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ANALISIS COMPARATIVO DE LA EXPRESION GENICA DE LA ViA DEL
FOTOPERIODO EN DOS VARIEDADES DE SESAMO (Sesamum indicum L.)
CON TIEMPOS DE FLORACION TEMPRANA Y TARDIA

Autor: MIGUEL JESUS LOPEZ RIVAS
Orientador; Dr. JULIO CESAR MASARU IEHISA OUCHI

Resumen

El sésamo (Sesamum indicum L.) es uno de los cultivos mas importantes en el
Paraguay debido a que es generador de ingresos para pequefios productores. Una
manera de obtener mejores rendimientos del cultivo es acortando el tiempo de
floracién. Si bien existen variedades con tiempo de floracion temprana, se desconoce
el mecanismo molecular que lo provoca. Se sabe que el gen FLOWERING LOCUS T
(FT) induce la floracion en plantas, y que se encuentra regulada por diversas vias,
siendo la principal la del fotoperiodo. Para dilucidar el mecanismo implicado en la
diferencia del tiempo de floracion se planteé analizar la diferencia en la via del
fotoperiodo entre dos variedades de sésamo con tiempos de floracion temprana (K3)
y tardia (NEB) mediante anélisis de expresion de los genes bajo dos fotoperiodos
(12/12 y 16/8 h). De las cuatro copias del gen FT que posee el sésamo, la expresion
de SIFTL1 (reportado previamente como SiFT) aumentd antes de la aparicion de
botones florales y presentd una mayor expresién en la variedad de floracién
temprana K3. Por lo que SiFTL1 podria ser el principal inductor de la floracion.
SiFTL2 también podria actuar como un inductor, debido que aumentd su expresion
durante la transicién floral. EI gen SiFTL4 podria ser un represor floral, ya que su
expresion disminuy6 a medida que se acercaba la transicion al estado floral. El gen
SIFTL3 al parecer no participa en la regulacion de la floracion. La expresion de
SiCOLla (reportado anteriormente como SiCOL2) también fue superior en la
variedad K3. Sin embargo, no se observd diferencias en el nivel de expresion de las
dos copias de GIGANTEA (GI) entre las dos variedades. SiCOL1a/SiCOL2
probablemente actua junto con SiGI1 para inducir la expresion de SiFTL1. Mientras
que SiCOL1b (reportado como SiCOL1) actia como represor induciendo SiFTL4 y
reprimiendo la expresion de SiIFTL1. No se pudo conocer la funcién de SiGI2. La alta
expresion de SIFTLL/SIFT y SiCOL1a/SiCOL2 en la variedad de floracién temprana
K3 se debe principalmente a la alteracion en el reloj biolégico y no a una alteracion
en la respuesta a la luz.
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Summary

Sesame (Sesamum indicum L.) is one of the most important crops in Paraguay
because it generates income for small farmers. Shortening the flowering time could
improve crop yields. Although there are varieties with early flowering time, the
molecular mechanism that causes it is unknown. The FLOWERING LOCUS T (FT)
gene induces flowering in plants, and is regulated by various pathways, being the
photoperiod the main one. As a first step to elucidate the mechanism involved in the
difference in flowering time, it was proposed to analyze the difference in the
photoperiod pathway between sesame varieties with early (K3) and late (NEB)
flowering times through gene expression analyses under two photoperiods (12/12
and 16/8 h). Among the four copies of FT genes present in sesame, the expression of
SIFTL1 (previously reported as SiFT) increased before the appearance of flower buds
and presented a higher expression in the early flowering variety K3. Therefore,
SIFTL1 could be the main inducer of flowering. SiIFTL2 could also act as an inducer,
since its expression increased during flower transition. The SiFTL4 gene could be a
floral repressor, since its expression decreased during the transition from vegetative
to reproductive phase. SIFTL3 is probably not involved in regulation of flowering.
Expression of SiCOL1a (reported as SiCOL2) was also higher in the early flowering
variety K3. However, expression level of the two copies of GIGANTEA (GI) were
similar between the two varieties. SICOL1a/SiCOL2 probably acts in combination
with SiGI1 to induce SiFTL1. In contrast, SICOL1b (reported as SiCOL1) acts as
floral repressor by inducing SiFTL4 and down-regulating SiFTL1. The function of
SiGI2 could not be determined. The higher expression of SiFTLL/SiFT and
SICOL1a/SiCOL2 in the early-flowering variety K3 seems to be due to the alteration
in the circadian clock and not to the alteration of light response.
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1. Introduccion

1.1. Caracteristicas Generales

El sesamo (Sesamum indicum L.) o ajonjoli es una planta herbacea dicotiledonea
de la familia Pedaliaceae, del orden Lamiales. Presenta flores gamopétalas, de céliz
pequefio y cinco sépalos, solitaria y pedicelo corto. Las corolas de color blanco o
rosaceo, campanuladas con cinco lébulos. Las hojas en la parte inferior del tallo son
decusadas con un tamafio es de 3 a 17 cm de largo, por 1 a 5 cm de ancho, de forma
lobulada en la base y lanceolada en la parte apical. El tallo es erecto, cilindrico y
cuadrangular de color verde-amarillo. Las plantas pueden ser muy ramificadas (hasta
26 tallos) o no ramificadas dependiendo de la variedad. Presentan una cépsula de 2 a
5 cm de largo como fruto, formada generalmente por dos carpelos divididos en dos
para formar cuatro celdas, es pubescente y dehiscente dependiendo de la variedad
con 15 a 25 semillas cada una. Las semillas son aplanadas, miden 2 a 4 mm de
longitud y 1 a 2 mm de ancho (Bedigian, 2004; Morris, 2009; Penner, 2009) (Figura
1). Existen distintos tipos y variedades de la planta que pueden ser clasificadas segun

su ciclo, altura, ramificaciones y color de las semillas.

0\"°

Figura 1. Descripcion botanica del sésamo. A) Planta de sésamo y sus partes: a. flores; b.
capsula; c. semilla; d. hoja; e. tallo; f. corte transversal de la capsula; g. raiz (Bedigian, 2010). B)
Semillas de sésamo: a. semillas de color blanco; b. semillas de color dorado; c. semillas de color
negro (Penner, 2009).
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Segun el ciclo se dividen en tres: de ciclos cortos o precoces (alcanzan la
madurez fisioldgica a los 80 dias), intermedias (90 y 100 dias) y las de ciclos largos
(mas de 110 dias). Segun la altura: existen las plantas de tipo normal (1,5 m) y las
gigantes (en torno a los 2 m). Segun las ramificaciones se distinguen: variedades de
tallo Unico y ramificado. Segun el color de las semillas: existen en tonos blancos,
blancos crema, rojizos y negros (Penner, 2009).

Al sésamo se lo describe como la planta més vieja usada como semilla
oleaginosa, asi también es llamada la “Reina de las semillas oleaginosas”, por su
resistencia a la oxidacion y rancidez ya que posee una gran cantidad de aceites (entre
45 a 60%), a su vez contiene proteinas, vitaminas, minerales y dispone de
antioxidantes tales como sesamolina, sesamina y sesamol. Se le confiere propiedades
como la capacidad de disminuir el nivel de lipidos y colesterol en sangre, asi como
de antihipertensivo y antiinflamatorio. (Bedigian, 2004; Chen et al., 2005; Hirata
et al., 1996; Niti Pathak, Rai, Kumari, Thapa, & Bhat, 2014).

En cuanto a la historia evolutiva del sésamo, se ha intentado elucidar mediante
analisis filogenéticos (Yu etal., 2017). En donde se estima que dentro del linaje
eudicotileddneas, previa separacion de los linajes Astéridas y Résidas, ocurrié un
evento de triplicacion del genoma completo aproximadamente 130 millones de afios
atras llamado evento gamma (y) (Wolfe, 2001) (Figura 2). Basado en las relaciones
evolutivas entre las especies de plantas en el clado Astéridas, se ha considerado que
el genoma del sésamo divergié del linaje de Solanum aproximadamente 125 millones
de afios atrds, y de Utricularia gibba hace 98 millones de afios atras
aproximadamente (L. Wang et al., 2014). Se estima también que el ultimo evento de
duplicacion del genoma completo en el sésamo fue hace aproximadamente 71
millones de afios atras, posiblemente en paralelo con el evento de triplicacion
completa del genoma dentro del linaje Solanum (L. Wang et al., 2014). Ademas de la
publicacion del genoma del sésamo se han reportado la secuenciacion de otras
especies del clado Astéridas como Olea Oeuropea (olivo) (Unver etal., 2017) y
Mimulus guttatus (flor de mono) (Hellsten et al., 2013), los cuales también han
experimentado eventos de duplicacion, triplicacién del ndmero de cromosomas
dentro de su genoma (Fishman, Willis, Wu, & Lee, 2014).
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Figura 2. Eventos de duplicacién y triplicacion dentro del linaje de Astéridas. Los cuadros
rojos representan eventos de duplicacion del genoma, los cuadros azules indican eventos de
triplicacion del genoma.

Si bien el origen exacto del cultivo de sésamo es incierto, debido a la escasa
evidencia del mismo en los sitios arqueoldgicos. Se presume que su cultivo se
remonta entre los 3.000 y 2.500 a.C. en el valle de Harappa del subcontinente indio.
En el siglo XVI lleg6 al continente americano, especificamente en Brasil, gracias a
los navegantes portugueses. Posteriormente un siglo después, fue sembrado en
Carolina del Sur de los Estados Unidos, por esclavos que lo habian traido de Africa
(Bedigian, 2003, 2010a; Zech-Matterne, Tengberg, & Van Andringa, 2015).

En el Paraguay, es introducido por Moisés Bertoni a mediados del siglo XIX,
pero en la década de 1.990 empieza a cultivarse especialmente en la Regién Oriental

de manera comercial (Penner, 2009).

1.2. Produccion en el Paraguay

En Paraguay, la mayoria de las fincas pertenecen a los pequefios productores,
donde mas del 80% del total de las mismas poseen una superficie menor a 20
hectareas (MAG/DGEEC, 2009). El sésamo en nuestro pais es cultivado
principalmente en fincas pequefias de hasta 5 ha (Penner, 2009) (Figura 3). Se estima
que unos 36.000 pequefios productores se dedican al cultivo demostrando la
influencia que tiene sobre la economia familiar campesina, siendo asi el sésamo, uno
de los més importantes rubros generadores de ingresos para los productores de estas
fincas pequefias. Las principales zonas de produccién se encuentran en la Region
Oriental, especificamente en los departamentos de San Pedro y Concepcion, que son
los que registran una mayor superficie destinadas al cultivo (Vazquez, Delgado,
Dubini, & Caballero, 2013) (Figura 4).
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Figura 3. Distribucion del cultivo de sésamo segin tamario de fincas. Datos del afio 2008
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Figura 4. Porcentaje de cultivo de sésamo por departamento. Periodo 2014/2015

La produccion de sésamo a nivel mundial alcanz6 las 6000000 toneladas en el
afio 2018 y existen perspectivas de aumento. Paraguay es el cuarto mayor productor
de sésamo en el continente americano, se encuentra luego de México, Guatemala y
Venezuela, (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2020). En el
Paraguay se produjo en 18000 toneladas también en el afio 2018. Sin embargo, cabe
mencionar que el afio 2.009 se alcanz6 65000 toneladas y un area de cultivo de
100000 ha. De hecho, entre los afios 2005 y 2007 el Paraguay se posicion6 como el
sexto mayor exportador de sésamo en el mundo (Food and Agriculture Organization
of the United Nations, 2020), debido a la alta calidad de sus semillas, teniendo como
principal destino de nuestras exportaciones el exigente mercado japonés. Siendo el
continente asiatico el principal consumidor del sésamo a nivel mundial seguido por
Africa (CAPEXSE, 2019).
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El Servicio Nacional de Calidad y Sanidad Vegetal y de Semilla (SENAVE)
registra las siguientes variedades: ALQOL, Nueva Escoba Blanca, Dorado, Negro,
Escoba, F-06, INIA 1, IPTA-KO-7 CHORE PORA, Kemagro 2, Mbareté, SH1 y La
Hermosa (SENAVE, 2020). La mayor parte de la superficie sembrada en nuestro
pais corresponde a la variedad Escoba, que es la preferida por los mercados
compradores debido, sobre todo, al sabor de sus granos (Gonzélez Espinola &
Oviedo de Cristaldo, 2011).

La época de siembra influye en el rendimiento del cultivo, siendo la primera
quincena de octubre la mejor época para la siembra de las variedades de ciclos largos
(sensibles al fotoperiodo, requieren periodos largos de insolacion) como Escoba y
Mbareté, sin embargo, también existen variedades de ciclos cortos (insensibles al
fotoperiodo) como la variedad coreana K3 o Kemagro 2 donde se considera mejor
sembrarlas en épocas mas tardias (Ayala Aguilera et al., 2010).

No obstante, el sésamo requiere una temperatura alta y constante, la planta es
extremadamente delicada en cada estado de su crecimiento al estancamiento de agua,
asi también los vientos fuertes la perjudican porque le ocasionan el acame. Pudiendo
ser atacadas por enfermedades virdsicas, Fusarium spp., Macrophomina phaseolina
y bacteriosis (Penner, 2009). Un factor predominante para la obtencion de un mejor
rendimiento en los cultivos es el tiempo de floracion. Ya que acortando los tiempos
de floracion evita la exposicion a condiciones ambientales desfavorables al
desarrollo, el periodo de cosecha de las semillas y la exposicién a patégenos
(Blumel, Dally, & Jung, 2015; Poland, Balint-Kurti, Wisser, Pratt, & Nelson, 2009).
Aunque existe una variacién en el tiempo de floracion entre las variedades de
sésamo, no se conoce el mecanismo genético de dicha variacion. Por lo tanto, es
importante identificar a los genes implicados en la diferencia en el tiempo de
floracion para utilizarlos como marcadores moleculares en la seleccion y obtencion

de nuevas variedades con tiempo de floracion ideal para cada zona de cultivo.
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1.3. Tiempo de Floracion

La transicion floral es un evento de desarrollo importante en el ciclo de vida de
las plantas, en donde se producen cambios fisioldgicos que establecen el paso de una
etapa de desarrollo vegetativo (produccion de tallo y hojas) a la etapa reproductiva
(produccidn de flores y frutos) (M. Doyle, Sung, & Amasino, 2002). Las plantas en
desarrollo primero pasan por una fase juvenil en la que se reprime la floracion y se
produce tejido fotosintético para ayudar a satisfacer las altas demandas energéticas
de la reproduccion. La duracion de esta fase es especifica para cada especie, pero
puede diferir entre variedades. Una vez completada la fase juvenil, muchas plantas
requieren adicionalmente sefiales ambientales para desencadenar la floracion de
manera a maximizar el éxito reproductivo y garantizar una produccion de semilla
suficiente para su diseminacion. El tiempo de floracion debe estar estrictamente
regulado mediante la integracion de factores ambientales (fotoperiodo, temperatura,
calidad de la luz, disponibilidad de agua y nutrientes) con sefiales enddgenas (edad,
etapa de desarrollo) (Shrestha, Gomez-Ariza, Brambilla, & Fornara, 2014).

El tiempo de floracion posee una respuesta a la duracion relativa del dia y la
noche que se conoce como fotoperiodo (Thomas & D., 1997). El fotoperiodo se debe
a la existencia de fluctuaciones estacionales que dependen de la latitud, es decir
debido a la rotacion de la tierra sobre su eje y su rotacién alrededor del sol, ya que el
grado de cambio de la duracion del dia aumenta a medida que uno se aleja del
ecuador hacia los polos, este fotoperiodo se correlaciona con el cambio estacional y
puede servir como indicador del mismo (Shim & Imaizumi, 2015). Dependiendo de
sus requerimientos para la duracién del dia, las plantas se pueden clasificar en tres
categorias: Plantas de dias largos (DL), que florecen cuando la duracién del dia es
mayor al de un umbral critico (normalmente en verano); plantas de dias cortos (DC)
que florecen cuando la duracion del dia es menor al umbral critico (normalmente en
otofio); y las plantas de dia neutro, que florecen independientemente de la duracién
del dia (Tsuji, Taoka, & Shimamoto, 2011).
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1.4. Planta de Dias Largos:
1.4.1. Arabidopsis thaliana

e Viadel fotoperiodo

Se han sugerido varios modelos para explicar como las plantas logran reconocer
la duracién del dia y la noche. Sin embargo, el modelo mas aceptado es el de
“coincidencia externa”, el cual es el resultado de la interaccidon entre el ritmo interno
de la planta con las sefiales luminosas de su entorno, cuando ambas sefiales se
solapan durante el dia, se logra inducir la floracion (Binning, 1960; Pittendrigh,
1966). La forma en que funciona el modelo de coincidencia externa se ha dilucidado
con mayor claridad en la planta modelo dicotiledénea de DL, Arabidopsis thaliana,
una de las especies mas investigadas con la que se han realizado estudios de
caracterizacion de genes a través de andlisis de mutantes, secuenciacion y analisis
complementarios, identificaAndose genes asociados a la floracion.

En este modelo, la induccidn floral ocurre solamente cuando la expresion del gen
CONSTANS (CO), que actia como una sefial interna, coincide con la sefial externa
que es la luz (Yanovsky & Kay, 2002). La expresion circadiana de CO esta regulada
por el reloj bioldgico y el fotoperiodo, y presenta el nivel maximo de expresion a las
16 h aproximadamente luego del inicio del estimulo de luz (Suérez et al., 2001). Sin
embargo, la proteina CO se degrada en la oscuridad (Laubinger et al., 2006), por lo
que su funcion solo se puede realizar si ésta se expresa antes del anochecer. En
condiciones de DL, se logra coincidir el pico de expresion de CO con la presencia de
luz al final del dia. Por lo tanto, CO actia como integrador de respuestas del reloj
biolégico y la sefializacion dependiente de la luz (Y. H. Song, Shim, Kinmonth-
Schultz, & Imaizumi, 2015).

La proteina CO presenta dos dominios conservados: la caja B (similares a dedos
de zinc) y el dominio CCT (presentes en CO, CO-LIKE, TIMING OF CABl
[TOCL1]) (Robson etal., 2001). Mediante estos dominios CO interactia con otras
proteinas para unirse a elementos CCAAT que se encuentran en el promotor del gen
FLOWERING LOCUS T (FT) (Ben-Naim et al., 2006; Kumimoto et al., 2008; Y. H.
Song, Lee, Lee, Imaizumi, & Hong, 2012). FT, considerado el florigeno, codifica a
una molécula de sefalizacion sistémica. EI ARNm se sintetiza en las hojas (An et al.,

2004; Takada & Goto, 2003), y la proteina FT sintetizada en las hojas migra a través
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del floema hacia el meristemo apical de la planta (Corbesier et al., 2007; Kardailsky
et al., 1999; Yasushi Kobayashi, Hidetaka Kaya, Koji Goto, Masaki Iwabuchi, Araki,
1999), donde interactta con el factor de transcripcion de tipo cremallera de leucina
(bZIP) denominado FLOWERING LOCUS D (FD) formando un complejo que activa
la transcripcion de genes que promueven la floracion (Abe et al., 2005; Wigge et al.,
2005).

e Regulacién transcripcional de CO

Para una correcta induccion de la floracion, es necesaria tanto la regulacion
circadiana de la transcripcion de CO, asi como la estabilizacion de la proteina
mediante fotorreceptores (Y. H. Song et al., 2015).

La regulacion transcripcional de CO depende del reloj bioldgico para establecer
el ritmo de su oscilacion. La represion de la expresion de CO durante la mafiana esta
regulada por una familia de factores de transcripcion con dominio Dof (DNA-
binding with one finger) llamados CYCLING DOF FACTOR (CDF) (Imaizumi,
Schultz, Harmon, Ho, & Kay, 2005; Y. H. Song, Ito, & Imaizumi, 2013) (Figura 5).
La liberacion de CDFs del promotor de CO ocurre por las tardes debido a la accion
de un complejo inducido por la presencia de luz azul compuesto por las proteinas
GIGANTEA (GI) (David, Armbruster, Tama, & Putterill, 2006) y FLAVIN BINDIG,
KELCH REPEAT, F-BOX 1 (FKF1). Este Gltimo es una ubiquitina ligasa sensible a
la luz azul para su activacion (Sawa, Nusinow, Kay, & Imaizumi, 2007). Tanto la
expresion de Gl como la de FKF1 estan reguladas por el reloj bioldgico (Fowler
etal., 1999; Imaizumi, Tran, Swartz, Briggs, & Kay, 2003; Y. H. Song et al., 2012).
Los niveles de expresion de FKF1 y Gl coinciden bajo condiciones de DL, pero no
en dias cortos (Sawa et al., 2007). Por lo tanto, en DL el complejo GI-FKF1 dirige a
las proteinas CDF para la degradacion proteosémica mediada por su ubiquitinizacion
(Imaizumi etal., 2005), obteniéndose asi la expresion elevada de CO en estas

condiciones.
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e Regulacion postraduccional de CO

La regulacion postraduccional de CO es realizada principalmente por un
complejo de proteinas que ubiquitinizan a CO para su degradacion en el proteosoma
durante la fase oscura (Jang et al., 2008; C. Lin & Shalitin, 2003; L. J. Liu et al.,
2008; Saijo et al., 2003). Esta regulacién nocturna es importante para prevenir la
floracion bajo condiciones de DC. Asi también, durante las mafanas, otra proteina
ubiquitina ligasa (E3) se une al motivo CCT de CO para degradarlo (Lazaro,
Valverde, Pifieiro, & Jarillo, 2012) (Figura 5).

Dias largos Dias cortos

1) Elreloj circadiano y la luz regulan la transcripcion de CO
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Figura 5. Regulacion de la expresion de CO y FT en dias largos y cortos en A. thaliana. La
expresion de CO esté regulada por el reloj biolégico y la sefial luminosa. 1) La proteina Gl presenta
una expresion ritmica la cual coincide bajo fotoperiodos de DL con la presencia del fotorreceptor
FKF1, la formacion del complejo GI-FKF1 degrada a una familia de represores CDFs permitiendo
que CO se exprese antes del atardecer. Sin la intervencién del complejo, CO solo se expresa
durante la noche. 2) La proteina CO es estabilizada por la luz (azul y roja lejana) a través de la
accion de CRYA1/2 y PHYA mientras que PHYB lo desestabiliza en presencia de luz roja al igual
que durante la fase oscura, mediada por un complejo de Ubiquitinas Ligasas E3 que degrada a CO.
La combinacion de la regulacién transcripcional y postraduccional permite que CO induzca la
expresion de FT y por lo tanto la promueva la floracion solo en DL.
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Existen dos fotorreceptores de luz roja/roja lejana, el fitocromo A (PHYA) y el
PHYB que regulan de manera contrapuesta la estabilidad de la proteina CO
(Valverde etal., 2004). PHYB degrada a CO por las mafianas en presencia de luz
roja (600 a 700 nm). Por otro lado, la luz roja lejana (700 a 800 nm) y azul (400 a
500 nm) permiten la acumulacion de CO en las ultimas horas de la tarde en DL, lo
que desencadena en la expresion de FT al anochecer. PHYA estabiliza a CO en
presencia de la luz roja lejana especificamente al atardecer (Valverde et al., 2004).
También estan presentes dos fotorreceptores de luz azul denominados criptocromos 1
(CRY1) y CRY2, que se fosforilan en presencia de luz azul y una vez activados
participan en la estabilidad de la proteina CO mediante la interrupcion de la
formacion del complejo proteico encargado de degradar a CO (Lian et al., 2011; Bin
Liu, Zuo, Liu, Liu, & Lin, 2011; Zuo, Liu, Liu, Liu, & Lin, 2011). Si bien, CRY1y
CRY2 se expresan constitutivamente a lo largo del dia, la presencia de la luz azul al
atardecer permite que actien como represores de la degradacion de CO en DL. Estos
mecanismos de regulacion transcripcional y postraduccional aseguran que CO active

la expresion de FT solamente durante dias largos.
¢ Reloj biol6gico en Arabidopsis

Como ya se ha mencionado, varios de los genes implicados en la floracion
fotoperiddica de las plantas presentan una expresion circadiana. Por lo tanto, el reloj
bioldgico constituye una parte importante de esta via de induccién floral. El reloj
biolégico en Arabidopsis se encuentra compuesto principalmente por tres bucles de
retroalimentacion negativa interconectados que contienen genes que son expresados
en distintos momentos a lo largo del dia: el bucle central, el bucle de la mafiana y el
bucle de la noche (Shim & Imaizumi, 2015) (Figura 6).

El bucle central consta, por un lado, de dos factores de transcripcion del tipo
MYB estrechamente relacionados: CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCAl)y
LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY) (Schaffer etal., 1998; Z. Y. Wang &
Tobin, 1998); y por otro lado de TOC1 (0 PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 1
[PRR1]). Los patrones de expresion de CCA1/LHY y TOC1 son opuestos, es decir,
CCAL/LHY presenta un nivel maximo de expresion al amanecer mientras que TOC1
al anochecer. Esto se debe a que CCAL/LHY actua como represor de TOC1 (Alabadi
etal., 2001), y ésta a su vez como represor de CCA1/LHY (Gendron et al., 2012). El
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resto de los componentes del reloj biolégico (como parte del bucle de la mafiana o de

noche) son necesarios para mantener la expresion circadiana de CCAL/LHY y TOC1.

Bucle de la noche

Bucle de la mafana

Bucle central

Figura 6. Red de regulacion de los genes componentes del reloj biolégico en A. thaliana. A)
Perfiles de expresion diaria de los genes componentes del reloj bioldgico. Los niveles de expresion
se trazan a intervalos de 4 h a lo largo del dia, considerando como 0 h el amanecer (fondo blanco) y
las 12 h como el atardecer (fondo gris). B) Representacion de los tres bucles de retroalimentacion y
sus interacciones. El bucle del mafiana constituido por PRR7/9 y LHY/CCAL (fondo amarillo); el
bucle central, LHY/CCAL y TOC1 (fondo gris) y el bucle de la noche integrado por TOC1, Gl y el
complejo nocturno (CN) formado por ELF4/3 y LUX. La induccidn de la expresion de un gen esta
representada como una linea con terminacion en una flecha, mientras que la represién de la
expresion se indica como una linea con terminacion en una barra.
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El bucle de la mafiana conecta los componentes del reloj, tanto los que se
expresan a las mafianas con los de la tarde, en donde CCA1/LHY induce
principalmente la expresion de PRR9 y PPR7 (Farre, Harmer, Harmon, Yanovsky, &
Kay, 2005; Nakamichi et al., 2007). Si bien los picos de expresion de PRR9 y PRR7
son diferentes durante la mafiana, ambos codifican factores de transcripcion que se
unen en los promotores de CCA1 y LHY reprimiendo su expresion (Nakamichi et al.,
2010), por lo que la cantidad de CCAL/LHY va disminuyendo hacia la tarde. Debido
a que CCAL/LHY reprimen a los genes que se expresan durante la tarde (como PRR5
y Gl) (K. Lee etal., 2005) y los de la noche (como TOC1, LUX ARRHYTHMO
[LUX], EARLY FLOWERING 4 [ELF4]) (M. R. Doyle etal., 2002; Hazen etal.,
2005), su disminucion hacia la tarde permite que se expresen estos genes reprimidos.

Por otro lado, durante la noche, TOC1 actia como represor de PRR9, PRR?7,
LUX, ELF4 y a si mismo (Huang et al., 2012). Tanto ELF4 como LUX son capaces
de formar un complejo nocturno (CN) gracias a la interaccién de una proteina
adaptadora, ELF3 (Herrero et al., 2012). Este complejo nocturno se une al promotor
de PRR9 suprimiendo su expresion, permitiendo que se induzca CCA1 y LHY hacia
el amanecer (Chow, Helfer, Nusinow, & Kay, 2012; Herrero et al., 2012). Ademas,
en el bucle de la noche ocurre la represion de Gl (Huang et al., 2012), que junto con
la represion de ésta por la mafiana debido a CCALl y LHY, GI presenta una expresion
circadiana con un nivel maximo antes del anochecer, el cual coincide con la
expresion y activacion de FKF1 bajo condiciones de DL modulando la expresion
ritmica de CO. De esta manera se integran la via de sefializacion dependiente de la
luz con el reloj bioldgico.

1.5. Plantas de Dias Cortos:

1.5.1. Arroz (Oryzasativa L.)

e Laviadel fotoperiodo

Otra planta modelo utilizada para la elucidacion de mecanismos moleculares de
control del tiempo de floracion es el arroz, una planta monocotiledonea. A diferencia
de lo que ocurre en Arabidopsis, en el arroz la respuesta fotoperiddica es opuesta, es
decir, bajo condiciones de dias largos se retrasa la floracion aproximadamente 30
dias, y bajo condiciones de dias cortos se acorta el tiempo de floracion (Hayama,

Yokoi, Tamaki, & Yano, 2003). Otra caracteristica de las plantas de dias cortos es
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que miden la duracién de la noche y no de la duracion de las horas de luz como las
plantas de dias largos, por lo que se puede retrasar el tiempo de floracion mediante la
aplicacion un pulso de luz en el medio de la noche (interrupcién nocturna).

La via GI-CO-FT que se encuentra en Arabidopsis presenta su contrapartida en el
arroz compuesto por OsGI (Oryza sativa - GIGANTEA), HEADING DATE 1 (Hdl) y
HEADING DATE 3a (Hd3a), respectivamente (Hayama et al., 2003; Izawa et al.,
2002; Yano etal.,, 2000). En el genoma del arroz se encuentran varios genes
paralogos (genes que se originaron mediante la duplicacién dentro del genoma) de
FT: ademés de Hd3a, RICE FLOWERING LOCUS T 1 (RFT1) y FT-LIKE 1 (FTL1)
son capaces de promover la floracion cuando se encuentran altamente expresados al
amanecer en condiciones de DC, a diferencia de lo que ocurre con el gen FT de
Arabidopsis que se encuentra altamente expresado a la media noche bajo
fotoperiodos inductivos (Izawa et al., 2002; Kojima et al., 2002; Matsubara et al.,
2012).

El gen Hd1 se identificd inicialmente como un locus cuantitativo de respuesta al
fotoperiodo, altamente homdlogo a CO (Yano et al., 2000), lo cual supondria que
funciona como un factor de transcripcion. Sin embargo, no existe una evidencia de
que tenga una interaccion directa con el promotor de Hd3a. A diferencia de CO, Hd1l
promueve la floracion en DC vy la reprime en DL (lzawa et al., 2002; Yano et al.,
2000) (Figura 7). Los niveles de ARNm de Hd1 alcanzan su maxima expresion a la
media noche (asi como ocurre en Arabidopsis), y los niveles de Hd3a presentan un
maximo aproximadamente 6 a 8 h después del pico de expresion de Hdl, es decir,
hacia la mafana (Hayama et al., 2003; Ishikawa et al., 2005; X. Lin, Yamamoto,
Sasaki, & Yano, 2000). En condiciones de DL, la presencia de la luz en el momento
de la expresion de Hd1 hace que la proteina actie como represor de Hd3a ya sea
modificando directamente la actividad de Hd1 o alguna otra proteina que interactla
con Hd1 (Ishikawa et al., 2011). Con respecto a la via GI-FKF1-CDFs que regula la
expresion de CO, en arroz, las proteinas OsGl y OsFKF1 pueden interactuar entre si
y con una proteina CDF, denominada OsDOF12, de manera similar a sus homélogos
de Arabidopsis (Han, Yoo, Lee, An, & Paek, 2015; D. Li etal., 2009). La
sobreexpresion de OsDOF12 aumenta la transcripcion de Hd3a en DL (D. Li et al.,
2009). Se evidencié ademas que OsGl actda como inductor de Hd1 sin importar la
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duracién del dia (Hayama et al., 2003). Sin embargo, con OsFKF1 y OsDOF12 los
niveles de Hd1 no sufrieron alteraciones, por lo que la accion de ambos genes en la
floracién es diferente a la que presenta sus homologos en Arabidopsis (Han et al.,
2015; D. Li etal.,, 2009). En cuanto al patron de expresion ritmica de OsGl y
OsFKF1 fueron similares a Arabidopsis con un pico antes del anochecer (Hayama
et al., 2003; Murakami, Tago, Yamashino, & Mizuno, 2007). Debido a que Hd1 se
expresa a la media noche, se ha sugerido que la regulacion de éste es debida a otro
mecanismo distinto al de Arabidopsis. Ademas, la funcién de OsDOF12

aparentemente es opuesta a los CDFs de Arabidopsis, promoviendo la floracion.
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Figura 7. Red molecular de regulacién de Hd3a/RFT1 en el arroz. En condiciones de DC, la
proteina OsGI activa la expresion de Ehdl de dos maneras, primero a través del factor de
trascripcion OsMADS51 y otra dependiente de la sefial luminosa (luz azul), y Ehdl induce la
expresion de los florigenes Hd3a y RFT1. OsGl induce la expresion de Hd1 independientemente de
la duracidn del dia mediante un mecanismo aln no dilucidado, mientras que Hd1 bajo DC induce la
expresion de Hd3a, pero bajo DL lo reprime. Asi también, bajo DL, la presencia de la luz roja 'y de
la proteina Ghd7 reprimen la expresion de Ehd1 de manera que no puede inducir la expresion de
los florigenes. Circulos naranjas: inductores de la floracion; azules: represores de la floracion;
verdes: florigenes. La induccion de la expresion de un gen estd representada como una linea
continua con terminacion en una flecha, mientras que la represion de la expresion se indica como
una linea continua con terminacién en una barra, la linea en puntos indica que ain no se sabe el
mecanismo de dicha regulacion. Condiciones de dias cortos: panel izquierdo; dias largos (panel
derecho).
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En el caso particular de OsGl y OsFKF1, se observd también que son capaces de
regular otros genes especificos que modulan el tiempo de floracion que no presentan
ortdlogos en Arabidopsis (Han etal., 2015; L. K. Song, Lee, Hyo, Hong, & An,
2007). La floracion en el arroz no requiere Unicamente de la via de sefializacion
OsGl-Hd1-Hd3a. Otra forma de inducir a los florigenes es a través del gen EARLY
HEADING DATE 1 (Ehd1), que codifica un regulador de respuesta del tipo B capaz
de unirse al ADN; gue no presenta homologo en Arabidopsis y aparentemente solo se
encuentra en arroz (Doi et al., 2004). Ehd1 promueve la floracién bajo fotoperiodos
de DC y DL al activar la transcripcion de Hd3a y RFT1, a diferencia de Hd1 que
induce la floracién solo en DC y no en condiciones de DL, donde actia como
represor (Doi et al., 2004). Ehd1 presenta dos picos de expresion, antes y después de
amanecer (Doi et al., 2004). OsGl es capaz de activar la expresion de Ehdl de dos
maneras: primero, a través de la expresion de un factor de transcripcion denominado
OsMADS51, que promueve la expresion de Ehd1 solo en condiciones de DC (L. K.
Song et al., 2007) y otra dependiente de la sefializacion de la luz azul y OsGI que
activa la expresion de Ehdl al amanecer (Itoh, Nonoue, Yano, & lzawa, 2010). La
expresion de Ehdl se encuentra doblemente regulada por OsGl, que es importante
para formar una respuesta en funcion a la duracion del dia.

Los represores de Ehd1 son también necesarios para el control del fotoperiodo,
entre los cuales se destaca GRAIN NUMBER, PLANT HEIGHT, AND HEADING
DATE 7 (Ghd7) que codifica una proteina con domino CCT y se expresa en
condiciones de DL (Matsubara et al., 2012). Bajo DL, la expresion de Ghd7 es alta
por las mafianas y es suficiente para reprimir la transcripcion de Ehdl y retrasar la
floracién. Pero a medida que aumenta el periodo de oscuridad, Ghd7 disminuye su
expresion por las mafanas impidiendo que reprima a Ehdl (ltoh etal., 2010). La
expresion de Ghd7 también se reduce en plantas que tuvieron un pulso de luz a la
media noche (denominado interrupcion nocturna) que convierten a los fitocromos a
su forma inactiva (Ishikawa et al., 2005; Osugi, Itoh, Ikeda-Kawakatsu, Takano, &
Izawa, 2011). De esta manera el modelo de coincidencia externa podria aplicarse al
arroz: las expresiones de Hd1 y Ehd1 reguladas por el reloj biolégico y la sefal de
luz externa mediada por los fitocromos generan la respuesta especifica a la duracién
del dia (Tsuji, Tamaki, Komiya, & Shimamoto, 2008).
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1.5.2. Soja (Glycine max L. Merr.)
e Lavia del fotoperiodo en Soja

La soja es una planta dicotiledénea de floracion temprana en DC al igual que el
arroz, pero filogenéticamente no se encuentran relacionados. Siguiendo como
modelo de regulacion de la floracion la via de GI-CO-FT de Arabidopsis, se
identificaron en el genoma de la soja 10 genes homologos a FT de Arabidopsis que
se agruparon en cinco pares en distintas regiones cromosomicas. De todos los
candidatos, dos de ellos presentaron respuestas fotoperiddicas, denominados
GmFT5a (Glycine max FT 5a) y GmFT2a; ambos presentaron patrones de expresion
diurnos, aproximadamente 4 h luego del inicio de la fase luminosa similar al de arroz
(Kong et al., 2010). Bajo fotoperiodos de DL presentan una expresion baja y por lo
tanto una floracion tardia. Mediante la expresion heteréloga de estos genes en plantas
transgénicas de Arabidopsis, se corroboré que ambos lograron reducir el tiempo de
floracion (Kong et al., 2010) (Figura 8).

Posteriormente se identificaron a GmFT4 y GmFT1a que presentaban una alta
expresion bajo DL mostrando un ritmo diurno de expresién; no asi en DC (W. Liu
et al., 2018; Zhai et al., 2014). La sobreexpresién de GmFT1la o GmFT4 retrasaron la
floracion en plantas transgénicas de soja y Arabidopsis respectivamente (W. Liu
et al., 2018; Zhai et al., 2014). El equilibrio de estos dos factores determina el tiempo
de floracién en la soja (GmFT1a/4 vs GmFT2a/5a).

Asi también, se encontraron 26 homologos de CO (GmCOL) en el genoma de la
soja, de los cuales dos pares homoOlogos GmCOL1a/GmCOLlb vy
GmCOL2a/GmCOL2b, mostraron la mayor similitud de secuencia con respecto al de
Arabidopsis. La abundancia de ARNm de GmCOL1a y GmCOL1b fue mayor en DC
y se alcanzd un pico al amanecer (no como sus homélogos de arroz y Arabidopsis)
con un aumento en la expresion de GmFT5a. En contraste, la abundancia de ARNm
de GmCOL2a y GmCOL2b fue significativamente menor (Wu et al., 2014). Aunque
la sobreexpresion de estos genes en Arabidopsis pudo suplir la funcion de CO (Wu
etal., 2014), cuando fueron sobreexpresados en soja retrasaron la floraciéon en DL,
reprimiendo la expresion de GmFT5a y GmFT2a y promoviendo la expresion de

GmFT4, conduciendo a una floracion tardia en condiciones de DL (D. Cao etal.,



26

2015; Wu etal., 2019). Hecho que se asemeja mas a la regulacién bifuncional

mediada por Hd1 del arroz dependiendo de la duracion del dia.

L L

DC

Figura 8. Propuesta de red molecular que regula el tiempo de floracién en la soja. Bajo
condiciones de DC (lzquierda), el gen E1 estd regulado a la baja, debido a que los loci E4
(GmPHYAZ2) y E3 (GmPHYAL) estdn ausentes; y la expresion circadiana de E2 (GmGIla/GmGI3)
no coincide con exposiciones a la luz azul; por lo que se eleva la expresion de GmFT2a y GmFT5;
y disminuye GmFT4 y GmFT1a, induciendo la floracion. Asi también GmCOL1a/b podrian actuar
como inductores de la floracion en DC. En condiciones de DL (Derecha), la expresion de E1
aumenta debido a E4, E3 y E2; el E1 puede suprimir los niveles de GmFT2a y GmFT5a; vy el
aumento de GmFT4 y GmFTla, lo que lleva a una floracién tardia, mientras que GmCOL1a/b
podrian actuar como represores de la floracion. La induccion de la expresion de un gen esta
representada como una linea continua con terminacion en una flecha, mientras que la represion de
la expresion se indica como una linea continua con terminacion en una barra. Circulos naranjas:
inductores de la floracion; azules: represores de la floracion; verdes: florigenes

Ademas de estudios basados en busqueda de homologos de genes conocidos en
Arabidopsis, se han identificado 10 loci de madurez de la serie E que estan
implicados en la diferencia en el tiempo de floracion entre las variedades de soja; de
los cuales, cinco genes, E1, E2, E3, E4, E7 y E8 estan relacionados con la
sensibilidad al fotoperiodo en diferentes condiciones de luz (Buzzell, 1971; Buzzell
& Voldeng, 1980; Cober, Tanner, & Voldeng, 1996; McBlain, Bernard, Cremeens,
& Korczak, 1987). Sin embargo, no esté claro como los loci E7 y E8 contribuyen a la
respuesta fotoperiddica.

En el caso del locus E1 codifica un probable factor de transcripcién con una sefial
de localizacion nuclear y una region relacionada con un dominio de unién al ADN
denominado B3. Ademas, se cuentan con dos genes homdlogos, E1La y E1Lb. La

expresion de E1, ElLa y E1Lb se suprime en condiciones de DC, pero en DL se
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produce dos picos durante la fase de luz. Estas tres proteinas actian como represores
de GmFT2a y GmFT5a, ya que el silenciamiento de E1 y sus homdélogos causa una
sobreexpresion de GmFT2a y GmFT5a y por lo tanto, una temprana floracién (Xu
et al., 2015). Se ha sugerido que E1 puede regular la expresion de GmFT1a (W. Liu
etal., 2018), sin embargo, se desconoce si esta regulacion es directa o indirecta.
Ademas, E1 induce la expresion de GmCOL1a/b bajo dias largos, pero aun no se
encuentra clara la regulacion de GmCOL1a/b en la expresion de E1 (D. Cao et al.,
2015; Wu et al., 2019). Por otro lado, la regulacion de la expresion de E1 y E1Ls se
encuentra bajo el control de los loci E3 y E4 (Xu etal., 2015). Estos loci fueron
identificados como homologos del fotorreceptor de luz roja/roja lejano fitocromo
PHYA en soja, GmPHYA1 y GmPHYAZ2 respectivamente (Baohui Liu et al., 2008;
Watanabe et al., 2009). El alelo funcional del locus E3 retrasa la floracion en dias
largos en presencia de mas luz roja que roja lejana (R/RL), mientras que el alelo
funcional E4 presenta menor efecto sobre el tiempo de floracion (Cober et al., 1996).

En la soja se encuentran tres genes homodlogos de Gl: GmGI1, GmGI2 y
GmGIla/GmGI3 (F. Li et al., 2013). El locus E2 codifica a uno de los homdlogos de
Gl, GmGla/GmGI3. E2 tiene dos alelos conocidos (Watanabe et al., 2011), el E2
dominante funcional y el e2 recesivo (F. Li etal., 2013; Watanabe et al., 2011). El
alelo E2 codifica una proteina de 1.170 aminodcidos, mientras que el alelo e2
codifica una proteina truncada de 521 aminoacidos. En presencia del alelo e2 se
observa una floracion temprana y una alta expresion de GmFT2a, pero no tiene
efectos observables en la expresion de GmFT5a (Watanabe etal., 2011). Este
resultado sugiere que E2 suprime la floracion en condiciones de dias largos. Ademas,
mediante ensayos de expresion ectopica en mutantes de Arabidopsis con gi-2, E2 no
puede reestablecer la induccion floral, mientras que e2 reestablecio parcialmente,
pero no indujo la floracion en plantas de Arabidopsis con Gl funcional (Y. Wang
etal., 2016). Por lo que GmGI podria actuar en forma diferente al gen Gl de
Arabidopsis y el loci €2 podria tener una funcion distinta a E2 en lugar de ser un
alelo disfuncional.

Adicionalmente, GmGI1 y GmGI2 pueden interactuar con los dos ortélogos de
FKF1 que posee la soja, GmFKF1 y GmFKF2 (F. Li et al., 2013). Asi también con el
homologo de CDF, GmCDFL1, mientras que solo el extremo N-terminal fue suficiente
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para que E2 interactie con GmFKF1 (F. Li etal., 2013), mientras que alelo e2
interactuaba débilmente (Y. Wang etal., 2016). Por lo tanto, se necesitan mas
estudios para resolver esta inconsistencia para una mejor comprension del papel del
gen E2 en el control de la floracion.

Ademés de PHYA, otro importante receptor de las sefiales luminosas en el
modelo de coincidencia externa son los criptocromos, la soja cuenta con seis
homologos de CRY, cuatro son homdélogos de CRY1 (GmCRY1la-d) y dos son de
CRY2 (GmCRY2a-b); donde se observd que GmCRYla promovia la floracion y
presentaba una expresion ritmica diferente de acuerdo con la duracion del dia (Q.
Zhang etal., 2008), no ocurriendo asi con GmCRY2a, el cual se encuentra
relacionado con la senescencia de las hojas dependiente de la luz azul (Meng, Li,
Wang, Liu, & Lin, 2013). Se encontr6é correlacion entre el nivel de acumulacién
proteica de GmCRYla y el tiempo de floracién que podria contribuir con la
adaptacion latitudinal de variedades chinas estudiadas (Q. Zhang et al., 2008). Sin
embargo, no hubo diferencias claras en el nivel de expresion del ARNm, o en las
secuencias de ADNc de GmCRY 1a; por lo que esta diversificacion entre variedades
podria deberse a genes implicados en la regulacion postranscripcionales, traduccion,
o modificaciones postraduccionales (Q. Zhang et al., 2008). Se requieren de mas
estudios para comprender como se modifica la acumulacion proteica de GmCRY1la

que contribuye a la diferencia de floracion entre variedades de soja.

1.5.3. Gloria de la Mafana (Ipomoea nil L. Roth)
e La via del fotoperiodo en Gloria de la Mafiana

Gloria de la mafiana (Ipomoea nil, anteriormente Illamada Pharbitis nil) es una
planta dicotiledénea de DC al igual que el arroz (Jackson, 2009). Se llegd a
identificar inicialmente un gen ortélogo a CO de Arabidopsis en gloria de la mafiana.
La expresion de PnCO fue alta después de una fase oscura de 14 h, pero baja cuando
esta fase fue igual o menor a 12 h (J. Liu, Yu, Mcintosh, Kende, & Zeevaart, 2001).
Por lo tanto, la expresion se encuentra regulada por el fotoperiodo. Mediante la
expresion del gen PnCO funcional en mutante de Arabidopsis con CO no funcional

se pudo restablecer el tiempo de floracion (J. Liu et al., 2001).
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Posteriormente se llegd a caracterizar un gen paralogo a PnCO, denominado
PnCOLL1. El cual también presentaba altas expresiones en DC, pero niveles casi
indetectables bajo periodos de luz continua (S. J. Kim, Moon, Lee, Maeng, & Kim,
2003). Sin embargo, la sobreexpresion de PnCOL1 no logr6 complementar la
funcion de CO en mutantes de Arabidopsis con este gen no funcional (S. J. Kim
et al., 2003).

Gloria de la mafana presenta ademas en su genoma dos homologos de FT,
denominados PnFT1 y PnFT2. Estos genes se expresan solo si el periodo de
oscuridad es lo suficientemente larga (superior a 11 h) independientemente de la
duracién del periodo de luz anterior (Hayama, Agashe, Luley, King, & Coupland,
2007). Ensayos de interrupcién nocturna redujeron su expresion, evitando la
floracién; asi como la sobreexpresion de PnFT1 aceler6 la floracién en DL (Hayama
et al., 2007). EI momento de mayor abundancia del ARNm de PnFTs no se relaciond
con la expresién de PnCO (Hayama et al., 2007). Lo que sugiere la existencia de una
via adicional que controla la expresion de PnFT en la oscuridad, diferente a lo que
ocurre en otras plantas como arroz y Arabidopsis. PnFT podria estar regulado por un
factor de transcripcion diferente, un candidato es FLOWERING-2 (PnFL-2) (K. C.
Kim, Han, Lee, Maeng, & Hur, 2011). El cual se acumula durante periodos de
oscuridad en los cotiledones y hojas, pero esta ausente en otros érganos. EI ARNm
de PnFL-2 comienza a acumularse en los cotiledones luego de 6 h del inicio del
periodo de oscuridad y alcanza un maximo entre 14 y 16 h. La interrupcién nocturna
elimina su acumulacion (K. C. Kim et al., 2011).

Asi también, se logro identificar un gen homologo a Gl en gloria de la mafiana
(PnGl), donde la expresion mostrd ritmos diurnos claros que alcanzaron su punto
méaximo al anochecer en condiciones DC y DL (Higuchi etal., 2011). Mediante
ensayos de sobreexpresion se sugiere que PnGl tiene una funcion inhibitoria de la
floracién (Higuchi etal., 2011). El nivel de expresion de PnCO no cambid
draméaticamente, pero si se redujo la expresion de PnFT1 en lineas transgénica que
sobreexpresaban PnGI en comparacion con las de tipo salvaje (Higuchi et al., 2011).
Mediante los andlisis de mutantes con PnGIl no funcionales podria proporcionar
informacién adicional sobre la relacién de la via GI — CO — FT en gloria de la

manana.



30

Actualmente no se cuenta con informacion sobre la regulacion de PnFT para la
induccion floral en esta planta y también sobre las funciones de otros genes
responsables de la respuesta fotoperiddica, por ejemplo, los criptocromos y
fitocromos ya que se observd la induccion o inhibicion de la floracion bajo
exposiciones de luz azul o roja respectivamente (Yamazaki, Ishii, & Tanaka, 2007).

1.5.4. Sésamo (Sesamum indicum)
e La via del fotoperiodo en sésamo

La floracion en el sésamo es promovida principalmente por fotoperiodos cortos
(Kumazaki etal., 2008). El tiempo de floracién de variedades asiaticas difiere
ampliamente de entre menos de 30 dias a mas de 90 dias (Wei etal., 2015). Sin
embargo, se han realizado pocos estudios para dilucidar el mecanismo molecular en
el control de la floracién. Gracias a la secuenciacion del genoma realizada en el 2013
(H. Zhang et al., 2013) que posteriormente fue mejorada (L. Wang et al., 2016), han
proporcionado secuencias de genoma de referencia de alta calidad y tiles para llevar
a cabo la basqueda de genes componentes del control fotoperiodico en el sésamo y
su posterior caracterizacion. Tal es el caso gque, recientemente se logré identificar y
caracterizar genes homdlogos a CO (Zhou, Liu, Li, Zhang, & Wei, 2018). De los 13
genes similares a CO, dos presentaron la relacion més cercana con CO de
Arabidopsis, denominados SiCOL1 y SiCOL2. En el caso de SiCOL2, el analisis de
secuencia mostré que carecia de uno de los dos dominios caja B. Ademas, el tiempo
de floracion en lineas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresaban SiCOL2 fue
mas largo con respecto a SiCOL1, posiblemente debido a esta diferencia de
secuencias (Zhou et al., 2018). Sin embargo, teniendo en cuenta los antecedentes en
soja, se debe sobreexpresar SiCOL1a y SiCOL1b en sésamo y no en A. thaliana para
conocer su rol en sésamo.

Los niveles de expresion en las hojas se encontraban significativamente mas altas
con un rapido aumento de 14 a 28 dias; siendo 30 dias para la aparicion de botones
florales y 40 dias para la apertura de flores en la variedad en estudio (Zhou et al.,
2018). Tanto SiICOL1 como SiCOL2 presentaron un nivel maximo de expresion en
horas de la noche, aproximadamente dos horas antes del amanecer bajo condiciones

de DL y cuatro horas antes bajo condiciones de DC (Zhou et al., 2018).
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Utilizando una variedad con SiCOL1 intacto y otra con una delecion de 6 pb en la
region codificante, se observé que la variedad con delecion expresa menor nivel de
SiFT en condiciones de DC (Zhou et al., 2018). Por otro lado, en condiciones de DL,
la variedad con delecion presenté mayor nivel de expresion de SiFT sugiriendo que
SiCOL1 acttia como inductor de SiFT en DC y represor en DL, asi como sucede con
Hd1 y Hd3a en arroz. Sin embargo, esta delecion ocurre en un sitio que no involucra
a los dominios conservados por lo que es necesario confirmar si esta delecion
realmente afecta a la funcion de SiCOLL.

En nuestro trabajo previo, identificamos a cuatro genes homdlogos a FT (Lépez,
Sotelo, & lehisa, 2017), por lo que es necesario estudiar la implicancia de los tres
homologos de FT restantes de sésamo sobre la floracion.

Ademas de FT, en nuestro trabajo previo se identificaron genes homdlogos
componentes del reloj biol6gico: se encontraron dos genes homdélogos a Gl (SiGI1y
SiGI2), un gen para LHY/CCAL (SiLHY), dos homdélogos para PRR5 (SiPRR5a y
SiPRR5b), uno para PRR7 (SiPRR7) y dos para TOC1 (SiTOCla y SiTOC1b); y no
se encontraron homologos de PRR3 y PRR9 (Lépez et al., 2017).

La disponibilidad de la secuenciacién del genoma de sésamo nos posibilita
comparar con analogos gendmicos en sus parientes cercanos a través de un enfoque
de gendmica comparativa. Asi también, seria de gran utilidad analizar la expresion
de los probables genes inductores de la floracion y de los genes componentes del
reloj biolégico y la realizacion de ensayos de mutantes con alelos disfuncionales o la
sobreexpresion de estos genes para determinar la funcion de los mismos y tener
indicios de como se regula el tiempo de floracion en el sésamo.

La dilucidacion del mecanismo molecular involucrado en la regulacion del
tiempo de floracion permitiria desarrollar marcadores moleculares para la seleccion
asistida en programas de mejoramiento de cultivos de sésamo con tiempos de
floracibn mas adecuados para cada ambiente. Sin embargo, aun no se han
identificado los genes causantes de esta variacion fenotipica. Mediante el analisis de
expresion de los genes implicados en la floracion y componentes del reloj bioldgico
y la evaluacion del efecto de la interrupcion nocturna sobre la floracion se podria

identificar los candidatos de genes causales de esta alteracion.
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Objetivos
2.1. Objetivo General

- Analizar la diferencia en la via del fotoperiodo entre dos variedades de

sésamo con tiempos de floracion temprana y tardia

2.2. Objetivos Especificos

- Realizar la comparacion de los blogues gendmicos que contienen cada una de
las copias de los genes implicados en la floracion con especies
filogenéticamente cercanas a sésamo

- ldentificar genes candidatos implicados en la induccion de la floracion
mediante el analisis de su expresion entre las variedades de sésamo con
floracion temprana y tardia

- Analizar el nivel de expresion de los genes componentes del reloj bioldgico
en condiciones de dias largos y cortos

- Analizar el efecto de la interrupcion nocturna sobre el tiempo de floracién en

las dos variedades de sésamo
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3. Materiales y Métodos

3.1. Comparacion de las regiones gendmicas que contienen los genes

implicados en la floracion entre las distintas especies

En el trabajo anteriormente realizado se identificaron las secuencias de los
probables genes inductores de la floracién con copias multiples como SiFTs, SiCOs y
SiGls (Lopez et al., 2017). Ubicando estas secuencias en el genoma, se extrajeron los
bloques gendmicos que constan del gen de interés mas 10 genes corriente arriba y 10
genes corriente abajo adyacentes al mismo (Figura 9A). Con las secuencias proteicas
de estos bloques gendmicos se realizd basquedas por similitud reciproca empleando
el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) en el proteoma de: 1)
sésamo para identificar a los blogues que originaron mediante la duplicacion del
genoma completo; y 2) otras especies filogenéticamente relacionadas, como las de
Mimulus guttatus, Olea europea y Solanum lycopersicum (Hellsten et al., 2013;
Unver et al., 2017; Zamir & Giuliano, 2012) para estimar el momento evolutivo de
su origen.

La busqueda por similitud reciproca se realizd primeramente comparando los
genes presentes en los bloques gendmicos del sésamo con el proteoma de las demas
especies o del mismo sésamo mediante BLAST. De este resultado, los dos genes
(considerando la duplicacion del genoma completo) que presentaron mejor similitud
con el de sésamo (utilizado como entrada) fueron utilizados para realizar una
segunda busqueda BLAST en el proteoma del sésamo (Figura 9B) con el fin de
corroborar que la proteina que presenta la mejor similitud en el genoma de sésamo
sea la proteina inicial utilizada como entrada. Solo aquellas secuencias que
presentaron mejor similitud en ambas busquedas (similitud en forma reciproca)
fueron consideradas como pares homdélogos. Se consideraron blogues sinténicos a
aquellos bloques gendémicos donde el orden de los pares homologos permanecia
relativamente conservado, ya que puede haber pequefios rearreglos (pequefias

inversiones o insercion/delecion de genes) (Figura 9C).
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Figura 9. Esquema del proceso de comparacion de las regiones genémicas que contienen los
genes implicados en la floracion entre las distintas especies. A) Esquema de un bloque
gendmico que contiene 10 genes corriente arriba del gen de interés y 10 genes corriente abajo. B)
Busqueda por similitud reciproca. Primero se realiz6 una busqueda BLAST utilizando como
entrada el gen de interés contra el proteoma de otra especie 0 el mismo sésamo. Las dos proteinas
con mejor similitud se utilizaron para realizar una segunda bisqueda BLAST contra el proteoma de
sésamo. Solo aquellas secuencias que presentaron de vuelta una mayor similitud con la proteina de
interés (utilizada como entrada en la primera bisqueda) fueron consideradas como pares
homodlogos (indicadas en cuadro rojo). C) Comparacion de regiones genémicas considerados como
blogues genémicos homologos o sinténicos. Linea discontinua: pares homologos. Los ejemplos de
insercion/delecion (indel) e inversion son indicados. Pentagonos rojos: gen de interés (implicado en
la floracién en el sésamo) utilizado como entrada; pentdgonos naranjas: gen homdlogo en otras
especies (0 en el sésamo) con mejor similitud al de sésamo utilizado como entrada. Pentdgonos
blancos: otros genes no relacionados a la floracién.
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3.2. Medicién del tiempo de floracion

Las semillas de sesamo de las variedades Nueva Escoba Blanca (NEB, con
floracién tardia) y K3 (floracion temprana) fueron provistas por la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Asuncion.

Estas fueron germinadas previamente sobre papel himedo dentro de placas de
Petri dejando incubar a 24 °C en oscuridad por 48 h. Una vez observada la presencia
de las radiculas con una longitud entre 0,5 a 1 cm se realizd el trasplante en macetas
de polipropileno conteniendo Sustrato Carolina Soil (Carolina Soil do Brasil, Rio
Grande do Sul, Brasil).

Las plantas fueron cultivadas bajo condiciones de dias cortos (DC [12 h luz/12 h
oscuridad]) y dias largos (DL [16 h luz /8 h oscuridad]) a 26°C. Las plantas fueron
fertilizadas cada 15 dias para la medicion del tiempo de floracion.

Se registraron el nimero de dias pos-emergencia del cotileddn que transcurrieron
hasta observar macroscépicamente la presencia del primer boton floral (BF) y la
apertura de la primera flor en las plantas (AF). Considerando a esta ultima como el
dia de floracion. Se evaluaron seis individuos para cada variedad. Los datos fueron
comparados mediante el analisis de varianza (ANOVA) entre fotoperiodos y

variedades.

3.3. Andlisis de expresion circadiana de los probables genes inductores de la

floracion

Se realiz6 la colecta de las hojas de ambas variedades bajo condiciones de DL, a
los 30 dias pos-emergencia, con intervalos de cuatro horas durante 24 h.
Considerando como tiempo cero el inicio de la fase de luz (momento en el que se
enciende la luz), se obtuvieron muestras a las 0, 4, 8, 12, 16, 20 y 24 h. Las plantas
fueron fertilizadas cada siete dias.

Las hojas colectadas fueron inmediatamente congeladas en nitrégeno liquido y se
procedio a la maceracion y posterior extraccion de ARN utilizando el reactivo de
Trizol® (Invitrogen, E.E.U.U.) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se
determino mediante la lectura de la absorbancia de 220 a 330 nm, la concentracion
de ARN (ng/ul) y su pureza con las relaciones a 260 nm/280 nm y 260 nm/230 nm.
Se utilizaron tres réplicas bioldgicas para cada tiempo por variedad.
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Una vez corroborada la calidad del ARN, se realizd la sintesis de ADNc
mediante la transcripcion inversa de 1 pg de ARN utilizando la transcriptasa inversa
del virus de leucemia murina de Moloney (M-MLV) (Promega, E.E.U.U.) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Posteriormente se realizo la dilucion de las
muestras 1:4 del ADNCc sintetizado.

Para la cuantificacion de los productos de amplificacion por PCR en tiempo real
se utiliz6 SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, EEUU). Se
emplearon cebadores especificos para los genes SiFTL, SiCOL y SiGl que ya se
habian disefiado en el trabajo anteriormente realizado (Lopez et al., 2017). Se realizd
el redisefiado para los genes SIFTL3, SiFTL4, SiGI1 y SiGI2 utilizando el programa
Primer3Plus (http://primer3plus.com/) con los siguientes parametros: el rango del
tamafo de los productos fue de entre 100 — 200 pb, el rango del tamafio de los
cebadores fue de entre 18 — 27 pb (6ptimo de 20 pb), la temperatura de
desnaturalizacion fue de entre 57 — 63 °C (6ptimo de 60 °C) y el porcentaje de GC
(Guanina y Citocina) fue de entre 20 — 80 % (6ptimo de 50%). Se comprobé su
especificidad mediante una PCR convencional en tiempo final. Las secuencias de los
cebadores utilizados se encuentran en la Tabla 1.

Se obtuvieron los valores de ciclos de cuantificacion (Cq, cycle quantification)
que genera el termociclador StepOnePlus™ RealTime PCR Systems (Thermo Fisher
Scientific). Se utilizo como gen de referencia ADENINA
FOSFORRIBOSILTRANSFERASA (SIAPT) debido a su alta estabilidad en la
expresion en estas condiciones segun estudios previos (LOpez et al., 2017). Se
calcul6 el nivel de expresion relativa utilizando el método de 229 donde ACq es la
diferencia del Cq del gen de interés y el del gen de referencia de la misma muestra.
El analisis estadistico utilizado fue la prueba t de Student para muestras

independientes suponiendo varianzas iguales.
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I(\jl;m(?err? gelnl?)r?g gzlnseé;]aerlm Secuencia 5”-3 Referencia
SFTLL | SIN 1006320 | | COCCCTCCCAAGTACTCARC [\ ooy ot sony)
SFTL2 | SN 101005 | | COCCTCCCCAAGTIGCTAAT [\ oo o sony)
SIFTL3 SIN_1013026 ; éii’:i?ggigggg}réggﬁ_?; Presente trabajo
SiFTL4 SIN_1001827 ; ﬂigg?g%?@ﬁ?&%ﬁ?g (Lopez et al., 2017)
scotia | sw_iowees || TSTTICTOCANCOATGOAT | (e 2517
SiGI1 SIN_1015799 ; $$$Z¢££%$$Zgég§é;%ié Presente trabajo
SiGI2 SIN_1007477 ; i‘?(?ﬁé‘?éé@cﬁggéiﬁilgﬁgA Presente trabajo
sun | onioers [T ATOCCRACCTEAMGCTCAT | pezcid 2017
serer | snos | £SCCATCCACHAMANCORGET | (Liper ol 547
SiPRRb5a SIN_1005900 ; ?éXI:ETC:TfC:%iAC\;;C?FCC:LCTC:Te\FL Presente trabajo
SPRRSD | SIN 1009237 | [ CATCCCCAAGCACCTGTAAT [ ooy it ao1y)
SiTOCla SIN_1017486 ; ?;é;g%%%g%iﬁig%&% Presente trabajo
SiTOC1b SIN_1005989 ; ?gﬁgiﬁﬂg%g%%gﬁgm Presente trabajo
sapr | s [T TICCCAATCOACARSCRTT Lol 207

3.4. Andlisis de expresion de los probables genes inductores de la floracion

en distintos estadios del desarrollo

Se realizé el analisis de expresion de los probables genes SiFTs, SICOL y SiGls a

los 10, 20 y 30 dias pos-emergencia bajo condiciones de DC y DL. Las muestras

fueron colectadas alas 0, 4,8y 12 h.

La extraccion, amplificacion y analisis de expresién se realizd segun la

metodologia antes mencionada (Seccion 2.3.).
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3.5. Determinacion del nivel de expresion de los genes componentes del reloj

bioldgico

Para el analisis de los genes componentes del reloj bioldgico del sésamo, se
extrajo ARN a partir de hojas de plantas desarrolladas a los 20 dias pos-emergencia
bajo condiciones de DC y DL. Las muestras fueron colectadas a las 0, 4, 8 y 12 h.

La extraccion, amplificacion y analisis de expresion se realizd segun la
metodologia antes mencionada (Seccion 2.3.). Los cebadores utilizados para la
amplificacion fueron disefiados en el trabajo anteriormente realizado (Lépez et al.,
2017) y para los genes SiPRR5a, SiTOCla y SiTOC1b fueron redisefiados segun la
metodologia antes mencionada (Seccién 2.3.). Las secuencias de los cebadores se

encuentran en la tabla 1.

3.6. Andlisis del efecto de la interrupcion nocturna sobre el tiempo de
floracion en las dos variedades

Se cultivaron las dos variedades de sésamo en condiciones de 12 h luz/12 h
oscuridad y con un estimulo de 2 h de luz en el medio del periodo correspondiente a
la oscuridad (Figura 10). Es decir, se expusieron a 12 h de luz, seguida por 5 h de
oscuridad, 2 h de luz y finalmente 5 h de oscuridad. El tratamiento se realizd
diariamente desde la emergencia de la planta hasta llegar a la floracion, registrando
el dia de aparicion del primer boton floral y el tiempo de floracién para cada planta.
Las plantas fueron fertilizadas cada 15 dias. Se evaluaron seis individuos para cada
variedad. Los datos fueron comparados mediante el analisis de varianza (ANOVA)
con los tiempos de floracion bajo condiciones de dias cortos y largos; y entre

variedades.

0 4 8 12 16 20 24

Figura 10. Ensayo de interrupcion nocturna. Las plantas fueron cultivadas bajo 12 h luz/12 h
oscuridad con una interrupcion de 2 h de luz a la noche. La barra blanca indica la presencia de luz,
y las barras negras, la de oscuridad.
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4. Resultados
4.1. Comparacion de las regiones gendmicas que contienen a los probables
genes inductores de la floracion en sésamo y en otras especies de
Astéridas
En un estudio previo se ha identificado la presencia de mdultiples copias en el
genoma del sésamo de los probables genes inductores de la floracion (Lépez et al.,
2017). Mediante la comparacién de los bloques gendmicos que contienen cada una
de las copias de estos genes en el sésamo y especies filogenéticamente cercanas es
posible inferir cuales de las copias pudo estar presente en el ancestro comun de las
Astéridas y que probablemente haya conservado su funcion como regulador de la

floracion.

4.1.1. Comparacion de regiones genémicas que contienen a las copias de
FT

Se identificaron los bloques sinténicos entre seésamo, M. guttatus, O. europea
(olivo) y S. lycopersicum (tomate) que contienen a los genes FT. Para el bloque
correspondiente al gen SiFTL1 (anteriormente descrita como SiFT por Zhou y cols.
[Zhou et al., 2018]) del sésamo se encontrd un bloque sinténico dentro del genoma
del sésamo que probablemente es el producto de la duplicacion del genoma
completo. Sin embargo, no se encontrd un gen homologo a FT dentro de este bloque.
Los blogues sinténicos entre sésamo y M. guttatus se encuentran altamente
conservados, observandose pequefias inversiones (en el orden de los genes) y algunas
inserciones o deleciones de los genes (Figura 11). En este bloque sinténico de M.
guttatus se encontro el gen MgFTL1, el homologo de SiFTL1/SiFT. En el genoma de
olivo, se encontraron dos bloques sinténicos: uno conteniendo el gen OeFTL2 y otro
que contiene OeFTL1 (Figura 12). Ambos bloques de olivo presentaron menor grado
de conservacion al comparar con el de sésamo, principalmente el correspondiente a
OeFTL1. Al igual que en el olivo, en el genoma de tomate se encontraron dos
bloques sinténicos al de SiFTL1 de sesamo: uno que contiene tres copias de FT en
tandem (SIFTL2, SIFTL5 y SIFTL6) y otro que contiene SIFTL1 (Figura 13). Este
ultimo blogue solo presenta dos genes (incluyendo SIFTL1) en comun con el bloque
de sesamo por lo que no fue considerado como sinténico con el de sésamo. La

presencia de genes homdlogos a SiFTL1 en los mencionados bloques de las especies
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filogenéticamente relacionadas indicaria que esta copia ya se encontraba presente en

el ancestro comun de las Astéridas (Tabla 2).

Cabe mencionar que en M. guttatus se identificaron dos genes adicionales
homdlogos a SiFTL1, MgFTL2 y MgFTL3; dispuestos en tindem en el genoma, pero
no se encontrd un bloque sinténico a este en el genoma del sésamo. Por otro lado, no
se pudo armar el blogue sinténico para el gen OeFTL3, que también presento una alta
identidad con SiFTL1, debido a que se encuentra en un scaffold ain no ensamblado
en el genoma de O. europea y no posee la cantidad suficiente de genes adyacentes.

SiFTL1

Sésamo (Si_chr7)

Mimulus (Mg_scaffold_6) MgFTL1

Figura 11. Bloques sinténicos entre sésamo y Mimulus que contienen las copias de SiFTL1 y
MgFTL1. Los pentagonos rojos indican genes homologos a FT, SiFTL1 (SIN_1009320) y MgFTL1
(Migut.F01843.1), los pentagonos blancos indican genes homdlogos que se encuentran en ambas
especies y los pentagonos grises son genes que no presentaron homologia dentro del bloque

comparado. Los pares homologos se encuentran indicados con lineas.
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Figura 12. Bloques sinténicos entre sésamo y olivo que contienen las copias de SiFTLI,
OeFTL1y OeFTL2. Los pentadgonos rojos indican genes homdlogos a FT, SiFTL1 (SIN_1009320),
OeFTL1 (Oeu062033.1) y OeFTL2 (0Oeu007682.1), los pentadgonos blancos indican genes
homdlogos que se encuentran en ambas especies y los pentdgonos grises son genes que no
presentaron homologia dentro del bloque comparado. Los pares homologos se encuentran

indicados con lineas.
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Tomate SIChr11

SIFTL6 SIFTLS SIFTL2

Sésamo SiChr07 SiFTL1

- DD D}
Tomate SIChr03 SIFTL1

Figura 13. Bloques sinténicos entre sésamo y tomate que contienen las copias de SiFTL1 y sus
homoélogos en tomate. Los pentagonos rojos indican genes homologos a FT, SiFTL1
(SIN_1009320), SIFTL1 (Solyc03g063100.2.1), SIFTL2 (Solyc11g008640.1.1), SIFTL5
(Solyc119008660.1.1) y SIFTL6 (Solyc11g008650.1.1), los pentagonos blancos indican genes
homélogos que se encuentra en ambas especies y los pentdgonos grises son genes que ho
presentaron homologia dentro del bloque comparado. Los pares homélogos se encuentran indicados
con lineas.

Tabla 2. Presencia de las diferentes copias de FT en los blogues sinténicos de
sésamo y otras especies pertenecientes al clado Astéridas

Sésamo Mimulus Tomate Olivo
SiFTL1 . OeFTL2
(SIET) X MgFTL1 SIFTL2/5/6 OeETLLt
SiFTL2/3 X X X X
SiFTL4 X MgFTL4 X X

“Estos tres genes se encuentran en tandem sobre el mismo cromosoma.
fEste gen se encuentra en una region gendmica diferente a la de OeFTL2.

En el caso del gen SiFTL4, se identifico un bloque sinténico dentro del genoma
del sésamo. Sin embargo, no se encontré un homdlogo de FT dentro del bloque. En
cuanto a su homélogo en M. guttatus, se encontr6 en el blogue sinténico al bloque de
sésamo que contiene al gen SiFTL4 (Figura 14). Se observa una moderada
conservacion entre los blogues con algunas inserciones y deleciones de genes. No se
encontraron genes ortélogos a SiFTL4 y bloques sinténicos al blogue que contiene a
SiFTL4 en el genoma del olivo. En el tomate, se identificd un blogue sinténico, pero
no se encontro el ortdlogo de SiFTLA4. Estos resultados sugieren que esta copia de FT
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estuvo presente en el ancestro comun del género Sesamum y Mimulus, pero ausente

antes de la separacion con el género Olea.
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Figura 14. Bloques sinténicos entre sésamo y Mimulus que contienen las copias de SiFTL4,
MgFTL4. Los pentagonos rojos indican genes homologos a FT, SiFTL4 (SIN_1001827) y MgFTL4
(Migut.M00905.1.), los pentadgonos blancos indican genes homdlogos que se encuentran en ambas
especies y los pentdgonos grises son genes que no presentaron homologia dentro del bloque
comparado. Los pares homologos se encuentran indicados con lineas.

En cuanto a los genes SiFTL2 y SiFTL3, se encuentran dispuestos uno al lado del
otro en el genoma de sésamo sugiriendo una duplicacion en tandem. Se identifico un
blogue sinténico dentro del genoma de sésamo, pero no se encontré un gen
homdlogo a FT. También se logré identificar bloques sinténicos en M. guttatus y
tomate, pero no en el olivo. Sin embargo, no se encontraron genes ortélogos a
SIFTL2 y SIFTL3 en estos bloques de M. guttatus y tomate (Figura 15). Esto sugiere
que las copias de SIFTL2 y SiFTL3 se formaron posterior a la separacion del género

Sesamum y Mimulus.
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Figura 15. Bloques sinténicos entre sésamo y Mimulus que contienen las copias de SiFTL2 y
SIiFTL3. Los pentagonos rojos indican genes homologos a FT, SIFTL2 (SIN_1013025) y SiFTL3
(SIN_1013026), los pentagonos blancos indican genes homélogos que se encuentran en ambas
especies y los pentagonos grises son genes que no presentaron homologia dentro del bloque
comparado. Los pares homélogos se encuentran indicados con lineas.
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4.1.2. Comparacion de regiones genémicas que contienen a las copias de
CO

Zhou y cols. han denominado a las copias de CO de sésamo como SiCOL1 y
SiCOL2 (Zhou et al., 2018). En el andlisis intra-gendmico de sésamo realizado en
este trabajo, se observd una moderada conservacion entre los bloques gendmicos de
SiICOL2 y SIiCOL1 (Figura 16). Presenta pocas inversiones de genes, asi como
inserciones y deleciones genes que no presentan homologos dentro de la region
gendémica comparada. Esto podria sugerir que el origen de una de las copias es
debido a la duplicacion del genoma completo que ha experimentado el sésamo. Por
esta razon en el presente trabajo se denomina SiCOLla a SiCOL2 y SiCOL1b a

SiCOL1.

Sésamo SiChr09 SiCOLla

Sésamo SiChr08 SiCOL1b

Figura 16. Bloques sinténicos entre sésamo que contienen las copias de SiCOL1a y SiCOL1b.
Los pentagonos rojos indican genes homdlogos a CO, SiCOLla (SIN_1004896) y SiCOL1b
(SIN_1019889), los pentagonos blancos indican genes homdlogos que se encuentran en ambas
especies y los pentagonos grises son genes que no presentaron homologia dentro del bloque
comparado. Los pares homologos se encuentran indicados con lineas.

Se identifico un bloque sinténico entre sésamo y Mimulus que contenian al Gnico
gen homologo de CO (MgCOL). Los blogues sinténicos entre SiCOL1a y MgCOL se
encuentran altamente conservados con pocas inserciones y deleciones de genes
(Figura 17A). Los bloques sinténicos entre SiICOL1b y MgCOL presentaron un

mayor nimero de inserciones, deleciones e inversiones de genes (Figura 17B).
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Sésamo Si_Chr09 SiCOLla

Mimulus Mg_scaffold 8 MgCOL

Sésamo SiChr08 SiCOL1D

Mimulus Mg_scaffold 8 MgCOL

Figura 17. Bloques sinténicos entre sésamo y Mimulus que contienen las copias de SiCOL1a,
SiCOL1b y MgCOL. Los pentadgonos rojos indican genes homoélogos a CO, A) SiCOLla
(SIN_1004896), B) SiCOL1lb (SIN_1019889) y MgCOL (Migut.H00566.1.), los pentagonos
blancos indican genes homdlogos que se encuentran en ambas especies y los pentagonos grises son
genes que no presentaron homologia dentro del bloque comparado. Los pares homologos se
encuentran indicados con lineas.

Para el bloque que contiene al gen SiCOL1a/SiCOL2 se identificaron tres bloques
sinténicos en el genoma del olivo. El bloque donde se encuentra el gen OeCOL4 es el
que presentd mayor conservacion con pocas inserciones y deleciones de genes
(Figura 18A). El gen SiCOLla y otros genes cercanos presentaron dos genes
homologos en el bloque gendmico del olivo que contienen a OeCOL1 y OeCOL2
(Figura 18B). Esto podria sugerir la duplicacion en tandem de este segmento del
genoma del olivo. El bloque que contiene a OeCOL3 fue el menos conservados entre
los blogues sinténicos del sésamo y el olivo (Figura 18C). Para el blogue de sésamo
donde se encuentra SiICOL1b/SiCOLL1 se identificaron dos bloques sinténicos en el
olivo. Uno contiene a OeCOL4 y el otro a OeCOL3 (Figura 19). El ultimo bloque
solo presenta cuatro genes (incluyendo OeCOL3) en comun con el bloque de
SiCOL1b. En ambos casos, el grado de conservacion es menor comparando con el

bloque que contiene SiCOL1a.
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Figura 18. Bloques sinténicos entre sésamo y olivo que contienen las copias de SiCOL1la y sus
homologos en el olivo. Los pentagonos rojos indican genes homologos a CO, SiCOLla
(SIN_1004896), A) 0eCOL4 (0Oeu032856.1), B) 0eCOL1 (0eu033426.1) y 0eCOL2
(Ceu033423.1) y C) 0OeCOL3 (0eu007103.1), los pentagonos blancos indican genes homdlogos
que se encuentran en ambas especies y los pentdgonos grises son genes que no presentaron
homologia dentro del bloque comparado. Los pares homélogos se encuentran indicados con lineas.

Olivo Oe_scaffold126 OeCOL3

Olivo OeChr18 OeCOL4

Figura 19. Bloques sinténicos entre sésamo y olivo que contienen las copias de SiCOL1b y sus
homdlogos en el olivo. Los pentagonos rojos indican genes homoélogos a CO, SiCOLlb
(SIN_1019889), OeCOL4 (0eu032856.1) y 0OeCOL3 (0eu007103.1), los pentagonos blancos
indican genes homologos que se encuentran en ambas especies y los pentdgonos grises son genes

que no presentaron homologia dentro del bloque comparado. Los pares homélogos se encuentran
indicados con lineas.
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Entre sésamo y tomate se identifico un bloque sinténico. El bloque del tomate
contenia cuatro genes homologos de CO, SICOL1a, SICOL1b, SICOL2a y SICOL2b.
El bloque que contiene SiCOLla presentd mayor grado de conservacion con su
homdlogo de tomate con pocas inserciones y deleciones; y algunas inversiones de
genes (Figura 20A). Mientras que el bloque que contiene SiCOL1b presentd un
menor nimero de genes homdlogos en comudn con el blogue correspondiente de
tomate (Figura 20B).
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Figura 20. Bloques sinténicos entre sésamo y tomate que contienen las copias de SiCOL1a,
SiCOL1b y sus homdlogos en el tomate. Los pentagonos rojos indican genes homélogos a CO, A)
SiCOL1a (SIN_1004896), B) SiCOL1b (SIN_1019889), SICOL1a (Solyc02g089500.3.1), SICOL1b
(Solyc029089493.1.1), SICOL2a (Solyc029089540.3.1) y SICOL2b (Solyc029g089520.2.1), los
pentdgonos blancos indican genes homoélogos que se encuentran en ambas especies y los
pentagonos grises son genes que no presentaron homologia dentro del bloque comparado. Los
pares homologos se encuentran indicados con lineas.

La presencia de genes homologos a SiCOLla y SiCOL1b en los mencionados
bloques de las especies filogenéticamente relacionadas sugieren que en el ancestro
comun de las Astéridas ya contaba con al menos una de las copias de CO (Tabla 3).

El blogue gendmico que contiene a SiCOL1a presentd una mayor conservacion
con los bloques sinténicos de Mimulus, olivo y tomate, que el bloque correspondiente
a SiCOL1b. Esto podria indicar que SiCOL1a es la copia ancestral y que SiCOL1b

probablemente se origino posterior a la separacion del genero Sesamum de Mimulus.
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Tabla 3. Presencia de las diferentes copias de CO en los bloques sinténicos de sésamo y
otras especies pertenecientes al clado Astéridas.

Sésamo Mimulus Tomate Olivo
. 0eCOLA
gﬁ%ﬁg SiCOL1b | MgCOL | SICOL1b/ia/2b/2a 0eCOL3
0eCOL1/2
SiCOL1b . ; . .
ool SicOLla | MgCOL® | SICOL1b/la/2bi2a 0eCOL4

“Aunqgue se observa una homologia con los bloques correspondiente a estos genes, el grado de
conservacién fue menor que el bloque de SiCOL1a.

4.1.3. Comparacion de regiones genémicas que contienen a las copias de

Gl
Dentro del genoma del sésamo se encontraron bloques sinténicos que contenian a
las dos copias de Gl, SiGI1 y SiGI2 (Figura 21). Los cuales presentaron cinco pares
homologos (incluyendo a las copias de SiGl) entre los bloques con varias
inserciones, deleciones e inversiones de genes. Sugiriendo que estas copias se

pudieron haber originados mediante la duplicacion del genoma completo de sésamo.

Sésamo SiChr02 SiGI2

Sésamo SiChr03 SiGI1

Figura 21. Bloques sinténicos entre sésamo que contienen las copias de SiGI1 y SiGI2. Los
pentagonos rojos indican genes homélogos a Gl, SiGI1 (SIN_1015799) y SiGI2 (SIN_1007477),
los pentagonos blancos indican genes homdlogos que se encuentran en ambas especies y los
pentagonos grises son genes que no presentaron homologia dentro del bloque comparado. Los
pares homologos se encuentran indicados con lineas.

Se encontraron dos pares de bloques sinténicos entre sésamo y Mimulus. Ambos
bloques de Mimulus contenian una copia de Gl en cada uno de ellos. El blogue que
contenia a SiGI1 presentd una mayor similitud con el bloque de MgGI1 que el de
MgGI2 (Figura 22A). Por otro lado, el bloque que contiene a SiGI2 presentd mayor
similitud con el bloque de MgGI2 comparando con el de MgGI1 (Figura 22B). Esto
indicaria que SiGI1 y MgGI1 son ort6logos, asi como SiGI2 y MgGI2.
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Figura 22. Bloques sinténicos entre sesamo y Mimulus que contienen las copias de SiGl1,
SiGI2 y sus ortélogos en Mimulus. Los pentadgonos rojos indican genes homélogos a Gl, A) SiGl1
(SIN_1015799), B) SiGI2 (SIN_1007477), MgGI1 (Migut.N02951.1) y MgGI2
(Migut.C00380.1.), los pentagonos blancos indican genes homdlogos que se encuentran en ambas
especies y los pentagonos grises son genes que no presentaron homologia dentro del blogque
comparado. Los pares homologos se encuentran indicados con lineas.

Con relacion a los bloques genomicos de las otras dos especies estudiadas, olivo
y tomate, se encontraron genes homologos a SiGl1 y SiGI2. Sin embargo, el niUmero
de pares homologos entre los blogques no fue superior a cuatro genes, incluyendo a
los genes homdlogos a GI. Esto ha dificultado la identificacion de la copia ancestral
de GI en estas especies. Este resultado sugiere que SiGI1/MgGI1 y SiGI2/MgGI2 ya
se encontraba en el ancestro comun de sesamo y Mimulus y estas dos copias se
originaron mediante la duplicacién del genoma completo. Sin embargo, se desconoce

el momento evolutivo en el que se originaron estas dos copias.
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Tabla 4. Presencia de las diferentes copias de Gl en los bloques sinténicos de
sésamo y otras especies pertenecientes al clado Astéridas.

Sésamo Mimulus Tomate Olivo
SiGI1 SiGI2 MgGl1 ND ND
SiGI2 SiGl1 MgGI2 ND ND

ND: no determinado debido a poca conservacion entre los bloques genémicos de las
distintas especies.

4.2. Tiempo de floracion de las variedades en distintos fotoperiodos

Con el fin de comprobar si el fenotipo observado en campo se reproduce bajo las
condiciones experimentales del laboratorio, se determiné el tiempo de floracion de
las variedades NEB y K3 bajo fotoperiodos de 12 h de luz/12 h de oscuridad (12/12)
y 16 h luz/8 h oscuridad (16/8).

Bajo fotoperiodo de 12/12, el tiempo transcurrido desde la emergencia del
cotileddén hasta la aparicion de botones florales y la apertura de pétalos fue
significativamente menor en la variedad K3 que en NEB (Tabla 5). La aparicion del
primer botén floral tardé 4,8 dias en la variedad NEB en comparacion a K3, y con
respecto a la apertura del primer pétalo NEB tardd 5,7 dias frente a K3.

Bajo fotoperiodo de 16/8, se observd un retraso significativo de ambos
parametros en las dos variedades, afectando en mayor grado a la variedad NEB. En
esta condicion, la diferencia entre las variedades para la aparicion de botones florales
fue de 14 dias, observado también una diferencia similar en el tiempo transcurrido

para la apertura de los pétalos.

Tabla 5. Dias luego de la emergencia de la plantula para la presencia de botones florales y
apertura de pétalos.

Variedad K3 NEB
Fotoperiodo
(Horas de luz/oscuridad) 12112 16/8 1212 16/8
Aparicion de botén floral 275+1.22 35,0 +0,0° 32,3+0,5° 49,0 + 0,0¢
Apertura de pétalos 38,0+£0,9° 43,5 +0,6° 43,7 +0,8° 57,7+1,0

Los datos se presentan como la media + desviacion estandar para las variedades K3 y NEB bajo
condiciones de 12/12 (horas de luz/horas de oscuridad) y 16/8. El nivel de significancia fue evaluado por
el andlisis de la varianza (ANOVA) con posterior test de comparacién maltiple de Tukey-HSD (p<0,05)
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4.3. Nivel de expresion circadiana de los genes inductores florales

Para conocer el patrén de expresion circadiana de los probables genes inductores
de la floracion (SiFTLs, SiCOL1a, SiCOL1b, SiGI1 y SiGI2) en sésamo, se realizé su
analisis de expresion en ambas variedades bajo condiciones de 16/8 a los 30 dias
post-emergencia, considerando los resultados obtenidos del tiempo de floracion en
las condiciones experimentales. Para ello, se realizd la extraccion de ARN total de
las hojas cada cuatro horas durante 24 h.

El andlisis de expresion de los genes SiFTLs revel6 que el gen SiFTL1 presenta
su méxima expresion al inicio de la fase de luz (entre la 0 y 4 h) (Figura 23A). El
nivel de expresion de este gen fue significativamente mayor en la variedad K3 con
relacién a NEB, principalmente a la 0 h. En esta condicion de crecimiento no se
detecto la expresion de SiFTL2, SiFTL3 y SiFTL4 en ambas variedades.

De modo similar a lo observado con SiFTL1, el pico maximo de expresion de los
genes SiCOL1a/SiCOL2 y SiCOL1b/SiCOL1 fue a las 0 h (Figura 23B y 23C). El
nivel de expresion de estos genes a las 0 h fue elevado, aungue no significativo, en la
variedad K3 que en NEB. No obstante, se observd un aumento significativo de
SiCOL1b en la variedad NEB a las 16 h (Figura 23B).

En el caso de los genes SiGI1 y SiGI2, no se observaron un patrén claro de
expresion bajo fotoperiodo de 16/8 a los 30 dias (Figura 23D y E). En el caso de
SiGI1, presentd un aumento de expresion a las 0 y 8 h en la variedad K3, mientras
que en la variedad NEB se observé un aumento a las 8 y 16 h. Para el gen SiGI2, se

pudo observar un patron de expresion similar entre las variedades.
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Figura 23. Niveles de expresion relativa de los probables genes implicados en la floracién bajo
fotoperiodo de 16/8. El anlisis de expresion de A) SiFTL1, B) SiCOL1b, C) SiCOL1a, D) SiGIly
E) SiGI2 se realizd mediante la extraccion de ARN de hojas de las variedades K3 (azul) y NEB
(naranja) cultivadas durante 30 dias. Se consideréd como tiempo 0 al inicio de la fase de luz. Las
muestras se colectaron cada 4 h durante 24 h, teniendo tres réplicas biolégicas en cada punto. La
normalizacion de la expresion de los genes se realizd respecto al gen SIAPT. Se aplicé la prueba t
de Student, donde *P<0,05.
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4.4. ldentificacion de los probables genes inductores de la floracién

Mediante el andlisis de expresion de genes en diferentes estadios del desarrollo se
podria identificar cual o cuales de los genes (o copia de los genes) estarian
implicados en la regulacion de la floracion. Por dicho motivo, se realizd la extraccion
de ARN de las hojas a los 10, 20 y 30 dias post-emergencia de ambas variedades y
en los fotoperiodos de 12/12 y 16/8. Se analizé la expresion de los genes a las 0, 4, 8
y 12 h a partir del inicio de la fase de luz.

4.4.1. Andlisis de expresion de SiFTLs bajo fotoperiodo de 12/12

Bajo fotoperiodo de 12/12, el gen SiFTL1 presentd una expresion baja a los 10
dias post-emergencia en ambas variedades (Figura 24A), que luego aument6 a los 20
dias. Este aumento fue mayor en K3 a las 0 h, siendo el nivel aproximadamente 20
veces superior que la variedad NEB. Posteriormente la expresion disminuye a los 30
dias post-emergencia en ambas variedades, coincidiendo con el momento posterior a
la induccidn floral. Con respecto al gen SiFTL2, se observa un aumento de expresion
a los 20 y 30 dias en la variedad K3, respectivamente a las 0 h y entre las 4 y 8 h
(Figura 24B). SiFTL2 en NEB no present6 diferencias notables en el nivel de
expresion en los distintos estadios. El nivel del gen SiFTL3 fue muy baja en las dos
variedades, sin observar cambios notables en el nivel de expresion en los distintos
estadios de ambas variedades (Figura 24C). En el caso de SiFTL4, se observo una
mayor expresion a los 10 dias en ambas variedades, siendo entre cuatro a ocho veces
superior en K3 (Figura 24D). La relacion del nivel de expresion de SiFTL1 con
respecto a SiFTL4 en K3 a los 10 dias fue de 0,21; a los 20 dias fue 479,02 y a los 30
dias 58,91. Esto indica que SiFTL4 se expresa mas en K3 en la fase vegetativa (antes
de la induccidn floral), y a medida que avanza el estadio aumenta la expresion de
SIFTL1 superando el nivel de SiFTL4. En el caso de NEB, a los 10 dias la relacién
entre SIFTL1/SIFTL4 fue de 0,04; a los 20 dias fue 15,49 y a los 30 dias fue 18,59,

siendo en todo caso menor que la de K3.
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Figura 24. Niveles de expresion relativa de SiFTLs bajo fotoperiodod de 12/12. El analisis de
expresion de A) SiFTL1, B) SiFTL2, C) SiFTL3 y D) SiFTL4 se realizé mediante la extraccion de
ARN de hojas a los 10 (gris), 20 (naranja) y 30 dias (azul) pos-emergencia de las variedades K3
(izquierda) y NEB (derecha). Se consideré como tiempo 0 al inicio de la fase de luz. Las muestras
fueron colectadas cada 4 h hasta las 12 h, teniendo tres réplicas bioldgicas en cada punto. La
normalizacion del nivel de expresion de los genes fue realizada respecto al gen SiAPT.
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4.4.2. Andlisis de expresion de SiCOL1la y SiCOL1b bajo fotoperiodo de
12/12

El gen SiCOL1b presentd una expresion elevada a los 10 dias en ambas
variedades que luego decayo a los 20 y 30 dias (Figura 25A). En la variedad K3, los
niveles de expresion fueron 2,56 veces mas con respecto a NEB a los 10 dias, 2,32
veces superior a los 20 dias y 4,19 veces a los 30 dias. El nivel de expresién del gen
SiCOL1la fue mayor con relacién a SiCOL1b en ambas variedades (Figura 25B).
También para SiCOL1a, la variedad K3 presentd un mayor nivel de expresion que
NEB. Ademas, se observa una disminucion de la expresion a los 30 dias en ambas

variedades.

4.4.3. Andlisis de expresion de SiGI1y SiGI2 bajo fotoperiodo de 12/12
En el caso de SiGl1, se observa un aumento de la expresion a los 20 dias a las 12
h en ambas variedades (Figura 25C), que a los 30 dias disminuye de vuelta a un nivel
similar al de 10 dias. En cambio, SiGI2 present6 una disminucion de la expresion a
los 20 y 30 dias (Figura 25D). Tanto SiGI1 como SiGI2 presentaron un nivel de

expresion similar entre si.
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Figura 25. Niveles de expresion relativa de los probables reguladores de SiFTLs bajo
fotoperiodo de 12/12. El andlisis de expresion de A) SiCOL1b, B) SiCOL1a, C) SiGI1 y D) SiGI2
se realiz6 mediante la extraccién de ARN de hojas a los 10 (gris), 20 (naranja) y 30 dias (azul) pos-
emergencia de las variedades K3 (izquierda) y NEB (derecha). Se consideré como tiempo 0 al
inicio de la fase de luz. Las muestras fueron colectadas cada 4 h hasta las 12 h, teniendo tres
réplicas bioldgicas en cada punto. La normalizacion del nivel de expresion de los genes fue
realizada respecto al gen SiAPT.
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4.4.4. Andlisis de expresion de SiFTLs bajo fotoperiodo de 16/8
El patron de expresion de los genes SiFTLs fue diferente en las plantas cultivadas
en el fotoperiodo de 16/8. No se observd un aumento notable en el nivel de expresion
de SIFTL1 en los distintos estadios (Figura 26A). Siendo la variedad K3 la que
presentd un mayor nivel de expresion. En el caso de los genes SiFTL2, SIFTL3 y
SIFTL4 el nivel de expresion con relacion a SiFTL1 fue mucho menor en ambas

variedades (Figura 26B-D), encontrando cerca del limite de deteccion.
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Figura 26. Niveles de expresion relativa de SiFTLs bajo fotoperiodo de 16/8. El andlisis de
expresion de A) SiFTL1, B) SiFTL2, C) SiFTL3 y D) SiFTLA4 se realiz6 mediante la extraccion de
ARN de las hojas a los 10 (gris), 20 (naranja) y 30 dias (azul) pos-emergencia de las variedades K3
(izquierda) y NEB (derecha). Se considerd como tiempo 0 al inicio de la fase de luz. Las muestras
fueron colectadas cada 4 h hasta las 12 h, teniendo tres réplicas bioldgicas en cada punto. La
normalizacion del nivel de expresién de los genes fue realizada respecto al gen SiAPT.



58

4.4.5. Andlisis de expresion de SiCOL1la y SiCOL1b bajo fotoperiodo de
16/8
SiCOL1b/SiCOL1 present6 una disminucion de la expresién a los 20 y 30 dias en
ambas variedades (Figura 27A). En la variedad K3, el nivel maximo se observo a las
0 h, mientras que en NEB la expresion maxima persistio hasta las 4 h. En el caso de
SiCOL1a/SiCOL2, se observd un comportamiento diferencial entre las variedades
(Figura 27B). En la variedad K3, el nivel de expresion se elevo a los 20 y 30 dias con
respecto a los 10 dias. En la variedad NEB, hubo un ligero aumento en la expresion a
los 20 dias y luego a los 30 dias disminuyd mas que el nivel a los 10 dias. A pesar de
ello, el nivel de expresion de SiCOL1a fue superior al de SICOL1b a los 20 y 30 dias
en ambas variedades.
4.4.6. Andlisis de expresion de SiGl1y SiGI2 bajo fotoperiodo de 16/8
Tanto SiGI1 como SiGI2 presentaron un patrén de expresion distinta al de las
plantas cultivadas en fotoperiodo de 12/12. En el caso de SiGl1, se observo una
disminucion de la expresion a los 20 y 30 dias, alcanzando el pico maximo a las 12 h
en ambas variedades (Figura 27C). Por otro lado, SiGI2 presentd el maximo de
expresion a los 20 dias que luego disminuy0 a los 30 dias hasta un nivel similar al de
10 dias (Figura 27D). A los 20 dias, en K3 la expresion fue elevando gradualmente
de 0 h a 12 h, mientras que en NEB esta expresion se disminuyd ligeramente a las 12

h. El nivel de expresion tanto de SiGIl1 como SiGI2 fue similar en ambas variedades.
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Figura 27. Niveles de expresion relativa de los probables reguladores de SiFTLs bajo
fotoperiodo de 16/8. El anélisis de expresion de A) SiCOL1b, B) SiCOL1a, C) SiGlI1 y D) SiGI2 se
realiz6 mediante la extraccion de ARN de las hojas a los 10 (gris), 20 (naranja) y 30 dias (azul)
pos-emergencia de las variedades K3 (izquierda) y NEB (derecha). Se considerd como tiempo 0 al
inicio de la fase de luz. Las muestras fueron colectadas cada 4 h hasta las 12 h, teniendo tres
réplicas bioldgicas en cada punto. Para la normalizacién de los datos se utiliz6 el gen SIAPT.
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4.5. Andlisis de expresion de los genes componentes del reloj bioldgico

Con el fin de evaluar si la diferencia en la expresion de SiFTLs, SiCOLla y
SiCOL1b entre las variedades se debe o no a una alteracion del ritmo circadiano, se
procedidé a analizar la expresion de los genes componentes del reloj bioldgico
identificados en nuestro estudio previo (Lépez et al., 2017). Considerando una fecha
cercana a la floracion en la variedad K3 y la observacion de la diferencia en el nivel
de expresion de los genes involucrados en la floracion, se utilizaron muestras
colectadas a los 20 dias pos-emergencia en ambos fotoperiodos para el analisis.

Los genes que fueron seleccionados para el andlisis son: SiLHY, SiPRR7,
SiPRR5s y SiTOC1s que son los principales componentes del reloj bioldgico, y se
evalud la expresion entre 0 y 12 h en un intervalo de 4 h debido a que estos genes
presentan su maxima expresion en ese intervalo de tiempo (Lopez et al., 2017).

4.5.1. Andlisis de expresion bajo fotoperiodos de 12/12

Bajo fotoperiodo de 12/12, la expresion del gen SiLHY present6 su méximo nivel
a las 0 h (Figura 28A), con un nivel significativamente mayor en la variedad K3
respecto a NEB. En el caso del gen SiPRR7 se observo un aumento de la expresion
de 4 a 12 h, con una diferencia significativa a las 8 h entre las variedades (Figura
28B). El gen SiPRR5a presentd un patron diferencial entre las variedades (Figura
28C). En la variedad K3 la expresion fue elevada (y significativa con respecto a
NEB) a las 0 h y luego fue disminuyendo gradualmente hasta las 12 h. En cambio, la
expresion en NEB se mantuvo casi constante de 0 a 8 h y luego disminuyé a las 12 h.
El gen SiPRR5b presentd un aumento en la expresion de 8 a 12 h: a las 8 h la
expresion fue significativamente elevada en NEB y luego esta relacion se invierte,
siendo la expresion significativamente mayor en K3 (Figura 28D). Con relacion al
gen SiTOCla y SiTOCL1b, se observé un aumento de expresion entre las 8 y 12 h,
siendo el nivel de expresion muy parecida entre las variedades excepto en el gen
SiTOClaalas 8 h (Figura 28E y F).
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Figura 28. Niveles de expresion relativa de los genes componentes del reloj biolégico bajo
fotoperiodo de 12/12. El andlisis de expresion de A) SiLHY, B) SiPRR7, C) SiPRR5a, D) SiPRR5b
E) SiTOClay F) SiTOCL1b se realizé mediante la extraccion de ARN de las hojas a los 20 dias pos-
emergencia de las variedades K3 (azul) y NEB (naranja). Se consideré como tiempo 0 al inicio de
la fase de luz. Las muestras fueron colectadas cada 4 h hasta las 12 h, teniendo tres réplicas
biologicas en cada punto. La normalizacion del nivel de expresion de los genes fue realizada
respecto al gen SiAPT.
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4.5.2. Andlisis de expresion bajo fotoperiodos de 16/8

Bajo fotoperiodo de 16/8, la expresion de SiLHY fue elevada entre las 0 y 4 h en
ambas variedades sin evidenciar diferencias significativas entre ellas (Figura 29A).
Este patron de expresion fue ligeramente diferente con el de las plantas cultivadas en
fotoperiodo de 12/12, donde la expresion de SiLHY se disminuy6 a las 4 h. Otra
diferencia entre fotoperiodos es el nivel de expresion, siendo alrededor de cuatro
veces superior bajo fotoperiodo de 12/12.

En el caso de SiPRR7, el pico en ambas variedades fue entre las 8 y 12 h sin
diferencias significativas entre ellas (Figura 29B). Con respecto a fotoperiodo de
12/12, se observa una disminucién de la expresion a las 12 h en las plantas cultivadas
bajo fotoperiodo de 16/8.

El gen SiPRR5a presentd un pico de expresion a las 8 h sin haber diferencias
entre variedades (Figura 29C). Este patron de expresion fue diferente a lo observado
bajo fotoperiodo de 12/12, siendo esta diferencia en el patron mucho mayor en la
variedad K3 que en NEB.

En SiPRR5b se observa el pico de expresion a las 12 h en K3 y 8 h en NEB,
habiendo diferencia significativa a las 12 h entre las variedades (Figura 29D). Con
respecto al fotoperiodo de 12/12, en la variedad NEB se observé una disminucion del
nivel a las 12 h bajo fotoperiodo de 16/8.

En SiTOC1a se observd una expresion alta a las 0 h en ambas variedades, lo que
difiere con respecto al fotoperiodo de 12/12 (Figura 29E). Este nivel disminuyd a las
4 h'y luego aumentd ligeramente a las 8 h con un nivel significativamente mayor en
NEB. En la variedad K3 se observo un aumento a las 12 h, mientras que en NEB la
expresion fue similar a la de 8 h. En el caso de SiTOC1b el patron de expresion fue
similar al de las plantas cultivadas en fotoperiodo de 12/12, presentando mayor

expresion a las 12 h en ambas variedades (Figura 29F).
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Figura 29. Niveles de expresion relativa de los genes componentes del reloj biolégico bajo
fotoperiodo de 16/8. El andlisis de expresion de A) SiLHY, B) SiPRR7, C) SiPRR5a y D) SiPRR5b
E) SiTOClay F) SiTOCL1b se realizé mediante la extraccion de ARN de las hojas a los 20 dias pos-
emergencia de las variedades K3 (azul) y NEB (naranja). Se consideré como tiempo 0 al inicio de
la fase de luz. Las muestras fueron colectadas cada 4 h hasta las 12 h, teniendo tres réplicas
bioldgicas en cada punto. La normalizacion del nivel de expresion de los genes fue realizada
respecto al gen SiAPT.
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4.6. Efecto de la interrupcion nocturna sobre el tiempo de floracion en las

dos variedades

Otro factor que influye en la floracién fotoperiodica en las plantas es la luz. En el
caso de las plantas de dias cortos, la deficiencia en la respuesta a la luz puede
acelerar la floracion (Ishikawa et al., 2005). Con el objeto de evaluar si la variedad
K3 presenta alguna alteracion en la respuesta a la luz, se estudio el efecto de la
interrupcién nocturna en el tiempo de floracion. Para ello, se cultivaron las plantas
bajo fotoperiodo de 12 h de luz, 5 h de oscuridad, 2 h de luz (interrupcion nocturna)
y 5 h de oscuridad. Si la variedad K3 presenta una respuesta normal, debe inhibir por
completo la floracién o al menos se debe observar un retraso en el tiempo de
floracién con respecto al fotoperiodo de 12/12.

En la variedad K3 la interrupcion nocturna retrasé en forma significativa tanto el
tiempo necesario desde la emergencia hasta la aparicion del primer boton floral
(Figura 30A) como el tiempo hasta la apertura de los pétalos (Figura 30B) con
respecto al fotoperiodo de 12/12. Aungue se observo un ligero retraso con respecto al
fotoperiodo de 16/8, la diferencia no fue significativa. En el caso de NEB, la
interrupcion nocturna retrasé significativamente ambos parametros asociados a la
floracion con respecto al fotoperiodo de 12/12. Sin embargo, se observo un
acortamiento significativo en el tiempo para la aparicién de boton floral y un ligero
acortamiento no significativo del tiempo para la apertura de los pétalos. Esta
aceleracion de la floracion en NEB observada con la interrupcién nocturna podria
deberse a la activacion de otras vias (ajenas a la via del fotoperiodo) como la

asociada a la edad debido a que esta variedad presentd signos de senescencia.
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Figura 30. Efecto de la interrupcion nocturna sobre el tiempo de floracién. Dias luego de la
emergencia de la plantula para la A) aparicion del primer bot6n floral y B) apertura del primer
pétalo. El nivel de significancia fue evaluado mediante el analisis de varianza (ANOVA) con
posterior test de comparacion mdltiple de Tukey-HSD (p<0,05). Cada grupo consta de cinco
individuos. 12/12: fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad. 16/8: fotoperiodo de 16 h luz/8 h
oscuridad. NB: interrupcion nocturna con un fotoperiodo de 12 h luz, 5 h oscuridad, 2 h luzy 5 h
oscuridad.
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5. Discusion

5.1. Origen probable de las multiples copias de los genes FT, CO y GI de

sésamo

Se han identificado multiples copias de los genes implicados en la floracion en el
sésamo (Lopez et al., 2017). La presencia de multiples copias de genes es un hecho
habitual en plantas (Blimel et al., 2015), que puede deberse a entrecruzamientos,
transposones y la duplicacion cromosémica o gendmica (Jiao et al., 2012). Entre los
eventos de duplicacién, las duplicaciones en tandem ocurren con mayor frecuencia e
involucran pequefas regiones dentro del genoma (Hakes, Pinney, Lovell, Oliver, &
Robertson, 2007). Después de la duplicacion, estos genes pueden experimentar
diferentes destinos evolutivos bajo presiones de seleccién diversificadas, incluida la
de conservar la funcion, la subfuncionalizacion (Force et al., 1999; Stoltzfus, 1999),
la neofuncionalizacion (Conant & Wolfe, 2008) y la pérdida de la funcion (J. A. Lee
& Lupski, 2006). Por lo tanto, la duplicacion de genes proporciona el material
genético para la generacién de nuevas funciones y una fuerza potenciadora de la
evolucion y adaptacion a diferentes ambientes (Jiao et al., 2012).

La disponibilidad de genomas completos de diversas especies permite realizar
andlisis comparativo de todos los genes entre genomas de diferentes especies y
dentro de cada genoma, y asi reconstruir la historia evolutiva de cada gen.

En cuanto a las cuatro copias del gen FT presente en sésamo, los resultados del
presente trabajo sugieren que el gen que dio origen a los ortlogos (el mismo gen en
diferentes especies) de SiFTL1 ya estuvo presente en el ancestro comun de las
Astéridas (Figura 31) debido a que el bloque gendmico que contiene a SiFTL1
presentd homologia con las otras tres especies de Astéridas estudiadas. Por lo tanto,
se puede considerar que SIFTL1 es ancestral a las demas copias de FT de sésamo.
SiFTL4 probablemente se origind después de la separacion del género Olea y antes
de la separacion de los géneros Sesamum y Mimulus. SiFTL2 y SiFTL3 se encuentran
uno al lado del otro sobre el mismo cromosoma indicando que una de ellas se origind
mediante la duplicacién en tdndem de la otra. Al parecer, estos dos genes son copias

de FT Unicas en el sésamo.
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Figura 31. Modelo hipotético de la evolucion de los genes FT en el sésamo y en las especies
filogenéticamente relacionadas. Los ort6logos de SiFTL1 estan indicadas con circulos de color verde
oscuro y los de SiFTL4 con circulos azules. Las flechas curvas indican los probables eventos de
duplicacion en tandem y la flecha vertical indica el origen de la copia (circulo gris) mediante un
evento probable de duplicacion del genoma completo. SiFTL2/3 probablemente son copias que se
originaron Unicamente en sésamo.

Con respecto al gen CO, el sésamo presenta dos copias del mismo,
SiCOL1a/SiCOL2 y SiCOL1b/SiCOL1 (L6pez etal., 2017; Zhou etal., 2018).
Aunque estos dos genes se encuentran en cromosomas diferentes, los bloques
gendmicos que contienen dichos genes presentaron homologia entre si (Figura 16).
Esto sugiere que una de ellas se origind mediante duplicacion del genoma completo
que ha ocurrido en sesamo (Figura 32). Tampoco se puede descartar la posibilidad de
una duplicacion segmentaria ya que puede involucrar hasta 200.000 nucleétidos
(Samonte & Eichler, 2002; J. Zhang, 2003). De estas dos copias de sésamo, el bloque
sinténico correspondiente a SiICOL1a/SiCOL2 presentd una mayor conservacion
entre las especies analizadas. Por lo que es probable que este gen sea el ancestral y
dio origen a SiICOL1b/SiCOL1 en el sésamo.
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Figura 32. Modelo hipotético de la evolucion de los genes COL en el sésamo y en las especies
filogenéticamente relacionadas. Los circulos de color verde oscuro indican los ortélogos de
SiCOL1a/SiCOL2. Las flechas curvas indican los probables eventos de duplicacion en tandem y la
flecha vertical indica el origen de la copia (circulo gris) mediante un evento probable de duplicacion
del genoma completo. SiCOL1b probablemente se origind mediante la duplicacion del genoma
completo que ocurrié en sésamo.

En cuanto a las copias de GI, ambos bloques genémicos del sésamo, que
contienen a SiGI1 y SiGI2, presentaron homologia entre si y con las dos copias
presentes en M. guttatus. Por lo que ambas copias probablemente estuvieron
presentes en el ancestro comdn de Sesamum y Mimulus. Sin embargo, no se
encontraron similitud con los bloques gendémicos de las deméas especies estudiadas,
probablemente debido a reordenamientos cromosomicos que sufrieron los bloques
gue contienen a estos genes. Por lo que no fue posible identificar cual de las dos

copias de Gl de sésamo es el ancestral.

5.2. SIFTL1 es el principal inductor floral y SiFTL4 es un probable represor
floral

Se conoce que el sésamo es una planta de dias cortos facultativo, es decir, la

exposicion bajo fotoperiodos de dias cortos es un factor que acelera la floracién, sin

embargo, no es indispensable para que florezca. Bajo fotoperiodos de 8 h de luz 'y 16

h de oscuridad, casi no se observan diferencias en el tiempo de floracion entre las

variedades de sésamo (Suddihiyam, Steer, & Turner, 1992), incluyendo las
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variedades K3 y NEB (Alvarenga, Sotelo, & lehisa, 2020) utilizadas en el presente
trabajo. Sin embargo, cuando la duracion de la fase de luz supera 12 h se observa una
diferencia significativa en el tiempo de floracién entre las variedades (Tabla 5;
Suddihiyam et al., 1992).

Se ha propuesto que el sésamo fue domesticado en India (Bedigian, 2003; N.
Pathak, Bhaduri, Bhat, & Rai, 2015), indicando que la hora de luz maxima en su
habitat natural en el lugar de origen es alrededor de 13 a 14 h de luz (solsticio de
verano). Por lo tanto, el fotoperiodo de 12/12 se acerca méas a la condicion de su
habitat original y el fotoperiodo de 16/8 seria una condicién no muy comun para esta
especie. Considerando esto, la discusion se centra en los resultados obtenidos bajo
fotoperiodo de 12/12.

El analisis de expresion de los genes SiFTLs utilizando las variedades K3
(floracion temprana) y NEB (floracion tardia) sugiere que SiFTL1/SiFT, el ancestral
de las cuatro copias de FT de sésamo, es el principal inductor de la floracién. Esto se
debe a que, bajo fotoperiodo de 12/12, su expresion aumenta un poco antes de la
aparicion de botones florales y luego disminuye (Figura 24A; Tabla 5). Esta
disminucion del nivel de los inductores florales luego de la transicion del estado
vegetativo al reproductivo fueron también observados en otras plantas como arroz
(Kojima et al., 2002), soja (Kong et al., 2010) y Arabidopsis (Yasushi Kobayashi,
Hidetaka Kaya, Koji Goto, Masaki Iwabuchi, Araki, 1999). Ademas, el nivel de
expresion de SiFTL1 fue superior a las deméas copias del gen SiFTL y superior en la
variedad de floracion temprana K3 (Figura 24). Sumado a estos, bajo fotoperiodo de
16/8 (poco comun al sésamo) SiFTL1 fue el Unico que presentd una alta expresion
entre los genes SiFTLs (Figura 26), aunque fue menor que en el fotoperiodo de
12/12. Al igual que en fotoperiodo de 12/12, la variedad de floracion temprana
presentd mayor expresion de SiFTL1 que la de floracion tardia. Se desconoce si otras
vias de induccién floral como la asociada a la edad o a la fitohormona giberelina
presenta mayor efecto bajo fotoperiodo de 16/8 en sésamo.

Con respecto a SiFTL2, su aumento en el nivel de expresion durante la transicion
al estado reproductivo bajo fotoperiodo de 12/12 en K3 (Figura 24B) y bajo 8 h de
luz/16 h de oscuridad en la variedad NEB (Alvarenga et al., 2020) sugiere que podria
actuar en forma redundante con SiFTL1 para la induccién de la floracion. No se
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puede descartar su rol en otros procesos que acompafian a la floracion. Por otro lado,
el nivel extremadamente bajo de SIFTL3 (Figura 24D; Alvarenga etal., 2020)
sugiere que éste pudo haber sufrido una neofuncionalizacion o subfuncionalizacion y
que se encuentre cumpliendo otras funciones independientes a la regulacion de la
floracion.

No obstante, SIFTL4 podria estar funcionando como represor de la floracion ya
que inicialmente presenta una elevada expresion que luego disminuye a medida que
se acerca a la transicion del estado vegetativo a reproductivo (Figura 24D). Este
cambio de funcidn, del inductor al represor, en una o varias de las copias de FT
fueron también observados en soja (GmFTL4a y 4b) (Zhai etal., 2014), tabaco
(NtFT1, 2 y 3) (Harig etal., 2012) y en orquideas (MonFT1A y MonFT1B) (Ospina-
Zapata, Madrigal, Alzate, & Pabon-Mora, 2020). Aunque el nivel de SiFTL4 fue
superior en la variedad K3 que en NEB a los 10 dias pos-emergencia bajo
fotoperiodo de 12/12, la relacién del nivel de SiFTL1/SiFTL4 fue menor en NEB
(0,04) que en K3 (0,21) indicando una mayor represion de la floracion en NEB.
Ademas, la relacion SIFTL1/SiFTL4 a los 20 dias pos-emergencia fue superior en K3
(479,02) que en NEB (15,49) lo que concuerda con la diferencia en el fenotipo
observado entre las dos variedades.

5.3. SiCOL1a/SiCOL2 es un probable inductor de la floracién mientras que
SiCOL1b/SiCOL1 un represor

En cuanto a los genes SiCOL1a/SiCOL2 y SiCOL1b/SiCOL1, ambos podrian ser
reguladores de los SIiFTLs, debido a que su expresion coincide, al menos en parte,
con la expresion de los genes SiFTLs. Bajo fotoperiodo de 12/12, SiCOL1a/SiCOL2
presentd mayor similitud con el patron de expresion de SiFTLL/SIFT a los 20 y 30
dias pos-emergencia (Figura 25A). Es decir, expresion elevada a los 20 dias y luego
disminuye a los 30 dias, y el nivel es mayor en la variedad de floracion temprana.
Esto indica que SiCOL1a/SiCOL2, la copia ancestral de CO en sésamo, podria actuar
como inductor de SiFTLs (Figura 33A). Sin embargo, SiCOL1a/SiCOL2 es
expresado también a los 10 dias pos-emergencia, momento en el cual SIFTLL1/SIFT y
SiIFTL2 presentan baja expresion. Esto podria deberse a la expresion de
SiICOL1b/SiCOL1 que, segun los resultados del presente trabajo sugiere una
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participacion como represor floral debido a que: 1) su expresion es alta a los 10 dias
pos-emergencia y disminuye cuando ocurre la induccién floral, y 2) concuerda con el
patron de expresion de SiFTL4 que podria estar actuando como represor floral. Por lo
tanto, SICOL1b/SiCOL1 podria actuar como represor floral induciendo la expresion
de SiFTL4 y reprimiendo a SiFTL1 y SiFTL2 (Figura 33A). La disminucion de la
expresion de SiCOL1a/SiCOL2 y SiCOL1b/SiCOL1 luego de la induccion floral
coincide con el reporte de Zhou y cols. (Zhou etal., 2018). Sin embargo, dichos
autores sugieren a SiCOL1b/SiCOL1 como inductor de SiFTL1/SiFT y no como un
represor floral con base a: 1) la sobre-expresion de SICOL1b/SiCOL1 en A. thaliana
hace florecer dos dias mas rapido que las plantas con SiCOL1a/SiCOL2 sobre-
expresados; 2) SiCOL1a solamente contiene un dominio B-box en vez de dos como
suelen tener los genes CO tipicos; y 3) el patron de expresion de SiCOL1a/SiCOL2
no coincide con el de SiIFTLL/SIFT bajo fotoperiodo de 9 h de luz/15 h de oscuridad
en una de las dos variedades analizadas. Con respecto a la sobre-expresion de genes
CO en A. thaliana, existen antecedentes en soja donde la sobre-expresion de
GmCOL1lay GmCOL1b pudieron suplir la funcién de CO en Arabidopsis (Wu et al.,
2014). Sin embargo, cuando sobre-expresaron en soja actuaron como represores
florales y no como inductores (D. Cao et al., 2015; Wu et al., 2019). Por lo que se
sugiere sobre-expresar o silenciar los genes SiCOL1a/SiCOL2 y SiCOL1b/SiCOL1 en
el propio sésamo (y no en A. thaliana) para dilucidar su funcién en esta planta y el
impacto de pérdida de un dominio B-box en SiCOL1a/SiCOL2 sobre la induccion de
la floracion. Ademas, Zhou y cols. encontraron variedades de sésamo que no
expresan SICOL1b/SiCOL1 debido a varias mutaciones en su promotor y dichas
variedades presentaron floracién temprana bajo fotoperiodo de 14 h luz/10 h
oscuridad (Zhou et al., 2018). Esto sugiere también que SiCOL1b/SiCOL1 es un
represor y no un inductor de la floracion. Los resultados del presente trabajo y de los
trabajos previos (Alvarenga et al., 2020; Zhou et al., 2018) sugieren que ademas de
SiCOL1a/SiCOL2 se requiere(n) otro(s) factor(es) para la induccién de SiFTL1/SiFT
y SiFTL2. Este factor o estos factores podrian suplir la pérdida de un dominio B-box
de SiCOL1a/SiCOL2.
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Fotoperiodo de 12/12
A 10 dpe 20 dpe

SiGI1

|
©

SiCOLla  SiCOLIb | SiCOLla
SiFTL4 SiFTL1
SiFTL2
Floracion Floracion

Fotoperiodo de 16/8

10 dpe 20 dpe
SiGI1

SiCOL1b SiCOL1la

SiFTL1

Floracion Floracion

Figura 33. Propuesta de modelo para el control fotoperiodico de la floracion del sésamo bajo
condiciones de 12/12 y 16/8. A) bajo fotoperiodo de 12/12: a los 10 dias pos-emergencia (dpe) (panel
izquierdo) SICOL1b/SiCOL1 actia como represor de SiFTL1/SIFT y SiFTL2, y probablemente junto
con SiCOL1a/SiCOL2 induce la expresion de SiFTL4; resultando en la represion de la floracion. A
los 20 dpe (panel derecho), SICOL1a/SiCOL2 y probablemente junto con un factor (X) regulador por
SiGI1 inducen la expresion de SIFTL1 y SiFTL2; resultando en la induccion de la floracion. B) bajo
fotoperiodo de 16/8: a los 10 dpe (panel izquierdo) SiCOL1b/SiCOL1 reprime la expresion de
SIFTLL/SIFT y SIiFTL2. SiFTL4 no se expresa probablemente debido a la baja expresion de
SiCOL1a/SiCOL2. A los 20 dpe, SiCOL1a/SiCOL2 induce la expresion de SiFTL1. Sin embargo, la
expresion de este Gltimo es menor que en 12/12, lo que podria explicar la floracion tardia bajo este
fotoperiodo.
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Tanto para SiCOLla y SiCOL1b presentan el pico de expresion solo por la
mafiana, que no coincide con el patron de expresion de CO de Arabidopsis (Ledger,
Strayer, Ashton, Kay, & Putterill, 2001). El patron de expresion son mas similares a
AtCOL1 y AtCOL2 que presentan un pico de expresion solamente al amanecer
(Ledger etal., 2001). Ademas, las dos proteinas de sésamo presentaron mayor
homologia con AtCOL2 (Loépez etal., 2017). Se han identificado patrones de
expresion diurna similares a SiCOL1a y SiCOL1b en homdlogos cercanos de CO de
muchas plantas dicotiledoneas, incluida Glycine max, Fragaria vesca, Pharbitis nil,
S. tuberosum, y Vitis vinifera (Almada, Cabrera, Casaretto, Ruiz-Lara, & Villanueva,
2009; D. Cao etal., 2015; Gonzalez-Schain, Diaz-Mendoza, Zurczak, & Suérez-
Lopez, 2012; Kurokura, Samad, Koskela, Mouhu, & Hytdnen, 2017; Ledger et al.,
2001; J. Liu et al., 2001).

En cuanto al fotoperiodo de 16/8, el nivel de SiICOL1a/SiCOL2 fue menor que en
el fotoperiodo de 12/12 (Figuras 25B y 27B) mientras que el patrén de expresion de
SICOL1b/SiCOL1 fue similar al de 12/12 (Figuras 25A y 27A). A pesar de la alta
expresion de este ultimo a los 10 dias pos-emergencia, se observo una expresion muy
baja de SiFTL4 (Figura 26D). Esto podria indicar que para la induccion de SiFTL4 se
requiere la participacion tanto de SiCOLla como SiCOL1b en ambos fotoperiodos

estudiados en el presente trabajo (Figura 33).

5.4. Posibles roles de SiGl1y SiGI2 en la regulacion de la floracién

Tanto los resultados obtenidos bajo condiciones de 12/12 como 16/8 sugieren que
SiGls no estan implicados en la regulacién de la expresion de SiCOLla y SiCOL1b.
En el caso de SiGll, bajo condiciones de 12/12 presentd una expresion elevada
solamente a los 20 dias pos-emergencia (Figura 25C), no pudiendo asociarse con el
incremento de la expresion de SICOLla y SiCOL1b a los 10 dias (Figuras 25A y
25B). Mientras que bajo condiciones de 16/8, el patréon de expresion de SiGI1 no
coincide con el patron de las dos copias de CO a los 20 dias pos-emergencia (Figuras
27A-C). Esto ocurre lo mismo con SiGI2, donde su expresion no coincide con la de
SiCOL1a a los 10 dias bajo fotoperiodo de 12/12 (Figuras 25B y 25D) y con la de
SiCOL1b a los 10 dias bajo fotoperiodo de 16/8 (Figuras 27A y 27D). Sin embargo,
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no se puede descartar la posibilidad de que SiGI1 y SiGI2 actlan sobre un factor
comun que a su vez regula la expresion de SiCOLlay SiCOLL1b.

Con respecto a la posibilidad de la regulacion de SiFTLs a través de una via
paralela a la de SiCOLlay SiCOL1b, el patron de SiGI1 coincide con el aumento de
SiFTL1 a los 20 dias bajo fotoperiodo de 12/12 (Figuras 24A y 25C). Sin embargo, la
expresion de SiGl1 no se puede asociar a la expresion de SiFTL1 bajo fotoperiodo de
16/8 (Figuras 26A y 27C). Una posibilidad es que el factor que complementa la
funcién de SiCOL1a/SiCOL2 es un factor regulado por SiGI1 (Figura 33), es decir,
tanto SiICOL1a/SiCOL2 como el factor regulado por SiGI1 deben estar presentes para
la induccion de SiFTL1. Por otro lado, la expresion de SiGI2 coincide con la de
SiFTL4 a los 10 dias bajo fotoperiodo de 12/12 (Figuras 24D y 25D), pero no asi
bajo condiciones de 16/8 (Figuras 26D y 27D). En el caso de la induccion de SiFTLA4,
la accion combinada de SiCOL1a y SiCOL1b podria ser suficiente pero no se puede
descartar la posibilidad de la participacion de otro factor regulado por SiGI2.

En el caso del arroz y Arabidopsis, los homologos de Gl regulan directamente a
los homologos de CO (David et al., 2006). Sin embargo, en el caso de la soja el
homdlogo de Gl al parecer no regula a los homologos de CO (Watanabe, Harada, &
Abe, 2012). Por lo que la regulacion en sésamo podria ser semejante a la de soja, mas
que las de arroz y Arabidopsis. Si bien en especies como Arabidopsis, Gl actua
regulando positivamente la expresion de CO (Sawa et al., 2007) y en otras especies
como arroz y soja actuando como represores de CO (lzawa et al., 2011; F. Li et al.,
2013; Mishra & Panigrahi, 2015). Para aclarar la funcion de las copias de Gl en el
sésamo se necesitaria sobre-expresarlos o silenciarlos para analizar su efecto sobre la
floracion.

Con respecto a la diferencia entre las variedades de sésamo analizadas, no se
observo una diferencia en los niveles de expresion de SiGI1y SiGI2. Por lo que no se
puede explicar, al menos en base a su nivel de expresion, la diferencia fenotipica de

las dos variedades.
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5.5. Alteracion en el reloj bioldgico podria estar asociada a la diferencia en el

tiempo de floracion en sésamo

Debido a que se evidencido una diferencia en el nivel de expresion de
SiCOL1a/SiCOL2 y SiCOL1b/SICOL1 entre las variedades K3 y NEB, y debido a
que estos genes presentan un patrén de expresion circadiana, se analizd la expresion
de los genes componentes del reloj bioldgico en estas variedades para conocer si la
alteracion en el nivel de expresion de SiCOLla y SiCOL1b se debe a alguna
alteracion en el reloj biologico. En especies como A. thaliana, arroz y otras se conoce
que la expresion circadiana de los genes CO se encuentra regulada por el reloj
biologico (Griffiths, Dunford, Coupland, & Laurie, 2003; Nemoto, Kisaka, Fuse,
Yano, & Ogihara, 2003; Shin et al., 2003; Suérez et al., 2001).

El patron de expresion de SiLHY bajo fotoperiodo de 12/12 coincide con los
genes LHY y CCALl de Arabidopsis y OsLHY de arroz (Nakamichi etal., 2010;
Yoshitake et al., 2015). El nivel maximo de expresion de SiPRR7 se encuentra un
poco desplazado hacia las horas de la tarde en comparacion con sus ortélogos de
Arabidopsis (AtPRR7) y arroz (OsPRR73 y OsPRR37) (Matsushika, Makino,
Kojima, & Mizuno, 2000; Yoshitake etal., 2015). El patron de expresion de
SiPRR5a fue mas similar al de AtPRR9 de Arabidopsis (Matsushika et al., 2000).
SiPPR5b presentd un patrén de expresion parecido a sus homdélogos AtPRR5 y
OsPRR95 (Matsushika et al., 2000; Yoshitake etal., 2015). Cabe mencionar que
SiPRR5a, SiPRR5b, AtPRR5, AtPRR9 y OsPRR95 fueron originados de un gen
ancestral comin (LOpez etal., 2017; Takata, Saito, Saito, & Uemura, 2010). Los
genes SiTOClay SiTOC1b se encontraron con el maximo nivel de expresion a las 12
h de manera semejante a sus ortdlogos AtTOC1 y OsPRR1 (Matsushika et al., 2000;
Yoshitake et al., 2015).

Bajo fotoperiodos de 12/12, los genes SiLHY, SiPRR7, SiPRR5a y SiPRR5b
presentaron una expresion diferencial entre las variedades (Figura 28); de los cuales
SiLHY y SiPRR5a presentaron niveles notablemente superiores en la variedad K3 que
en NEB. Esto sugiere que la alteracion en el reloj biologico es el causante de la
diferencia en el tiempo de floracion entre las variedades analizadas. De hecho, la alta
expresion de SiLHY y SiPRR5a en K3 coincide con la alta expresion de
SiCOL1a/SiCOL2 y SiFTL1/SIFT; que bajo fotoperiodos de 16/8, la expresion de
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SILHY y SiPRR5a es similar entre las dos variedades y el nivel tanto de
SiCOL1a/SiCOL2 como el de SiFTL1/SIFT es menor en K3 comparados a los de
fotoperiodo de 12/12.

Tanto SiLHY como SiPRR5a no parecen ser el gen causante de la variacion en el
tiempo de floracién debido a que, a los 20 dias pos-emergencia el nivel de
SiCOL1a/SiCOL2 baja drasticamente a las 4 h (Figura 25B y 27B) mientras que
SiLHY aun mantiene un nivel relativamente alto bajo condiciones de 12/12 (Figura
28A\) o un nivel elevado bajo condiciones de 16/8 (Figura 29A). En forma similar, no
se puede explicar el patron de SiCOL1a/SiCOL2 con el patrén de expresion de
SiPRR5a (Figuras 28C y 29C), es decir, este Gltimo tampoco es un regulador de la
expresion de SiCOL1la. Estos resultados sugieren que SiCOL1a/SiCOL2, SiLHY y
SiPRRb5a podrian estar regulados por un mismo factor, el gen causante de la
variacion en el tiempo de floracidn, ya sea en forma directa o indirecta.

La diferencia en la expresion de los genes componentes del reloj entre las
variedades es mas notable bajo condiciones de 12/12 que bajo 16/8, lo que podria
sugerir que el gen causante es un gen que se expresa durante la fase de la oscuridad
(noche) o que se expresa durante la fase de la luz y que tiene efecto durante la fase de
la oscuridad. Uno de los genes que cumple esta Gltima condicion podria ser SiGI1
debido a que en Arabidopsis Gl controla el reloj biologico actuando indirectamente
sobre el control de la expresion de AtTOC1 (y por ende AtLHY y AtCCA1) (Huang
etal., 2012; K. Lee etal.,, 2005). Ademas, en varias especies vegetales fueron
observados que la mutaciones en los homdlogos de Gl causan alteracion en el tiempo
de floracién (Mishra & Panigrahi, 2015). Asi mismo, un polimorfismo de nucle6tido
simple (SNP) sobre el gen SiGl1 fue asociado a la variacién en el tiempo de floracién
en un estudio de asociacion del genoma completo (GWAS, por sus siglas en ingles
Genome wide association study) utilizando 705 genotipos de sésamo (Wei etal.,
2015). Aunque se haya asociado el SNP (o el gen) con la variacion fenotipica, los
resultados de GWAS deben ser validados o confirmados mediante transgénesis o
cartografia genética (mapeo de genes) utilizando una poblacion F2 o una poblacién
mas avanzada obtenida cruzando dos variedades con fenotipo contrastante. Esto se
debe a que el SNP (o el gen) asociado al fenotipo no cumple ninguna funcién
relacionada al fenotipo y que en realidad esta estrechamente ligado (ubicado muy
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cerca en el genoma) al gen causante real. Por lo tanto, el gen SiGI1 podria ser un
fuerte candidato que causa la diferencia en el tiempo de floracion entre las variedades
K3 y NEB. Debido a que su nivel de expresion fue similar entre las dos variedades
(Figuras 25C y 27C), la causa podria ser una mutacion en el gen que altera la funcion
normal de SiGI1. Se requiere estudios adicionales para verificar esta hipdtesis.

5.6. La via de la luz no esta implicada en la diferencia en el tiempo de

floracion de las dos variedades analizadas

Se ha reportado que la alteracion de la via de la luz, principalmente en los
fitocromos (receptores de luz roja/roja lejana) afecta al tiempo de floracion (K. Cao
et al., 2016; Ishikawa et al., 2005; Pearce et al., 2017; Reed, Nagatani, Elich, Fagan,
& Chory, 1994). El analisis del efecto de la interrupcion nocturna en el tiempo de
floracion ha comprobado que la via de la luz no se encuentra alterada en las dos
variedades analizadas debido a que se observaron retrasos en el tiempo de floracion
(Figura 30).

En el caso de la variedad NEB, la interrupcion nocturna indujo un retraso en el
tiempo de floracion con respecto al de fotoperiodo de 12/12 pero se observo un
ligero acortamiento con respecto al de 16/8. Suddihiyam y cols. han reportado que
existen variedades de sésamo con tiempo de floracion menor bajo fotoperiodo de 15
h luz/9 h oscuridad comparado con el de fotoperiodo de 13 h luz/11 h luz
(Suddihiyam et al., 1992). Es decir, aceleracion de la floracion en fotoperiodos de
dias largos a pesar de ser una planta de dias cortos. Esto podria deberse a la
activacion de otras vias, como por ejemplo la relacionada a la edad que acelera la

floracién (Simpson & Dean, 2002).
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6. Conclusion

En este trabajo se identifico a SIFTL1/SiFT, la copia ancestral de FT en sésamo,
como el principal inductor de la floracion en el sésamo. SiFTL2 también podria estar
funcionando como inductor floral, mientras que SiFTL4 es un probable represor
floral.

SiCOL1a/SiCOL2, probable copia ancestral de CO en sésamo, al parecer actla
como inductor de SIFTL1/SIiFT, mientras que SiCOL1b/SiCOL1 es un probable
represor floral.

SiGI1 probablemente actda en forma conjunta con SiCOL1a/SiCOL2 para la
induccién de SiFTL1/SIFT. Sin embargo, no se pudo conocer la funcién de SiGI2 con
los datos obtenidos en el presente trabajo.

La alta expresion de SiFTLL/SiFT y SiCOL1a/SiCOL2 en la variedad de floracién
temprana K3 se debe principalmente a la alteracion en el reloj biol6gico y no a una

alteracion en la respuesta a la luz.
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