
encontrados eh. mendocina.

Los resultados coinciden también con lo que ha datnostrado en otras especies
de roseta, en las que la sintesis de novo deegjiiees ocurre en plantas que perciben
fotoperiodos inductivos 0 son expuestas a bajagpdeturas (vernalizacion). Las
giberelinas han sido especificamente implicadasl éa via autonoma para la floracién
(Blazquez et al., 1998, Sakamoto et al., 2001)fuin&ion de las GAs como una seial
movil para la induccién floral ha sido investigapar Eriksson et al. (2006) (ver
revision de Mutasa- GOttgens and Hedden, 2009)ngostraron que en Arabidopsis
creciendo en condiciones no inductivas (dias cpts$sA, se acumula en el apice
previo a la transicion floral; esta acumulacion estuvo correlacionada con cambios en
la expresion de genes de la biosintesis de GAd @piee, sugiriendo que las GAs
fueron originadas en otros 6rganos y se movilizdrasta el meristema. El rol de las
GAs en la induccién floral también ha sido establ@en especies bianuales que
responden al fotoperiodo, en las cuales la floraeid condiciones no inductivas puede
producirse por la aplicacion de GAs en forma exag@feevaart, 1983; King et al.,
2001). Por otro lado, ha sido sugerido en humertiabgjos en varias especies que las
GAs disparan una serie de eventos que conduceniradd&acion floral y posterior
floracién en condiciones que pueden ser o no seinductivas para las diferentes
especies (Wilson et al., 1992; Bernier et al., 19938zquez et al., 1998; Hedden and
Philips, 2000; Gocal et al., 2001; Simpson and De&f®2 ; Eriksson et al., 2006;
Zeevaart, 2006; Tan and Swain, 2006, Mutasa-G&tgad Hedden, 2009)

Por otra parte, los resultados del Experimentogiesen que las sefiales que estarian
involucradas en la induccion floral en esta espser@an las GAs y la proteina FT, en
concordancia con la #pblanteada en el Capitulo 1. Basados en los reggltde este
experimento, la exposicion de las plantas a la iatiensidad luminica suprimiria la
expresion del gen que codifica para la enzima Gédasa lo que conduciria a la
acumulacion de giberelinas activas (Figura 3.9 mgendo entonces la induccion
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floral. Estos resultados, conjuntamente con losratbs en el experimento 1 (en el cual
por el asperjado de GAs activas a plantas de sgndon una muy baja tasa de
crecimiento permiten la floracion), confirman el de las GAs en la induccion floral de
L. mendocina.Los resultados de este experimento también a®naton los obtenidos
por Gocal et al., (2001) y Hisamatsu and King @0Que sugieren que las giberelinas
forman parte de una serie de eventos conducentela anduccion floral.

y con los resultados de algunos trabajos recieolbee sefales florales en Arabidopsis
gue han indicado que EILOWERING LOCUS T (BT(Turck et al, 2008) y/o GAs
(King and Evans, 2003eria una sefial involucrada en la floracion de plsinta.

Los resultados de este experimento sugieren ezgomee las giberelinas forman
parte “aguas abajo” de una serie de eventos conthksca la induccion floral iniciados
por una tasa de crecimiento minima o umbral pontpl@n esta especie. La hipétesis
detras de esto es que la sefial enviada a los emast resultado de una mayor tasa de
crecimiento por planta seria la sacarosa, serdgagsueba en el capitulo siguiente.
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CAPITULO 4

EFECTO DE LA DISPONIBILIDAD DE HIDRATOS DE ,CARBONO EN LA
DETERMINACION DEL TIEMPO HASTA INICIACION FLORAL EN
PLANTAS DE L. mendocina

4.1 Introduccion

En especies perennes y bianuales facultativasn@dgestudios muestran que la
induccion floral presenta cierta independencia de factores ambientales que
normalmente controlan el tiempo a su desencaden&men especies anuales, tales
como temperatura, fotoperiodo y vernalizacion KiBaret al., 1993, Reekie 1997; Tan
y Swain, 2006) De hechd, mendocinase ha comportado como especie cortamente
perenne que puede florecer durante su primer afdeeo posponer la floracion hasta
el afio siguiente (Windauer et al., 2006). Sin egiael estado actual del conocimiento
de los procesos que regulan la floracidn en epte de especies de comportamiento
floral facultativo es escaso, por lo que se desmemanuchos de los mecanismos
involucrados con el desencadenamiento de la fl@naci

No obstante, existe informacion ecofisioldgica b@sipara esclarecer la
factibilidad de predecir la floracion de mendocina partir del entendimiento del papel
de algunos factores del ambiente sobre el conéréd ¢hiciacion floral desde la siembra
del cultivo (Windauer et al., 2004, 2006a, 2007) &stos estudiod,. mendocina
mostré una respuesta cualitativa del tiempo a dnién floral en relacion a la
temperatura (i.e. las plantas no florecian cuandzian a temperaturas iguales o
superiores a 24°C), e insensibilidad al fotoperiodola vernalizacion y a las
temperaturas inferiores a 24 °C, ademas de un@&agwccuantitativa negativa entre el
tiempo a floracion y la cantidad de radiacion aclata.

Por otro lado, algunos estudios mostraron que lE#as florecian ain cuando
existian grandes diferencias en la cantidad de dsamacumulada (Windauer et al.,
2007), sugiriendo que la induccion floral no sesociaba con el tamarfio de la planta
sino con la adquisicion de una tasa de crecimiemtoral por planta, determinada por el
ambiente en el que las plantas crecian (Windaual,e2006). De hecho, en esta tesis
se corrobord que el factor de crecimiento que deter el desencadenamiento de la
floracion es efectivamente la tasa de crecimiemto gtanta, independientemente del
tamafio de la misma, y que este proceso estd mepadia expresion de genes que
regulan el contenido enddgeno de giberelinas activda expresion de otro gen
involucrado en la transicion del estado vegetagiveproductivo: eFT (Capitulos 2 y
3). Sin embargo, la naturaleza de la sefial que,veaapercibido el estimulo (i.e.
aumento en la tasa de crecimiento), inicia la cadiEneventos que lleva a la expresion
de estos genes, es aun desconocida.

En este marco, el efecto de los carbohidratos stbreansicion floral fue
estudiado en detalle y parece ser un mecanismacoraplejo (Rolland et al., 2002). Se
cree que los fotoasimilados cumplen un papel inapoet en la iniciacion floral de la
plantas, no sélo como parte de una sefial endogenpleja asociada a la respuesta a
algun factor ambiental, sino ademas como principadguladores del transporte de
solutos (entre ellas posibles moléculas promotdeasa floracion) hacia el apice via
floemética (Havelange et al., 2000; Perilleux yriser, 2002, citado en Thomas, 2006,
Bernier y Perilleux, 2005). En numerosos trabajes $a sugerido que los
carbohidratos podrian funcionar como una sefafimar distancia durante la induccion
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floral (Bernier et al., 1993; Roldan et al., 199&vy and Dean, 1998; Ohto et al.,
2001; Heyer et al., 2004; King et al., 2008).

Los carbohidratos juegan un rol importante comoécuhs que regulan la
expresion de una gran variedad de genes y es [peoab afecten varios aspectos del
desarrollo en las plantas (Krapp et al., 1993; @mabt al., 1994; Jang and Sheen, 1994;
Martin et al., 1997; Klein and Stitt, 1998; Roitsd999; Sheen et al., 1999; Brouquisse
et al., 2001; Fernie et al., 2001; Ohto et al.,1308u disponibilidad puede controlar la
transicion floral por la regulacién positiva y néga de la expresién de genes de
identidad de la floracion (Ohto et al., 2001) y gknes integradores de las sefales
ambientales (King et al., 2008). Bmabidopss, Araki and Komeda (1993) y Roldan et
al. (1999), demostraron que la sacarosa partiap#aectivacion de algunos genes,
cumpliendo un rol positivo en la transicion florein contraste, Zhou et al. (1998)
observaron que con altos niveles de azlcar en @ionse retraso significativamente la
floracion en esta misma especie. De este modos bajaltas concentraciones de
carbohidratos en el medio podrian actuar de manguwesstas, adelantando o retrasando
el pasaje del estado vegetativo al reproductivo.

Lo anteriormente expuesto revela que el estadalagal entendimiento del rol
de los carbohidratos en el desencadenamiento dlerécion es difuso, tanto para
especies anuales como perennes, y presenta resultadtrastantes. Como én
mendocineel tiempo a floracion se encuentra asociado camldmisicion de una tasa de
crecimiento umbral (Capitulo 2) y este cambio pariecser el factor causal de su
desencadenamiento (mediado por la accion de lasdljifias cuya acumulacion estaria
regulada a nivel de la expresion de genes de sinésis y catabolismo, ver Capitulo
3), se hipotetiza que la cadena de eventos queirailoon la induccién floral, se
dispararia a partir de un aumento en la conceptrade carbohidratos que actuarian
como sefal.

Sobre la base de lo anterior, el objetivo de eafdtulo es establecer si el
cambio en la tasa de crecimiento de las plantds deendocinaonlleva un aumento en
la concentracién enddgena de hidratos de carbar®seria instrumental para disparar
la cadena de eventos conducentes a la induccidal fi@bjetivo especifico 4
mencionado en el Capitulo 1). Para ello, se llewatzo un experimento en el que se
combinaron distintas disponibilidades de radiagiécarbohidratos. De este modo, se
pone a prueba la Hpropuesta en el Capitulo 1, que sostiene que Igoma
disponibilidad de hidratos de carbono, que resdéaa adquisicibn de una tasa de
crecimiento umbral por parte de la planta, es ueéals que participa en el
desencadenamiento de los eventos que conducendutaion floral.

4.2 Materiales y Métodos

4.2.1Condiciones generales y preparacion del sistemperimental

La base de las condiciones generales son las migugakas presentadas en el
Capitulo 2 de esta tesis. Se disefid un sistemacpateolar la nutricion del sustrato de
las macetas mediante la aplicacion de solucionggidis con concentraciones
controladas de nutrientes (solucion Hoagland) yasesa. Se prepararon macetas
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plasticas (8,5 cm. x 7,5 cm) previamente desfoastadentro de cada una se colocé una
malla (tul) sujeta con una banda elastica, de faahde mantener el sustrato dentro de
la maceta (Fig. 4.1). Las macetas se llenaron eomigulita de granulometria media-
gruesa y se colocaron dentro de cubetas pléagB€acm. de largo x 25 cm. de ancho x
7 cm. de alto) que contenian esponjas florate&3 (Secure-Firm density/Instant
soaking, Floralife, Inc., Walterboro, SC, USégn el fin de controlar el ascenso capilar
de la solucién, manteniendo asi la capacidad deaamn el sustrato de cada maceta.
Sobre cada cubeta se ubicaron 10 macetas (Big. 4

Figura 4.1: Vista y detalle de una maceta plastica con nfallaen su interiar
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Maceta plastica

Medio poroso

Cubeta plastica

Figura 4.2: Vista y detalle de una cubeta con macetas y @astaestado vegetativo,
medio porosos y plantas en estado vegetativo

Previo a la siembra, se pusieron a germinar a 2¥n@llas dd.. mendocinan
cajas de Petri y con papel de filtro, agregandblesl. de agua por caja. Las semillas
pre-germinadas (radicula visible) fueron sembradats macetas con vermiculita en
namero de 2 -3 por maceta, para ralear a una ptemtenaceta luego de 2 semanas de
realizada la siembra (en estado V2). Se agregd agweada cubeta hasta cubrir
totalmente las esponjas (manteniendo asi la camhcid campo en el sustrato de cada
maceta) y se las dejé en un invernaculo abiertonecedia sombra para evitar elevados
niveles de estrés en las primeras etapas del cuivrante la emergencia se pulverizo
a las plantas cosulfato de oxciquinolenigAlmacigol) 0,4 gr/l con pulverizador
manual para prevenir el ataque de hongos, fundaimente del complejo damping
off. Una vez raleadas las plantas en el estaddag2nacetas se pasaron del invernaculo
a la intemperie, colocando las cubetas sobre taroieamadera (1m x 1.2 m; 6 cubetas
por tarima, Figura 4.3). Luego de un primer regadoial con agua pura sobre las
esponjas de las cubetas hasta cubrirlas totalmiastgglantas de cada maceta fueron
regadas diariamente con solucién nutritiva Hoaglgnalgua alternativamente (50 ml. /
maceta).

4.2.2 Tratamientos

Cuando las plantas alcanzaron 3 hojas (V3) se aaphic aleatoriamente los
tratamientos de radiacion. Se realizaron tratarmgobn 2 niveles de radiacion y con 4
repeticiones por tratamiento:
Luz (L): Control con plena radiacion o 100% de radiaciiidiente.

Sombra (S): Tratamiento sombreado mediante restricciones diagién impuestas
con mallas que interceptaban el 65% de la radidniddente (Fig. 4.3).

Liliana B. Windauer, Tesis de Doctorado. Escuela para Graduados, Fac. de Agro  nomia, UBA



57

El registro de la intercepcion de radiacion fudizado con un sensor puntual de
radiacion PAR Li-190 (Li-Cor Inc., Lincoln, Nebrask conectado con un registrador
de datos Li-1000 (Li-Cor Inc., Lincoln, Nebraskajrante un dia totalmente despejado.
Estos tratamientos se mantuvieron hasta la aparit@bboton floral (BFV).

Figura 4.3: Vista del experimento al aire libre una vez aplaslos tratamientos de
sombra.

Dentro de cada unidad experimental de radiaci@pbearon aleatoriamente los
tratamientos con sacarosa y control osmotico (aoproducto inerte: polietilenglicol
(PEG 6000)) en el medio de cultivo, con 4 repetie®(cubetas) por tratamiento:

- Control (C): solo con soluciéon Hoagland (LC y LS).

- Azucar 1 (Ay): solucién Hoagland + 0,4% p/v sacarosa (Ly/S A)
- Azucar 2 (Ap): solucion Hoagland + 0,7% p/v sacarosa gLy’ A)
- Osmotico 1 (Q): solucion Hoagland + osmético 1 (L®S Q)

- Osmotico 2 (Q): solucion Hoagland + osmotico 2 (L®S Q)

Estos tratamientos comenzaron a aplicarse cuksdplantas se encontraban
en 5 hojas (V5). Para ello se regaba cada macetaapgmximadamente 50 ml. de
solucién, manteniendo la vermiculita a capacidadcdmpo. Los tratamientos de
sacarosa y osmoético fueron aplicados durante 1% yia partir de alli se las siguié
regando con solucién Hoagland hasta terminar etraxento. De esta formse logré
un experimento con un disefio en parcelas dividictas,2 factores (“radiacion”: factor
mayor y “azucar y osmoéticos”: factor menor) y corepgeticiones por tratamiento (Fig.
4.4). Una de las repeticiones de todos los tratamsedel factor menor fue hecha con
el fin de hacer las cosechas semanales de plaatadapdeterminacion de la evolucién
del peso seco de las plantas.
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Para lograr en los tratamientog © O, el mismo potencial agua que en los
tratamientos Ay A, (para poder distinguir el efecto osmaético queigadproducir el
agregado de sacarosa a la solucion de riego debegenial) se utilizé polietilenglicol
(PEG 6000), un osmolito no metabdlico. Las dosisatetratamientos de azlcar y
osmoticos se establecieron tomando como base udi@seciente cuyo objetivo fue
establecer un rango de aplicacion de dosis aprapigbrtatadino, 2007).

SOMBRA

LUZ 1
OSM 1 OS5 2 OSM 1 OSM 2
CONTROL CONTROL
AFICAR1| |AZUCaAR 2 AZUCAR 1| |AZlOCAR 2
LUZ 2 LUZ 3
OSM 1 0OsSM2 OSM 1 OSM 2
CONTROL CONTROL
AZUCAR 1| |AZiCAR 2 AZUCAR 1| |AZlOCAR 2
SOMBRA 2 SOMBRA 3
O SN 1 OS5 2 OSM 1 OSM 2
CONTROL CONTROL
AFUCAR1| |AZUCAR 2 AZICAR 1| |AZUCAR 2
%
\ —s MACETA
@ION ptai

Figura 4.4: Disefio experimental. Cada repeticion consto debgtas que contenian 10
macetas por cubeta.
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Durante todo el experimento, cada vez que se pticaosn lluvias, las plantas
fueron cubiertas transitoriamente con techos pldstcorredizos, para protegerlas y
para evitar que se modifique la concentracion destutos (Fig 4. 5).

I

Figura 4.5: Vista de los techos corredizos cubriendo el ensayo

4.2.3 Mediciones y analisis estadistico

Se realizaron observaciones fenoldgicas diariasada planta en todas las macetas
para detectar estado reproductivo visible (BFV)amldlisis estadistico realizado para el
momento de BFV de todos los tratamientos fue unisisde variancia (ANOVA).
Cuando se detectaron diferencias significativasreerttatamientos (p<0.05) se
compararon las medias mediante un test de Bonfe&demas, se realizaron cosechas
periddicas de 2 plantas por tratamiento para ardbizmarcha del peso seco del cultivo
y asi poder obtener las tasas de crecimiento de tathmiento. Se usé el mismo
modelo de regresion lineal utilizado en los Cap#&w y 3 para estimar la asociacion
entre el peso seco y el tiempo:

Peso seco = a + b* DDE si (DAE ¢) + d (DDE - c) si (DDE> ¢); (Eq. 1)

donde DDE son los dias después de la emergenesataaordenada al origen, b y d son
diferentes pendientes de la regresion lineal etgnt@s a tasas de crecimiento y c es el
punto de quiebre de la funcién que indica los dieambio de tasa de crecimiento.
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A diferencia del analisis estadistico realizadcapalr momento de BFV, en el
caso de los parametros del modelo, no se pudaaealnalisis de varianza debido a que
no se cumplia el supuesto de homogeneidad de fi@nxas. Por esta razon se optd por
evaluar la existencia de diferencias significatiudbzando los intervalos de confianza
(IC) a los 90 % proporcionados por el modelo. D& derma, se consideraba la
diferencia entre medias como significativa cuand@xistia superposiciéon alguna entre
los intervalos.

4.3 Resultados

El tiempo desde la emergencia hasta BFV en laggdamlelL. mendocindue
afectado por el nivel de radiacion disponible (Goad.l). Se evidencido que la
reduccion del nivel de radiacion disponible para [@dantas produjo un retraso
significativo de alrededor de 14 dias (p<0,05, pdim de los cinco tratamientos de
disponibilidad de carbohidratos) en la aparicioh lwon floral, independientemente
del tratamiento en la solucion nutritiva. Tambiésulté significativo el impacto de los
tratamientos de disponibilidad de hidratos de caoli@€uadro 4.1).

Cuadro 4.1: Analisis de variancia para el tiempo entre siembtetéon floral visible
(BFV).

% de la variacion

Fuente de variacion total P
Interaccion 1.93 0.710INS
Tratamientos de disponibilidad de HC 32.97 0.0002
Tratamientos de radiacion 47.18 <0.0001

NS = no significativo

En relacion con esto dltimo, no se observaron elifeias significativas en el
tiempo en que las plantas alcanzan BFV entreldadgs del tratamiento control y A1 o
O1 tanto en los tratamientos de plena radiacionocemlos de sombra, mientras que los
tratamientos A2 y O2 retrasaron significativame(Re& 0.05) la aparicion de BFV
respecto a C (Cuadro 4.2).
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Cuadro 4.2: Dias desde siembra (DDS) hasta boton floral vigiBEV) en las plantas
de los tratamientos de plena radiacion y en losalabra Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos dspdnibilidad de carbohidratos para
cada tratamiento de radiacion (P<0.05).

Tratamiento de disponibilidad
: Luz Sombra
de carbohidratos
Control (C) 96 + 4.16c 114+ 5.5b
Azucarl (Al) 104 + 4.160bc 118+ 1.73ab
Osmotico 1 (01) 102 + 7.64bc 114+ 4.04b
Azucar 2 (A2) 116 + 7.16a 126+ 1.53a
Osmotico 2 (02) 109 + 8.8%b 125+ 2.0a

* Letras distintas indican diferencias significativ@s 0,05).

Por otra parte, en algunos tratamientos el estad@d Bo fue alcanzado por la
totalidad de las plantas (Figura 4.6). En ambaslicmnes de radiacion, la proporcion
de plantas florecidas fue maxima en los tratamg@oy Al, mientras que hubo una
disminucién de alrededor del 20% en plantas quanakron el estado reproductivo
cuando se aplicaron los tratamientos A2, O 1y O2.
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w Li ] o

Luz Sombra

Figura 4.6: Porcentaje final de plantas en estado reproduc{BBV) de los
tratamientos de disponibilidad de HC bajo tratamaernde luz y de sombra. Letras
distintas indican diferencias significativas (P G8). Los segmentos verticales indican
el error estandar. (n=10)

La supervivencia de las plantas no fue afectadaifgigtivamente por la
disponibilidad de radiacién, aunque se observo feat@ significativo del nivel de
sacarosa y osmotico aplicados. Los porcentajesaiandad se mantuvieron en valores
bajos en las plantas de los tratamientos de Comtrédizacar 1, y aumentaron
considerablemente en las plantas de los tratansiéx#dcar 2 y osmoticos (Cuadro 4.3)
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Cuadro 4.3: Porcentaje de Mortandad de plantas de los difesertratamientos de
sacarosa y osmoticas bajo las dos condicionesdician

MORTANDAD (%)

Tratamientos Luz Sombra

Control 6,67 bc*| 13,33 b

Azlcar 1 10,00 b | 10,00 b

Azlcar 2 23,33a| 13,33 b

Osmoéticol | 26,67 a 26,67 4

Osmoético 2 23,33a 23,33 4

*Letras distintas indican diferencias significats/éP <0.05).

Al analizar los parametros del modelo de regredigeal para ajustar la
asociacion entre el peso seco y el tiempo, se wbhspre la tasa de crecimiento inicial
(parametro b) fue muy baja y similar en todos lagamientos (Cuadros 4.4 y 4.5;
Figura 4.7). Por otra parte, en las plantas cpodientes al tratamiento S, al aplicarle
la sacarosa (S4 SA,) el tiempo en dias transcurrido hasta alcanzeamlbio de tasa
de crecimiento (parametro c) se acorté signifieatiente (IC: 90 %) con respecto a las
plantas de los tratamientos control y osméticogjue indicaria un adelantamiento del
momento de la iniciacion floral (Cuadro 4.Aunque se observo la misma tendencia
en los tratamientos homologos bajo plena radiafiignesta no revistio significancia

estadistica, con la excepcion del retraso de 9atissrvado en O1, respecto al control
(Cuadro 4.5).
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Cuadro 4.4: Parametros del modelo de regresion (Eq. 1) uspdos estimar la
asociacion entre el peso seco por planta (diasudssple la emergencia) del
Experimento de Sombra.

Parametros
Sombra a b C d
Control -0.0176 NS 0.0004742 NS 92a 0.005914ab
(-0.046a 0.025)* (0.0001 a0.001) (83 a 101) (0.0039a 0.078)
Azlcarl 0.001515S  0.0001082 NS 66 b 0.001276 ¢
(-0.028 a2 0.031) (0.0006a 0.0008) (41 a 80) (0.0007a 0.0017)
Azlcar2 0.001253 0.000103NS 67 b 0.001271c
(-0.011 a 0.014) (-0.0001a0.0003) (55 a 79) (0.0006a 0.0017)
Osmoéticol ~ 0-002633 NS 0.0002346 NS 80 ab 0.004132 b
(-0 .031 a 0.026) (-0.000220.0072) (71 a 90) (0.002a 0.0059)
. -0.005882 NS  0.0003491 93a 0.01104 a
OSMOMCOZ (5017 2 0.005) (0:000120.0005) (g0 5 94) (0.0089a 0.013)

a: ordenada al origeity: pendiente inicial (tasa de crecimiento)punto de quiebre de
la funcién;d: pendientefinal (tasa de crecimiento).

* NUmeros entre paréntesis muestranietervalo de confianza (IC; 90%gstimados
para cada parametro. ** Letras distintas indicdierencias significativas (P<0.1). NS
= no significativo.
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Cuadro 4.5: Parametros del modelo de regresion (Eq. 1) uspdos estimar la
asociacion entre el peso seco por planta (diasudssple la emergencia) del
Experimento de Luz

Parametros
LUZ a b c d
Control -0.0153 NS 0.0007163 NS 83b 0.0165 b
(-0.091a0.06)* (0.0006a0.002) (76a88)  (0.0104a 0.0225)
Azicarl 0.001065NS  0.0002025 NS 69 b 0.003326 ¢
(-0.029.20.031) (0.000420.0008) (58a79)  (0.0023a 0.0043)
Azticar? 0.003486  0.000057 NS 63 b 0.001991 ¢
(-0.04420.05) (-0.001a0.0012) (34a91)  (0.0005a 0.0028)
Osméticor  -0-0162NS  0.0007087 NS 92 a 0.02853 a
(-0.047 20.014) (0.000120.0012)  (90a94)  (0.0231a 0.0339)
" -0.00697 NS 0.0004304 71b 0.00382¢
OSMOMCOZ 5044 2 0.035) (-0.0003a0.001) (60a83)  (0.0021a 0.0055)

a: ordenada al origeity: pendiente inicial (tasa de crecimiento)punto de quiebre de

la funcién;d: pendientefinal (tasa de crecimiento).

* NUmeros entre paréntesis muestranrgérvalo de confianza ( 1C;90%).
estimados para cada parametro.
** |etras distintas indican diferencias signifieas (P<0.05). NS = no significativo.
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Figura 4.7: Peso seco por planta en funcion de los dias dessierhbra (DDS) para

todas las combinaciones de tratamientos de Lue ysambra. La linea soélida fue
ajustada usando un modelo condicional de regrédisiéal. Las flechas llenas indican el
parametro “c” del modelo de regresién lineal yflashas punteadas indican el boton
floral visible (BFV).
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Durante el periodo efectivo de aplicacion de traatos, tanto de sacarosa
como de osmaticos, no se detectaron cambios easdade crecimiento, por lo que el
parametro “c” siempre se detectd posteriormentsta periodo efectivo. A pesar de
ello, en todos los tratamientos con carbohidrdéosasa de crecimiento posterior
(parametro d) no alcanzé el valor de 0.01grgmstulado como umbral en el Capitulo 2
de esta tesis (Cuadro 4.4 y 4.5; Figura 4.7). &nhio, esta tasa fue sélo alcanzada en
el tratamiento O2 bajo sombra y O1 bajo irradiaqdéna, aunque en estos casos su
adquisicién estuvo asociada con los maximos retraganologicos, respecto al resto de
los tratamientos. Aunque en ningun tratamiento ddadtasa de crecimiento “d” fue
inferior al umbral se impidi6 totalmente que lasanths alcanzaran el estado
reproductivo (BFV), el impacto resulté parcial solbina fraccion de las poblaciones de
todos los tratamientos A2 y osmdéticos, donde attededel 20% de las plantas
permanecieron en estado vegetativo (Fig. 4.6) Xcapcion a esta respuesta se produjo
en los tratamientos Al con un 100% de su pobldtidacida, a pesar de haber también
registrado bajos valores de este parametro.

4 .4 Discusion

Los resultados revelan claramente que los tratdaoseste carbohidratos tuvieron
dos efectos que resultaron contrapuestos en suessp por un lado, los carbohidratos
actuaron como sefial, pero también se observaratosfesmoéticos. Esta funcién dual
gue tuvieron los carbohidratos como osmolito y caabal molecular dificultaron la
interpretacion de los resultados de estos expetaagnel analisis de los mecanismos
involucrados en la floracién, en concordancia clgureos trabajos relacionados con
este tema (Rolland et al., 2001). Los efectos asmgtesultaron mas marcados en los
tratamientos con maximas dosis (A2 y 02), que #ejaeon en disminuciones en el
porcentaje de plantas que alcanzaron BVF y aumemos mortandad de plantas.
Resultados contrapuestos pueden encontrarse ebliegtafia sobre el efecto de la
disponibilidad de carbohidratos sobre la transicidral. Asi, enArabidopsis Roldan et
al. (1999), demostraron que la sacarosa cumplelupositivo en la transicion floral,
mientras que Zhou et al. (1998) observaron queattos niveles de azucar en el medio
se retraso significativamente la floracion en esiema especie. De este modo, bajas y
altas concentraciones de carbohidratos en el npeidan actuar de maneras opuestas,
adelantando o retrasando el pasaje del estadoati®gesegun prevalezcan los efectos
sefal u osmoticos respectivamente, como sucedgt@nexperimentos.

No obstante, aunque también hubo efectos osmdaitdss tratamientos de dosis
baja (Al y O1), los mismos no fueron suficientesnogpara enmascarar sus efectos
como sefal molecular que se relacionan con el ajdel objetivo propuesto en este
capitulo. Relacionado con esta dosis, los resudtagoestran un comportamiento
diferencial en el momento de cambio de tasa densiemto (parametro c) de las plantas
que recibieron sacarosa, ya que se produjo unraded@ este momento en las plantas
del tratamiento Al pero no en las plantas dehmn&nto O1, en comparacion con los
controles. La tendencia se observo tanto en cardisi de radiacion plena como en
sombreado, aunque solo resultd significativa eselgunda, posiblemente debido a la
mayor limitacién de carbohidratos de las plantagrob mantenidas en sombra respecto
a las que recibieron irradiancia plena. Resultagkraejantes fueron encontrados en
Arabidopsis en que la mayoria de los ecotipos ensayado<itvomn mas temprano en
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oscuridad con el agregado de sacarosa que en fugamarosa (Roldan et al., 1999).
Estos resultados sugieren un primer indicio demypacto positivo de los carbohidratos
actuando como sefal (en concordancia conglplahteada en el Capitulo 1), ya que
evidencian un rol involucrado en un adelantamiel@ianomento de induccion floral.

En adicién con lo anterior, la tasa de crecimiet¢olas plantas posterior al
quiebre (parametro d del modelo de ajuste) en lorfeade los tratamientos no superé
el valor de 0.01gr pi postulado como umbral en el Capitulo 2 de estis. t&n
embargo, en estas situaciones sélo un cuarto peblacion de plantas permanecié en
estado vegetativo, mientras que el resto alcaneétatio reproductivo (ver Figura 4.6).
Dos posibles causas podrian estar involucradasstenrespuesta parcial: i) una alta
dispersién en los ajustes de este parametro, emadgcasos provocada por la poca
cantidad de valores observados que resultaronrpmste a la deteccion del parametro
“c” y ii) que en algunos tratamientos el valor pexio del momento en el que ocurre el
botdn floral visible se produjo posteriormente aéatana de tiempo analizada durante
la marcha del peso seco. En consecuencia, (y &udde@ de lo mostrado en los
capitulos anteriores de la tesis), las estimacideéparametro d de este experimento
no resultan suficientemente robustas como paraaakesccon un umbral de floracion.

Sin embargo, la asociacién anteriormente plantesskulta valiosa para
interpretarla como otro indicio contundente de Ipsecarbohidratos en las dosis bajas
utilizadas en estos experimentos estarian actuacaoo sefial, en este caso
“puenteando” el efecto negativo causado sobresia d& crecimiento. De hecho, sélo
en los tratamientos LAl y SALl el porcentaje de talannducidas a floracion fue de
100% como en sus respectivos controles. En camsbiobservo que hubo un 20% de la
poblacién que no florecié cuando se registraromiesnas condiciones osmaticas pero
sin la presencia de sacarosa (LO1 y SO1), tal cocnorié en los tratamientos de alta
dosis de carbohidratos (LA2 y SA2 y sus respectivemoticos). Lo anteriormente
expuesto corrobora en forma concluyente Jgldnteada en esta tesis, que sostiene que
la mayor disponibilidad de hidratos de carbono mgselta de la adquisicidon de una tasa
de crecimiento umbral por parte de la planta, ea sefial que participa en el
desencadenamiento de los eventos que conducendutzion floral.

Los resultados coinciden con muchos trabajos giialan que los carbohidratos en
dosis adecuadas podrian funcionar como una saéidliz a distancia durante la
induccion floral (Bernier et al., 1993; Roldan &t 4997; Levy and Dean, 1998; Ohto
et al., 2001; Heyer et al., 2004; Eriksonn et 2006; King eta al, 2008; ver revision
Turnbull, 2011). Tomando en conjunto los resultadesestos experimentos con los
obtenidos en el capitulo 3 de esta tesis (queandigie erh.. mendocinareciendo con
limitaciones de radiacion las GAs son requeridaia peomover la floracion), el andlisis
integrado sugiere la existencia de interaccion&® das GAs y la sacarosa. El efecto
promotor de la sacarosa y las GAs sobre el tiemfforacidn son consistentes con su
efecto sinérgico sobre la regulacion de la expresiél gen FT en condiciones
inductivas encontrado en otras especies (Blazquek,el998; Samach et al., 2000;
Ohto et al., 2001) y los resultados del Capitutte sta tesis. Trabajos éwabidopsis
acuerdan con estos resultados. Mientras algun@g®pen a la sacarosa como promotor
de la floracion por la regulacion de la expresiérgdnes represor de la floraciéi.C)
permitiendo entonces la expresién aguas debajgeteFT (Michaels y Amasino,
1999; Sheldon et al., 1999, Otho et al., 2001psotrabajos sugieren gén FT como la
sefial mediante la cual el azucar directamente ywen la transicion floral en
condiciones inductivas (Araki, 2001, Otho et ablQ2, Seo et al., 2011). Estas hipotesis
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deberian abordarse en futuros experimentos eniespaenales facultativas como la
estudiada en esta tesis.
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CAPITULO 5

DISCUSION GENERAL

5.1 Sintesis y aportes en relacion a lo anteriormé&nconocido

El momento de transicién entre el estado vegetatingproductivo en las plantas
es de gran importancia, siendo determinante paeguesr que la floracion y
fructificacion ocurran en condiciones favorablespgrmitir la persistencia de las
especies. Un sin numero de trabajos, tanto a biegjuimico-fisioldgico y genético-
molecular, han aportado evidencias de que la fi@maen las plantas involucra la
coordinaciéon de muchos procesos, donde factoresn@g e internos condicionan el
control de la induccion floral (Bernier et al, 198Bernier, 1993; Kinet, 1993;
Koornneef et al., 1998; Levy and Dean, 1998; Simpset al., 1999; Blazquez and
Weigel, 2000; Gibson, 2000; Mouradov et al., 20Bass et al., 2004; Austin, 2005;
Wigge et al., 2005; Cobersier and Coupland, 20@8y y Swain, 2006; King et al.,
2008; Mutasa- Gottgens and Hedden, 2009; Amasifa@Q;2Turnbull, 2011). Para
maximizar el éxito reproductivo, este proceso ederdeénado por complejas
interacciones entre factores ambientales (por dgergtoperiodo), mediada por una
serie de sefiales enddgenas, como por ejemplo.eljitzes (King et al., 2001; 2006;
2008; Lee and Zeevaart, 2005) y también por elnarag genético interno de la planta
(Mouradov et al., 2002; Boss et al., 2004). En sst#ido, se han identificado muchos
genes que actuan promoviendo o inhibiendo la fibracle algunas especies que
interactian con factores ambientales o en formanaata (Martinez- Garcia et al.,
2002, Boss et al., 2004; King et al., 2006; Matre¢ al., 2007; Meng et al., 2011). Asi,
hay evidencias de que existe una serie de vias@umlapan o son redundantes vy
confluyen al final de la cadena, determinando d& resnera la integracion de las
sefiales ambientales y endbgenas o actuando en faubdaoma, modificando la
expresion de genes que promueven o inhiben lacftorade algunas especies (ver
Figura 3.1). La mayor parte de esta informacidiveede estudios que fueron llevados
a cabo con plantas anuales.

En relacion con lo anterior, existen especies asuglie florecen y completan su
desarrollo todos los afios y también especies/iye@ mas de un afo, tales como las
bianuales o perennes (Ausin, 2005). Asi, dentreestds ultimas, hay especies que
florecen todos los afios en forma recurrente, ll@sgmblicarpicas (dentro de las cuales
se encuentra la especie objeto de estudio dee=std t mendocing y otras florecen
una sola vez durante su ciclo de vida (monocarpichas especies perennes
policarpicas pueden presentar una gran variabiletaé¢l momento de su floracién y
pueden florecer durante la primera estacion demireto, en la segunda o aun en afos
posteriores (Bloom et al., 2003). Este comportatniguede ser una limitante para la
explotacion comercial de cultivos, como el casd dmendocinadonde la situacion es
lograr la floracién de todos sus individuos duragitprimer afio de vida. Sin embargo,
en especies perennes el control de la floraciamesspecto de la biologia vegetal que,
aunque recibi6 considerable atencién, resulta ectlaalidad poco conocido debido a la
complejidad de factores involucrados y a la divixdide respuesta entre especies y en
diferentes ambientes (Heide 1994; Tan y Swain, 2886in, 2007).
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En L. mendocinase han llevado a cabo estudios fisioloégicos quermiten
clasificarla como insensible al fotoperiodo, a kErmalizacion y a las temperaturas
cuando las mismas estan por debajo de 24 °C (Wends al., 2004; Windauer et al.,
2006; Windauer et al., 2007). Ademas, estos esduditican que la tasa de desarrollo
se acelera conforme se atrasa la fecha de sie@&rabservo también, que las plantas
de L. mendocinaflorecian aun cuando existian grandes difereneiaga cantidad de
biomasa acumulada (Windauer, 2002) lo que estadeatitando para esta especie, a la
adquisicién de un tamafio de planta “umbral” comaligparador de la induccion floral,
como ha sido indicado para otras especies perdaodsativas (Hirose y Kachi, 1982;
Lacey, 1986; Klinkhamer et al., 1987; Bazzaz, 19R&ekie, 1997; Wesselingh et al.,
1997). Se encontro también una respuesta cuaditativrelacion a la temperatura con
respecto a tiempo de floracion ya que las plantaflarecian durante el primer afio
cuando crecian a temperaturas medias iguales oia@sea 24°C (Windauer, 2002;
Windauer et al., 2004).

En conjunto, los resultados de estudios anterigesniten clasificar al.
mendocinacomo una especie autbnoma, y sugieren que laslese@amddgenas
requeridas para desencadenar la floracion son ptida® por factores ambientales
involucrados en el crecimiento, tales como la isided de radiacion (Bernier 1993).
Por lo tanto, esta especie constituyd una exceleei@mienta de trabajo para poder
ampliar la frontera del conocimiento relacionada leolinea de estudio del momento de
la primer floracion en especies con comportamigecenne facultativo, ya que en
forma obligada estaria sujeto a la accion de uofalesencadenante no conocido.

Asi, en la presente tesis, se presentaron estgdiespermiten profundizar el
conocimiento de los mecanismos involucrados eredalacion de la induccién de la
floracion y posterior floracion dé. mendocina,consolidando el marco teorico
presentado en el Capitulo I. Se caracterizd Eldeo factores que controlan el
crecimiento como la radiacion, el agua y los natgs, en la regulacion del tiempo a
floracién, encontrandose una asociacion entredaiaicion de una tasa de crecimiento
Umbral (TG) y el momento de induccion floral contundenteaads de modificaciones
en la tasa de crecimiento por planta (Capitulos 3.y Estos resultados permitieron
aceptar la H derivada del objetivo especifico 1a, corroborande los factores del
ambiente que afectan el crecimiento modulan el emdonde adquisicion de una tasa de
crecimiento (TG 0.01 g.d&".pl") considerada como umbral (ver Cuadros 2.2 y 2.3).
Este momento estuvo a su vez asociado en formaraberite con la induccion floral
(ver Figura 2. 6).

Para establecer la causalidad de la asociaciomi@ntente mencionada, se
investigo si la sintesis de giberelinas forma pdetda cascada de eventos que, iniciada
por la adquisicion de la TG desemboca en la induccion de la floracion. lessiltados
obtenidos permiten aceptar la ¢erivada del objetivo 2 y demuestran claramen& qu
las giberelinas tienen un efecto promotor sobdeséncadenamiento de la floracion, ya
qgue la misma fue estimulada con suministro exéganoondiciones de sombreado y
retardada con la inhibicién de su sintesis endégeneondiciones de radiacion plena
(ver Cuadro 3.2 y figura 3.6). De esta forma, serobor6 que el momento de
adquisicion de una tasa de crecimiento superiamdral de 0.01 g pl-1 es el factor
causal que dispara la induccién floral, y no unaseguencia de que la induccion floral
se haya disparado, en concordancia con el objétivpropuesto en esta tesis. Esto se
debe a que se logré desacoplar el intervalo eatagldjuisicion de una determinada tasa
de crecimiento por planta y la aparicion del bdtéral visible (ver Cuadro 2.4).

En relacion con las bases genéticas involucradéss respuesta a la floracion, se
confirmd que la exposicion de las planta a la altensidad luminica suprimiria la

Liliana B. Windauer, Tesis de Doctorado. Escuela para Graduados, Fac. de Agro  nomia, UBA



73

expresion del gen que codifica para la enzima GAfdasa lo que conduciria a la
acumulacion de giberelinas activas (ver Figurasy3@). Por otra parte, se detecté un
aumento de la proteina codificada por el gen Flmgetocus T en condiciones

inductivas para la floracion. Estos resultadosatmoran la H propuesta en esta tesis.

En este contexto, los resultados del Capitulo 4 wa primer indicio de un
impacto positivo de los carbohidratos actuando ceei@l, en concordancia con lg H
ya que evidencian un rol de los azucares involuzagn un adelantamiento del
momento de induccion floral (ver Figura 4.7). Lagdamientos que inducen la floracion
(por ejemplo radiacion) incrementarian lermendocinael transporte de carbohidratos
desde las hojas hasta el meristema apical comade@rérabidopsis(Corbesier et al.,
1998; Rolland et al., 2006; King et al., 2008).

Basado en lo anteriormente expuesto, la origindlida esta tesis resultd en
importantes aportes para el entendimiento de Imxegos involucrados en el
desencadenamiento de la floracion en especiesmrdrerbaceas con comportamiento
facultativa El hecho de que la disponibilidad de radiaciongyaay nutrientes
modifiquen o intervengan en la regulacién del mamele induccion floral y floracion
a través de la adquisicion de una tasa de credimigmbral por planta (TCu) de.
mendocinaes un avance significativo para cumplir con esp@sito Concretamente,
se demostré una asociacion causal entre la adigumisie una tasa de crecimiento
umbral por planta (TCu) y el momento de induccitoral que resulté contundente.
Ademas, resulta novedoso el contraste entre estattados y algunas lineas previas de
investigaciones ecoldgicas en comunidades natyrglessugieren que es el tamafio o
la adquisicion de un tamafo de planta “umbral” {@asa minina) de las especies
perennes, el disparador de la induccién floral ¢stir y Kachi, 1982; Lacey, 1986;
Klinkhamer et al.,, 1987; Bazzaz, 1997; Reekie, 19@fesselingh et al., 1993;
Wesselingh et al., 1997).

Asi, se sugiere entonces que el crecimiento erigddrerbaceas perennes a través
de la adquisicion de la TC modula el momento en lguglanta pueden responder a
factores universalmente conocidos tales como lapéeatura, el fotoperiodo o la
vernalizacion o a los factores clasificados commarios por Bernier and Prérilleux
(2005). Esto se contradice con los paradigmas tssie la ecofisiologia vegetal donde
s6lo los factores ambientales clasicos (temperatueanalizacion y fotoperiodo)
modulan directamente el desarrollo en las planiaalas.

A su vez, para detectar la causalidad entre la Ti@ fforacion, se recurrié al
abordaje del rol de las GA, una linea de estud®topne antecedentes pero que nunca
se habia aplicado en este contexto de escala éevab®n superior a nivel de planta,
relacionada con la adquisicion de una TC umbralc&rsecuencia, este aporte no solo
resulta original para el entendimiento del rol de teguladores de crecimiento en la
floracién, sino también para reforzar mas categénente el descarte de la hipotesis de
biomasa minima, tan sugerida en lineas de investigas ecoldgicas llevada a cabo en
poblaciones naturales.

Por otra parte, se recurri0 a identificar genesdic&tos involucrados en la
floracién. Uno de ellos esta directamente reladoneon las GA y esto constituye un
eslabon importante para integrar los mecanismosluorados. Este aporte es muy
relevante, porque son pocos los trabajos que oglaci procesos que se producen en
diferentes escalas de observacion, y este es umdiade En adicion con lo anterior,
también se identific6 al FT como gen candidato ynlwvedoso de este aporte
(comparado con estudios anteriores) es que laradei®@ste gen no se habia estudiado
en especies auténomas que no responden al fotdperdmmo es el caso de
mendocina
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En relacion con esto ultimo, hasta el momento des#dizacion de esta tesis la
mayoria de los trabajos genéticos relacionabaxpaesion del gen FT a través de la
“via fotoperiodica” (Muradov et al., 2002; Coberset al., 2007; Jaeger and Wigge,
2007; Mathieu et al., 2007). Los resultados sugiegeie enL. mendocinael gen FT
(regulador del proceso de induccion floral en owapecies tales comirabidopsis
tomate, tabaco, arroz, etc) mantuvo su rol regutattel desarrollo, pero adquirido un
control de su expresion novedoso, de modo de rdspa@n esta especie a estimulos
enddgenos como carbohidratos, o ambientales parésu(adquisicion de una tasa de
crecimiento modulada por accion de factores tadesocagua, nutrientes o radiacion).

No obstante, esta linea de investigacion requigre estudios en el futuro. Hasta el
momento, numerosos trabajos sobre sefiales fldralesndicado que e(FT) y/o GAs
serian sefiales involucrada en estas respuestaa(€tuail, 1997; Bernier et al., 1993;
Muradov et al., 2002; Boss et al., 2004; Berniat Barilleux, 2005; Jasinki et al, 2005,
Cobersier et al., 2007. Hisamatsu and King, 2008nBull, 2011). Sin embargo, en
Arabidopsisexisten resultados contradictorios, que indicaa lqg GAs pueden actuar
via FT (Hisamatsu and King, 2008), mientras otrabdjos sugieren que actlan en
forma independiente para inducir la floracion endioiones fotoperiodicas inductivas
(Jasinki et al, 2005). En este contexto, restapminnvestigar si GAs y FT actidan en
forma independiente (en paralelo) o en forma cdajyen serie) para provocar la
transicion del estado vegetativo a reproductivh.emendocina.

Por ultimo, el hecho de que los carbohidratos g)osacarosa) estén involucrados
positivamente como una sefial a distancia durantellacion floral resulta también un
hecho relevante. Sin embargo, se concluye quegséren futuras investigaciones para
profundizar el entendimiento acerca de su evemtuaxion con la activacion de genes
(GAs y FT) o si tiene un efecto directo sobre elistema.

5.2 Modelo conceptual

Sobre la base de lo anterior, surge la proposide&nn modelo conceptual para
explicar los mecanismos que regulan la transicglredtado vegetativo a reproductivo
en la especie perennke. mendocina Esta informacion se integra, ademas, con
conocimientos previos acerca del efecto de la tesy@ sobre el desencadenamiento
de la floracion en esta especie (Windauer et @042

Asi, la informacién surgida de la tesis que revgia los factores de crecimiento
(radiacion, agua y nutrientes) condicionan su tieragdloracion, representa un avance
significativo clave para proponer el modelo. El misasume que para inducirse la
floracion, las plantas de. mendocinadeben adquirir una tasa de crecimiento umbral
(TCu) estipulada para esta especie como 0.0 @ la que esta condicionada por los
factores del crecimiento (Fig. 5.1). Una vez addairesta T¢ conlleva un aumento en
la concentracion endogena de carbohidratos eraldgl Estos carbohidratos actuarian
como una sefial endégena a distancia (se originaridas hojas) que, mediadas o0 no
por giberelinas y la proteina del gen FT, desenaiie la transicion del estado
vegetativo a reproductivo. A su vez, esta cadenaveatos estaria controlada por la
expresion de genes relacionados con el metaboltania giberelinas (GA 2-oxidasa,
gue inactiva las GAs con actividad bioldgica) yostcomo el Flowering locus T (FT)
que codifican una proteina que tiene un rol cértrda proceso de induccion.
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De acuerdo con este modelo, la transicion floralriida en respuesta a la
llegada a los meristemas de estas sefiales (saca@Say FT), aunque la informacion
actual no es suficientemente clara para asegui@hsicen en forma independiente 0 no
(Figura 5.1 parte a). En el mismo modelo, la licida de recursos actuaria
indirectamente, retrasando la adquisicion de la tagecimiento umbral (como
condicion necesaria para desencadenar la floracidnjue conduce a las plantas a
explorar ambientes con temperaturas supradptimasrmaomento en el que se tiene que
definir la transicion floral, impidiendo la floram en esa temporada (Fig. 5.1 parte b).
Este modelo contribuye a entender el comportamikiatioual facultativo que presenta
la especie en siembras tardias, lo que descaciaiguier impacto directo tanto de la
tasa de crecimiento como de un umbral de biomasa.
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Tcu GA 2qxidasa
Giberelinas
Radiacién, agua, ggeqro3 *Wl ,
nutrientes :
s A SRA M
Plantula rosefa Floracién primer afio
Sefiales
. endégenos T. supradptimas "

Baja raduacnon agua
y nutrientes M

Florece el afio siguiente

Figura 5.1: Modelo conceptual para explicar el smrdel desarrollo a floracion dn
mendocinaEl esquema incorpora el efecto de los factoresréemiento (radiacion,
agua y nutrientes) sobre la tasa de crecimientaainibCu), sin limitaciones de estos
factores (parte a). La flecha vacia indica el camanseguir por la planta cuando los
factores de crecimiento son escasos (parte b deees). Las flechas negras—¢ )
indican el efecto promotor de factores del creantwey enddgenos sobre la
determinacion del pasaje al estado reproductiviasi@lantas durante el primer afio de
vida. Las flechas truncadas—§ ) indican elctfeinhibidor de temperaturas
supradptimas y de factores enddgenos, ya sea pocidn sobre la proteina codificada
por el gen FT o por genes de la via de GAs. digisos de interrogacion indican la
necesidad de seguir investigando si la sacaroséa actdependientemente y
directamente o via GAS y FT durante la transicioraf.
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5.3 Impacto de la tesis sobre potenciales aplicacioneg futuras lineas de
investigacion

La informacion obtenida en esta tesis constituyepaso trascendente para
generar un modelo matematico que permita predédcmamento de floracion en
diferentes ambientes o en distintas fechas de s&epdra este tipo de especies. Este
podria no solo predecir cuantitativamente las fea®floracion dentro de una misma
estacion, sino también pronosticar si su compodatoi sera anual o bianual. Esta
herramienta contribuiria a la disminucién de lacertidumbre para un sistema de
cultivo de especies con estas caracteristicas. bktawte, se requieren futuras
investigaciones para i) determinar con mas preatikidasa de crecimiento umbral en
diferentes cultivos vy ii) cuantificar el impacto lbs distintos factores de crecimiento y
sus posibles interacciones sobre la tasa de cretimi

La identificacion del rol en esta especie de algugenes implicados en la
transicion al estado reproductivo constituye unaadmeienta importante en la biasqueda
de alternativas de mejoramiento para introducifimiear la capacidad facultativa de
florecer en algunos cultivos. En la medida en quaraceso se encuentre regulado por
pocos genes y se conozcan las vias de accion,sesfmodria lograr mediante la
supresion o sobreexpresion de estos genes. Nonthystasulta trascendente continuar
con esta linea de estudio. En este sentido, detarmi genes como GA oxidasa y FT
actlan en serie o independientemente en parabaiec@relevante.

La accion de la sacarosa resultdé en una sefalyaopdra el desencadenamiento de
la floracion. Aunque parece formar parte de la nadi#e transduccion originada por la
tasa de crecimiento que, en combinacion con ladacde las giberelinas, inician el
estado reproductivo, resta establecer si efectimggrt@enen una conexién directa con la
expresion de los genes analizados en esta tesigxsten pasos intermedios en los que
estan involucrados otros genes no analizados.dbéeren nuevas investigaciones para
poner a prueba esta hipotesis.
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