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I. Introduccion

Desarrollo Floral

Las angiospermas dominan en abundancia el reino vegetal, comprendiendo
alrededor de 250,000 especies existentes entre las cuales estidn la mayoria de plantas
que han sido domesticadas para fines agricolas (Fosket, 1994). El atributo principal
que caracteriza a las angiospermas es la presencia de estructuras florales. Las
angiospermas son identificadas y clasificadas principalmente por las caracteristicas
de sus flores, pero a pesar de la diversidad de formas florales que podemos
encontrar en la naturaleza existen similitudes basicas en los patrones de disposicién
de los organos florales. Las flores contienen carpelos (érganos reproductivos
femeninos) y estambres (6rganos reproductivos masculinos) rodeados por el
perianto, constituido por érganos estériles. En muchas especies, el perianto esta
compuesto de pétalos y sépalos perfectamente diferenciables, mientras que en otras
éstos son indistinguibles unos de otros y se les denomina tépalos.

Como estructuras reproductivas, las flores constituyen uno de los mas visibles y
espectaculares productos de la evolucién (Lawton-Rauh et al., 2000). Siendo el
origen de las angiospermas un “misterio abominable” para Darwin, las estructuras
florales aparecen por vez primera en el registro fésil de las plantas con semillas
hace aproximadamente 130 millones de afios, en algitn momento durante el
Cretacico temprano (Raven, 1992). A partir de entonces ocurre un rapido evento de
diversificacién de las plantas con flores, poblando diferentes ambientes y llegando a
tener una posicion dominante en la vegetacion de la tierra (Cronquist, 1968).

En un contexto evolutivo, los elementos estructurales de las flores pueden ser
definidos como el resultado de innovadones clave (Endress, 2001). Las
innovaciones clave (“key innovations”) son pasos intrigantes en la filogenia de los
organismos (Lauder y Liem, ‘89, Cheverud, ‘90, Cracraft, ‘90, Miiler, ‘90, Nitecki, ‘90,
Raff, ‘96, Crane y Kenrick, ‘97, etc. en Endress, 2001); son nuevos caracteres que
adquieren un papel biolégico indispensable (en el desarrollo o la ecologia del
organismo), lo que provoca que se conserven a pesar de las presiones cambiantes
de adaptacion (Miiller y Wagner, 1991; en Endress, 2001). La aparicién del carpelo
albergando a los 6vulos en las angiospermas primitivas, o la presencia de pétalos y
nectarios atractores de polinizadores potenciales, pueden considerarse como
innovaciones clave que aparecen con las angiospermas. Como vemos, el desarrollo
floral puede considerarse como un interesante evento cuyo estudio arrojard
informacion sobre importantes mecanismos evolutivos.
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A. Fases del desarrollo en Arabidopsis thaliana

Los progresos recientes en la disertacion de los diversos factores que influyen en el
desarrollo floral, asi como de los eventos moleculares que lo originan se han
logrado en gran parte gracias a los estudios hechos en Arabidopsis thaliana. (Simpson
et al, 1999). A. thaliana es una planta herbacea anual * perteneciente a la familia
Brassicaceae (Bowman, 1994). Lo que ha hecho de esta planta la eleccién principal
como un excelente modelo experimental es su pequerio tamafo (lo que facilita su
manejo en el laboratorio), su ciclo de vida corto (de cinco a seis semanas creciendo
en condiciones Sptimas) con una prolifica produccién de semillas, su genoma
pequerio, que es susceptible de mutagenesis o de transformarse genéticamente con
metodologias establecidas, y sobre todo el hecho de que su genoma esta
secuenciado en su totalidad (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

En la figura 1 se representa esquemdticamente las fases vegetativa y reproductiva
Arabidopsis thaliana, las cuales estidn separadas temporalmente. La fase vegetativa se
caracteriza por la produccién de hojas de roseta dispuestas en filotaxia espiral con
pequerio internodos entre hojas sucesivas (Bowman, 1994). La transicion de estadio
vegetativo a reproductivo estd controlada por factores tanto endégenos como
ambientales que determinan el momento en el cual el meristemo apical que
producia las hojas en la fase vegetativa cambia a meristemo de inflorescencia en la
fase reproductiva. Una vez que la transicién floral ocurre, los primordios florales se
inician a partir de los costados del meristemo vegetativo apical y se desarrollan
después los 6rganos florales en cada uno (Simpson et al., 1999).

En A. thaliana el desarrollo de las inflorescencias y las flores que las componen
ocurre en dos pasos basicos (Rounsley et al.,, 1995). A partir de la transicién a la
floracion, primero se produce una inflorescencia primaria o principal a partir del
meristemo apical del tallo, que da lugar al meristemo de inflorescencia, el cual
produce meristemos florales a sus costados en forma espiral.

En segundo lugar, cada meristemo floral se desarrolla en una sola flor consistiendo
de cuatro distintos tipos de érganos arreglados en cuatro verticilos concéntricos.
Estos verticilos contienen cuatro sépalos, cuatro pétalos, seis estambres y dos
carpelos fusionados (Rounsley et al., 1995).

* Las plantas anuales o monocarpicas florecen una vez en su tiempo de vida para morir posteriormente,
perpetuandose a si mismas solo como semillas (Cronquist, 1971).
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Figura 1. Diferentes fases del desarrollo en Arabidopsis thaliana. Tomado y
modificado de Simpson et al., 1999

Una vez desarrollada la inflorescencia apical, aumenta la distancia internédica entre
las hojas mas superiores del tallo y las flores (inflorescencia estadio temprano, fig.
1). Las posiciones apicales mds cercanas a la base del tallo de la inflorescencia
primaria estan ocupadas entonces por un pequefio niimero de hojas caulinares y
las posiciones apicales mas cercanas al meristemo de la inflorescencia primaria
estan ocupadas por un niimero indeterminado de flores individuales (fig. 1), que
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iran surgiendo de los costados del meristemo de inflorescencia mientras se elongan
los internodos entre ellas, quedando en la misma filotaxia espiral que las hojas
inferiores. Posteriormente surgen meristemos secundarios en las axilas de las hojas
caulinares, comenzando a desarrollarse cofloresencias, con un patrén reiterativo del
desarrollo de la inflorescencia primaria (Bowman, 1994). Una vez culminada la
floracién, la dominancia apical disminuyé, permitiendo que las inflorescencias
secundarias o cofloresencias (que surgen de los meristemos axilares de las hojas
caulinares y de roseta) se desarrollen (Simpson et al., 1999). También pueden surgir
inflorescencias terciarias a partir de las axilas de las hojas caulinares de los tallos de
la inflorescencia secundaria o de manera basipétala a partir de las axilas de las hojas
de roseta.

B. Bases genéticas del desarrollo floral

La biologia del desarrollo ubicada en un contexto evolutivo comienza a emerger
como una nueva disciplina integrativa (Raff, 2000; Wallace, 2002). Las bases
genéticas del desarrollo en animales se han estudiado desde hace algiin tiempo en
organismos modelo como Drosophila melanogaster o Chaenorabditis elegans, y solo
recientemente estos estudios han cobrado auge en plantas, gracias a organismos
modelo como Arabidopsis thaliana o Anthirrinhum majus.

Hace ya mas de dos siglos que Goethe (1790) se percaté del valor del estudio de los
mutantes, o “metamorfosis retrégradas” como él las llamaba, en la elucidacién de
los mecanismos por los cuales los organismos se desarrollan: “From our aguaintance
with this abnormal metamorphosis, we are enabled to unveil the secrets that normal
metamorphosis conceals from us, and to see distinctly what, from the regular course of
development, we can only infer” (Goethe, 1790; en Bowman, 1994).

Las intensas busquedas de mutantes de desarrollo en D. melanogaster (con
afectaciones en la formacién de los patrones en el embrién y en el adulto) y el
andlisis de la estructura , funcién y expresion de las proteinas que codifican han
revelado que de los miles de genes en el genoma solo son unos cuantos los que
alteran de manera discreta el desarrollo, y que éstos codifican ya sea para factores
de transcripciéon o para componentes de vias de transduccion de senales; ademas
de que la expresion espacio temporal de los genes esta muy relacionada con las
regiones en las que el gen cumple su funcién (Carroll. et al, 2001). Los avances en el
estudio del desarrollo en plantas indican que estas generalizaciones también se
aplican a las bases genéticas del desarrollo vegetal (Howell, 1998).
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modelo para el estudio del desarrollo floral (Weigel y Meyerowitz, 1994). El
desarrollo de inflorescencias y flores en las dicotiledoneas estA determinado por
una red de genes bien organizada (Blazquez, 2000; Theissen et al. Z)OO) que estan
siendo caracterizados a nivel genético y molecular (figura 2).

Como primer punto en la accién de la red de regulacién del desarrollo floral

emos encontrar a los genes de transicién a la floracién, como FCA o CO
(CONSTANS). Los andlisis genéticos hechos en mutantes de floracién tardia y
temprana en Arabidopsis han revelado tres principales vias de induccién de la
floracién: la via de promocién por dia largo, la via de estimulacién de floracién por
giberelinas y la via auténoma (independiente de fotoperiodo) que responde a la
temperatura y donde tiene su efecto la vernalizacién (Jack, 2000; Blazquez, 2000). La
transicion a la floracién ha resultado un proceso sumamente complejo determinado
por la interaccion de mas de 30 genes componentes de las diferentes vias (Blizquez,
2000; para revisiones ver Koornneef et al., 1998 y Simpson et al., 1999).

Las multiples vias que regulan el tiempo de la transicién floral actiian directa o
indirectamente en la activacién de los genes de identidad meristematica, como LFY
(LEAFY), CAL (CAULIFLOWER) o AG (AGAMOUIS), que hacen que el destino de las
células meristematicas cambie para dar lugar a la fase reproductiva de la planta, es
decir, de meristemo vegetativo a meristemo de inflorescencia y de meristemo de
inflorescencia a meristemo floral (Koornneef et al, 1998). Algunos genes intermedios
posiblemente median el paso entre meristemo floral y genes de identidad de
organos, como AP3 (APETALA3), PI (PISTILLATA) o AG (AGAMOUS); que dirigen
la formacién de las diferentes partes florales. Los genes que dan identidad a los
érganos son aquellos cuyas alteraciones producen mutaciones homedticas
(Koornneef et al., 1998; Simpson et al., 1999; Theissen et al. 2000).

C. El desarrollo reproductivo estd intimamente relacionado
con el desarrollo vegetativo

Los estudios recientes de la morfologia floral y de desarrollo vegetal en general se
ubican cada vez mas en un contexto evolutivo, y estin dominados por analisis
genéticos y moleculares de las vias de desarrollo que dan lugar a las inflorescencias
y a la morfogénesis floral (Yanofsky, 1995. Weigel, 1995). De la integracion de todos
estos estudios se ha logrado echar solo un pequeiio vistazo a la compleja red de
interacciones genéticas que dan lugar al desarrollo floral (Blazquez, 2000; Mendoza,



et al., 1999), y se ha visto que éste debe entenderse en términos de la interaccién de
eventos en las diferentes fases del desarrollo y con el ambiente, pues los diversos
aspectos del desarrollo (embrionario, vegetativo) tendran una profunda influencia
en el adecuado desarrollo reproductivo (ver figura 2).

La floracion y desarrollo floral implica un intrincado y complejo proceso de
desarrollo y morfogénesis que responde ampliamente a factores ambientales como
temperatura o condiciones de luz, y ademads, es un proceso que esta intimamente
relacionado y coordinado con el desarrollo vegetativo de la planta (Simpson et al.,,
1999; Koornneef et al. 1998). El tiempo de transiciéon a la floracién esta determinado
por la interaccién entre los factores internos que hacen que la planta este en un
estadio competente de desarrollo y entre los factores ambientales que favoreceran
la floracién en condiciones que promuevan el éxito reproductivo (Simpson et al.,,
1999; Koornneef et al. 1998). Tanto los factores internos como los ambientales seran
percibidos por las células de la planta a través de lo que se conoce como vias de
senalizacién o de transduccién de sefiales. Dicho proceso se llevara a cabo en las
estructuras vegetativas de la planta, en especial en el meristemo vegetativo del tallo
(Howell, 1998), y es en esta fase del desarrollo en la cual se iniciardn los procesos
que posteriormente seran determinantes del tiempo de floracién. Por ejemplo,
eventos que afectan el tiempo de floracion como la longitud del dia o la
vernalizacion son percibidos en las hojas o en el apice del tallo (Lang, 1965, Napp-
Zinn, 1987, en Simpson et al., 1999). Ademas, la transicién de fase juvenil a fase
vegetativa es importante por que solo los meristemos vegetativos maduros seran
competentes a ser inducidos para floracién (Telfer y Poeting, 1998). Como veremos
mas adelante, los meristemos vegetativos tienen un crecimiento indeterminado,
pero cuando pasan a ser meristemos florales adquieren crecimiento determinado, y
esta transicién implica cambios en la condicién meristemdtica vegetativa inicial
(Mizukami y Ma 1997, Howell, 1998).

A pesar de todos los esfuerzos, las vias de sefalizacién que dan lugar a la activacién
de la floracién y la consecuente organogénesis floral en las plantas permanecen solo
parcialmente conocidas. Se han reportado varios genes correlacionados con
diversos factores, como el fotoperiodo o la percepcion de hormonas y factores de
crecimiento que influencian tanto el crecimiento como la determinacién de la fase
reproductiva de las plantas, sin embargo, permanecen sin elucidarse las
interacciones entre las vias de transduccién de senales y la accién de los factores de
transcripcién que subyacen el desarrollo vegetal.
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D. El modelo ABC para el desarrollo floral y los genes
MADS-Box

En ciertas plantas mutantes, la identidad de algunos érganos florales cambia, y se
pueden observar en ellas drganos bien desarrollados pero en el lugar equivocado
(como sépalos en lugar de estambres o meristemos en la superficie de las hojas).
Esto se conoce como el fenémeno de homeosis. A partir del andlisis de mutantes
florales homedticas se infiri6 un modelo simple y elegante de desarrollo floral
llamado el modelo ABC (Coen y Meyerowitz, 1991), que provee de una explicacion
fenomenolégica para el desarrollo.

Este modelo establece que hay tres clases de genes homedticos que determinan la
identidad de los 6rganos florales: los genes de clase A, B y C (Howell, 1998) (Figura
3). La sola expresion de genes A (como APETALA 1 y 2 en A. thaliana o SQUAMOSA
en A. majus) en el primer verticilo determinara la formacion de sépalos. La
expresion de genes A méds la expresion de genes B (como APETALA 3 y PISTILLATA
en A. thaliana o DEFICIENS y GLOBOSA en A. majus) en el segundo verticilo
determinara la formacion de pétalos. La combinacién de la expresiéon de los genes
clase B mas genes clase C (AGAMOUS en A. thaliana y PLENA en A. majus) en el
tercer verticilo determinara la formacién de estambres, y la sola expresién de los
genes clase C en el cuarto verticilo determinara el desarrollo de carpelos (Weigel y
Meyerowitz, 1994) (fig.3). Ademads, el modelo propone que los genes de funcién A 'y
C se regulan unos a otros negativamente y que la funcién B esta restringida al
segundo y tercer verticilo independientemente de las funciones A y C (Weigel y
Meyerowitz, 1994; Theissen et al. 2000).

El grupo de secuencias genéticas relacionadas que comprende a la mayoria de los
loci florales homeéticos como los que hemos mencionado pertenece a la familia
multigénica de los MADS-Box, que codifican para factores de transcripcién (Shore
& Sharrocks, 1995). El nombre de la familia deriva de las iniciales de sus cuatro
genes miembros fundadores: MCM1 proveniente de Saccharomyces sp. (Jarvis et al.
1989), AGAMOUS de Arabidopsis thaliana (Yanofsky et. al. 1990), DEFICIENS de
Antirrhinum majus (Sommer et. al. 1990) y SRF del humano (Norman et al. 1988).
Los genes MADS-Box tienen una amplia distribucién taxondémica, participando en
diversas funciones, por ejemplo; actuando como reguladores de muchos aspectos
del crecimiento celular, division y especializaciéon celular (MCM1) en levadura;
como represores en el control del metabolismo de arginina (AGR80) también en
levadura; o el desarrollo del miisculo cardiaco (SRF) en animales (Davies y
Schwarz-Sommer, 1994; Alvarez-Buylla, et al. 2000). De cualquier manera, el comun
denominador en cuanto a las funciones de estos genes es que todos, de alguna

18



manera tienen que ver con el control del desarrollo o la diferenciacién celular
(Theissen y Saedler, 1995).

Figura 3. Representacion del modelo
ABC del desarrollo floral. En color negro
se muestran los genes tipo A que
determinan identidad de sépalos; en color
purpura se muestran los genes vy
actividad tipo B, que junto con los genes
tipo C dan identidad a estambres y junto
con los genes tipo A dan identidad a
pétalos (pirpura); por ulimo en color
rojo se muestran los genes tipo C, que
dan identidad a carpelos y que junto con
los genes tipo B dan identidad a
estambres (amarillo). Figura tomada de:
http//www.biologie.uni-hamburg.de/b-
online/e28_2/abcmodel.html

)

sépalos pétalos estambres carpelos

TESIS CON

La mayoria de las proteinas codificadas por genes “IGA iaE\ EX t una
estructura estereotipica denominada MIKC (Figura 4); con un dom1mo de unién a
DNA altamente conservado en la parte amino-terminal, de aproximadamente 57
aminoacidos, denominado dominio MADS, o caja MADS, que da nombre a la
familia. Ademas, estas proteinas poseen un dominio K moderadamente conservado
en la parte central, en direccién 3 “con respecto al dominio MADS formando una
estructura de rizo enrollado, la cual puede ser importante para llevar a cabo
interacciones con otras proteinas que también lo contengan, promoviendo
dimerizacion (Davies y Schwarz-Sommer, 1994). El dominio K no se encuentra
presente en ninguna proteina MADS de animales u hongos conocida hasta el
momento (Theissen, 2000). El dominio K y el dominio MADS se encuentran
separados por una regién de secuencia muy variable denominada dominio I
(“Intervening”) o L (“Linker”) de aproximadamente 30 aminoacidos, aunque la
longitud es variable. Se ha demostrado en algunas proteinas MADS de Arabidopsis
que el dominio I constituye un determinante molecular para la formacién selectiva
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de dimeros de unién a DNA (Riechmann y Meyerowitz, 1997). Ademas, poseen una
region carboxilo-terminal denominada deminio C, muy pobremente conservada,
que puede funcionar como dominio de transactivacién (Alvarez-Buylla et al., 2000;
Jack, 2000; Theissen et al., 2000, Purugganan et al., 1997). Aunque el dominio MADS
es el mayor determinante de la uniéon al DNA, también lleva a cabo funciones de
dimerizacion y de unién a factores accesorios (Shore & Sharrocks, 1995).

Figura 4. Estructura de dominios tipica de los genes MADS-Box tipo MIKC en plantas.

E. AGAMOUS: Desarrollo carpelar y determinacion
meristemadtica

Las flores son, morfolégicamente, las partes mas complicadas de las plantas. A
diferencia de los érganos sencillos como las hojas, raices o tallos, las flores son
estructuras compuestas de un cierto niimero de érganos arreglados en un patrén
determinado (Endress, 2001). Una flor es un brote determinado o con crecimiento
limitado que alberga esporéfilos (Raven, 1992). El nombre (de las plantas con flores)
“angiosperma” deriva del griego angeion, que significa “vasija”, y sperma, que
significa “semilla”. La estructura definitoria de la flor es el carpelo- la “vasija”, que
contiene los 6vulos que se desarrollarin en semillas después de la fertilizacion
(Raven, 1992). La innovacién clave mas prominente en la filogenia de las
angiopermas fue la aparicién de carpelos (Endress, 2001).

Las bases genéticas del desarrollo carpelar, asi como las de los demas organos
florales, han sido ampliamente estudiadas. Una de las primeras y mas importantes
mutantes encontradas en Arabidopsis con carpelos afectados fue agamous. Las
mutaciones en el gen AGAMOUS resultan en un fenotipo general de “flores dentro
de flores”, con ausencia de estambres y carpelos (Yanofsky et al., 1990). Los seis
estambres de la flor tipo silvestre en Arabidopsis son reemplazados por seis pétalos,
y los carpelos son remplazados por una nueva flor; de manera tal que las flores
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consisten en diez pétalos (cuatro normales y seis en el lugar donde normalmente
ocurren los estambres), .dentro de cuatro sépalos, y dentro de los pétalos se
encuentran nuevamente cuatro sépalos y diez pétalos, (Y anofsky et al,, 1990) (Fig.5).
Este patrén se. repite a_si mismo y la‘ flor resultante consiste en mas de 70 6rganos.
(Yanofsky. et al., 1990). 'AGAMOUS, un gen. "MADS-Box de identidad meristemética
y de identidad de organos és el vinico gen de clase C encontrado hasta ahora en
Arabidopsis. Este gen'no solo:confiere identidad al carpelo, también junto con los
genes clase B confiere identidad a los estambres. Ademas es importante notar que
en las mutantes agamous la' determinacién del meristemo floral se plerde dando
lugar a flores indeterminadas que consisten en muchos érganos, todos los cuales
son sépalos 'y “pétalos, lo que habla ‘del papel’ que' AGAMOUS: tiene en la
determinacién del crecimiento.del meristemo floral (Ivﬁzukaxm y Ma, 1997). Esta
indeterminancia del meristemo floral ocurre de manera independiente de la
diferenciacién del gineceo (Mizukami y Ma, 1995). Una funcién mas de AGAMOUS
es que reprime a los genes de clase A como APETALA1 (AP1) en los verticilos 3 y 4
(Gustafson-Brown et al., 1994).

Las vias de regulacion de AG y las redes de interacciones en que participa estan
siendo ampliamente estudiadas. Por ejemplo, se sabe que AG es activado durante
los estadios tempranos del desarrollo por los genes LEAFY y WUSCHEL ( Busch et
al., 1999), ademas de que comparte funciones con otros genes (se discute mas
adelante); sin embargo, se sabe muy poco acerca de otros genes que puedan ser
activados o reprimidos por AGAMOUS (Jack, 2002).

Los métodos convencionales de biisqueda de mutantes especificos para estos genes
han resultado en el hallazgo de fenotipos con defectos dramaticos en la
determinacién floral o en el desarrollo de estambres y carpelos, pero todos han
resultado ser producto de mutaciones en alelos de ag (Jack, 2002). El impedimento
de encontrar mutantes florales regulados por AG puede deberse a que esta
caracteristica (desarrollo adecuado del carpelo) tan trascendente esta sujeta a
redundancdia funcional, a que las mutaciones resultan letales, o a que los genes que
estdn regulados por AG son importantes solo para un subconjunto de funciones,
como la especificacion de tejidos en el carpelo, pero no tienen ninguna funcién en
el desarrollo de estambres, en la determinacidon del meristemo floral o en la
represion de los genes clase A (Jack, T. 2002).
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Figura 5. Fior de Arabidopsis thaliana tipo silvestre (izquierda) y flor
de la mutante agamous (derecha)

F. AGAMOUS no actiia solo en el desarrollo carpelar y la
determinacion meristemdtica

A pesar de la importancia del gen AGAMOLUIS en la determinacion del meristemo
floral (es decir, para que éste no crezca indefinidamente) se han encontrado
muchos mas loci que intervienen en este proceso. Dentro de la ruta de regulaciéon
de AGAMOLUS se encuentran dos genes importantes mencionados anteriormente.
El gen LEAFY (LFY) coopera junto con WUSCHEL (WUS) para inducir la expresion
de AG en el meristemo floral (Lenhard et al., 2001). Las dos proteinas se unen
independientemente a secuencias adyacentes en regiones regulatorias contenidas
en el segundo intrén de AG, que son regiones importantes para su activaciéon
(Sieburth y Meyerowitz, 1997). Mas especificamente, la funcién de WLIS,
dependiente de LFY, es la activacion restringida espacialmente de AG, siendo que
WUS y AG tienen funciones antagdnicas en el desarrollo, pues las flores de
mutantes wus terminan prematuramente mientras que las flores de mutantes ag
contintian produciendo organos. Ademads, en las mutantes ag se puede encontrar
expresiéon de WUS al centro de las flores, lo que indica que el papel de la regulacién
de la determinacién meristematica de AG se debe a que este gen regula
negativamente a WUS antes de la formacién del carpelo, lo cual previene que el
meristemo floral crezca indefinidamente (Fletcher, 2002), y da lugar a una
retroalimentacion en la regulacion entre ambos genes.

Otros genes importantes para la regulacién del desarrollo y determinacién
meristemadtica son los loci CLAVATA 1-3, que promueven la incorporacién de
células a primordios de 6rganos en el meristemo; y los genes ZWILLE y SHOOT
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MERISTEM-LESS, que promueven la identidad de las células propias de cada
primordio (Doerner, 2000). Las mutantes clvl-3 tienen fenotipos muy similares
(meristemos mas grandes y mayor numero de primordios de érganos con aparente
pérdida de la filotaxia) y con su estudio se logro elucidar la llamada via de
transduccion de sefales de CLAVATA (Fletcher, 2002; Doerner, 2000), que se
requiere para la preservaciéon correcta del reservorio de células en la zona central
del meristemo apical del tallo. Juntos, los tres loci de CLV codifican para
componentes clave de esta via de transduccién de seiiales. Tanto CLV1 como CLV2
codifican para proteinas receptoras con dominios LRR (ver antecedentes). Las
mutaciones de pérdida de funcién en los genes CLV1, CLV2 o CLV3 provocan el
agrandamiento progresivo del tallo y de los meristemos florales a lo largo del
desarrollo, lo cual resulta en una forma muy alargada, con incremento en el
namero de primordios de érganos, aparente pérdida de la filotaxia y carpelos
supernumerarios (Doerner, 2000). La acumulacién de células meristemaéticas en las
mutantes clv indica que la via de transduccién de sefiales de CLV1-3 regula la
actividad y el tamaifio de la poblacion celular en el meristemo, controlando
espacialmente el dominio de expresion de WUSCHEL (las mutantes wus son
incapaces de mantener la poblacion de células meristematicas, lo que produce que
el meristemo y el crecimiento termine rapidamente) (Fletcher, 2002; Doerner, 2000).

A pesar de los grandes esfuerzos que llevaron a la elaboracién de la hipdtesis de via
de transduccién de sefiales de CLAVATA y de AGAMOWUS, se han identificado
muchos mas genes que intervienen en el proceso de desarrollo carpelar o
determinacién meristematica independientemente de los que participan en las vias
mencionadas. Por ejemplo, en las mutantes de los genes CRABS CLAW y SPATULA
el gineceo presenta alteraciones notables (Alvarez y Smyth, 1999), lo cual indica
que estos genes tienen un papel en el desarrollo carpelar paralelo a AGAMOUS.
Otro ejemplo es el gen LEUNIG, cuyas mutaciones producen un fenotipo de
sépalos transformados en estructuras estaminoides o carpeloides y pétalos
estaminoides o ausentes, ademds de que este gen regula negativamente la
expresion de AGAMOUS en los sépalos y pétalos (Liu y Meyerowitz, 1995; Conner
y Liu, 2000).
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II. Antecedentes
Vias de transduccién de seiales. FLOR1 y las LRR.

Las interacciones y las redes regulatorias en las que actiian los genes MADS-Box
son complejas y aun se conocen poco. Las secuencias de genes MADS-Box
codifican para factores de transcripcién, es decir, son proteinas de unién al DNA
funcionando como reguladores de la transcripcién. Se han hecho analisis que
demuestran que las cajas MADS aisladas se unen a elementos promotores en el
DNA que contienen el motivo CArG, con una secuencia consenso CC(A/T)sGG
(Howell, 1988). Los genes que contienen esta secuencia en su regién promotora
probablemente estén regulados por genes MADS, sin embargo, es posible que
haya otros sitios diferentes de reconocimiento. Ademas, diversos estudios han
demostrado que las proteinas MADS interactiian unas con otras formando dimeros
tanto in vitro (Howell, 1998) como in vivoe (Immink et al., 2002), preferentemente
con los genes MADS de su misma clase (A, B, C etc.) y esta dimerizacién parece ser
esencial para la localizacion nuclear de estos factores de transcripciéon (Immink et
a., 2002) y para su interaccién con el DNA.

A pesar de que las proteinas MADS se unen al DNA como homodimeros o
heterodimeros, estudios con proteinas MADS-Box de humano y levadura han
mostrado que también pueden formar otros complejos con una variedad de
diferentes proteinas no relacionadas y reclutar estas proteinas en sus sitios de
unién (Davies y Schuarz-Sommer, 1994). En plantas este tipo de interacciones no
ha sido estudiado.

En el Laboratorio de Genética Molecular y Evoluciéon del Desarrollo en Plantas del
Instituto de Ecologia de la UNAM (IE-UNAM) se inicié un proyecto encaminado a
explorar las interacciones de proteinas con el dominio MADS con otro tipo de
proteinas que posiblemente participan en la sefializacién. Esto podria representar
una buena aproximacién al entendimiento de la relacion entre vias de
transduccién de sefiales y la regulacion de la expresiéon y funcién de los genes
MADS-box, y la busqueda de la relacion que existe entre los dos factores
determinantes del desarrollo como son los factores de transcripcion y los
componentes de las vias de transduccién de sefiales. El presente trabajo de tesis es
en realidad una breve contribucién a este proyecto.
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A. La proteina FLOR1: una LRR que mteractua in vitro con el
Jactor de transcripcion AGAMOUS

Es sabida la importancia de la actividad de los genes MADS-box como reguladores
transcripcionales, activando o reprimiendo la transcripcion de sus genes blanco,
pero se sabe muy poco acerca de los mecanismos de su regulacion post-
traduccional y de su interacciéon con proteinas accesorias no relacionadas con la
familia MADS.

Con la motivaciéon de encontrar y purificar proteinas que interactudran con la
proteina tipo MADS-Box AGAMOUS; en el laboratorio de Genética Molecular y
Evolucién del Desarrollo se llevaron a cabo diversos experimentos con
metodologias bioquimicas poco convencionales en el area de investigaciéon en
biologia del desarrollo (Gamboa et al., 2001). Inicialmente se disefié una columna
de cromatografia por afinidad a partir de un fragmento derivado de la secuencia
de aminoacidos de AGAMOUS (TTNRQVTFCK), encontrado tipicamente en el
dominio MADS de las proteinas MADS-Box, que contiene un posible sitio de
reconocimiento por fosfatasas (RXVXT) con un sitio putativo de fosforilacion
(RXXT) (Gamboa et al., 2001). A partir de un extracto crudo de flores de Arabidopsis
thaliana tipo silvestre se aislaron dos proteinas: VSP1 (vegetative storage protein 1),
una proteina especifica de carpelos con actividad de fosfatasa acida, y FLOR1, una
proteina perteneciente a la familia de proteinas ricas en leucina o LRR (por las
siglas de “leucine-rich repeat” en inglés) no reportada previamente (Figura 6). Esta
proteina esta cercanamente relacionada a las proteinas inhibidoras de la
poligalacturonasa (PGIP, “polygalacturonase inhibitor proteins”) y a proteinas
cinasas receptoras descritas en diferentes plantas (Desiderio et al., 1997, Kajava y
Deisenhofer, 1995; citados en Gamboa et al., 2001).

Para verificar la interaccion in vitro de FLOR1 y VSP1 con AGAMOUS se llevaron a
cabo otros experimentos como inmunoprecipitaciones, columnas de afinidad con
GST-AGAMOUS y experimentos de doble hibrido. Este estudio representé el
primer reporte de una interaccion proteina-proteina entre un factor de
transcripcion MADS-Box y proteinas que no corresponden a la familia MADS en
plantas (Gamboa et al., 2001).

26



TESIS CON

100p%

. 2IGEN

-4

13

Figura 6. Estructura del gen FLOR!. La clonacion y secuenciacién del
cDNA y gen completo FLORI mostré que era un gen con donumos ricos en
leucina de 1310 pb, con un iinico intron de 333 pb.

B. Localizacion subcelular de FLOR1 en Arabidopsis
thaliana

El primer requisito para que la interaccion de AGAMOUS con FLOR1 pueda ser
funcional in vivo es que estas proteinas se co-localicen tanto en los mismos tejidos
y momentos del desarrollo como en los mismos compartimentos celulares. Para
ello se realizaron experimentos encaminados a determinar la localizacién
subcelular de FLOR1 (Acevedo, F. comunicacién personal).

Los experimentos de hibridacion de mRNA in situ para caracterizar los patrones
espacio-temporales de expresion de este gen demostraron que FLOR1 se expresa
de manera importante en los meristemos de inflorescencia del primer estadio;
especialmente en los extremos del meristemo, donde se inician los primordios
florales (Acevedo, F. comunicacién personal). En meristemos florales mas
avanzados (estadios 7 y 8) la expresidn de FLORI1 se hace especifica a primordios
de estambres y gineceo. Mas tarde en el desarrollo floral, cuando los primordios
del tercer y cuarto verticilo se empiezan a diferenciar en estambres y carpelos
respectivamente, el mRNA de FLOR1 queda restringido a ciertos tipos celulares
(estadios 10 y 11). En los estambres, la expresion del mRNA de FLORI esta
restringido a las anteras, sin incluir los granos de polen. La expresién en los
primordios de los carpelos es uniforme; y para el estadio 11 FLOR1 queda
restringido a la placenta, el funiculo y los integumentos internos y externos
(Acevedo, F. comunicacién personal).

Experimentos de inmunolocalizacion de la proteina FLOR1 durante diferentes
estadios del desarrollo floral mostraron que esta proteina esta uniformemente
distribuida en el citoplasma de las células de los meristemos florales y de
inflorescencia. Ademds, la localizacién subcelular se verificé por sobreexpresion de
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la proteina quimérica FLOR1-GFP. La proteina se localiz6 intracelularmente, tanto
en el citoplasma como en el niicleo en los carpelos. Tanto los patrones de
expresién del mRNA de FLOR1 como la localizacién de la proteina indican que
esta presente en cualquier tejido con alta proliferacion, sugiriendo que su actividad
puede ser importante en el control de la actividad meristematica (Acevedo, F.
comunicacién personal). Los resultados arrojados por estos estudios sugieren una
coincidencia en la expresion espacio-temporal de AGAMOLUIS y de FLOR1, y por lo
tanto son consistentes con una posible interaccién entre ambas proteinas in vivo.

FLORI1 también se expresa en el meristemo apical (Acevedo, F. omunicacién
personal) y en estadios tempranos del meristemo de inflorescencia, antes de que
empiece la expresion de AGAMOUS; resultados que indican que FLOR1 podria
tener otra funcién en el meristemo apical no necesariamente relacionada con la
posible interaccion con AGAMOUS. Cabe mencionar que la columna de afinidad
con la que se aislé y verifico la interaccion in vitro de FLOR1 con AGAMOUS fue
disefiada con un péptido sefal caracteristico de las proteinas de la familia
proteinas tipo MADS como SOC1 y AGL24 que también se expresan en el
meristemo apical, y por tanto, es posible que la interaccién de FLOR1 no sea
especifica para AGAMOUS, y pueda interactuar con otras proteinas relacionadas.

C. Las proteinas ricas en leucina (LRR) y su importancia
biologica

Las proteinas ricas en leucina (LRR) tienen secuencias con motivos de 20 a 29
residuos de largo repetidas en tandem. Estas secuencias incluyen un segmento
conservado de 11 residuos con la secuendia consenso LxxIxLxx"/-xL (donde x
puede ser cualquier aminoadcido y las posiciones de L también pueden ser
ocupadas por una valina, isoleucina o fenilalanina (Kobe y Kajava, 2001). La
mayoria de estas proteinas se encuentran en eucariontes y parecen intervenir en
procesos de reconocimiento proteina-proteina (Kobe y Kajava, 2001), proveyendo
una red estructural que permite la formacién de las interacciones.

Estas proteinas participan en muchos procesos biolégicos importantes, como las
interacciones hormona-receptor, inhibiciéon enzimética, adhesién y transporte
celular (Kobe y Kajava, 2001). Muchos estudios recientes han revelado que las LRR
intervienen en el desarrollo temprano de mamiferos (Tong et al., 2000), en
desarrollo neural (Mutai et al., 2000), en la regulacion de la expresion génica
(Linhof et al., 2001), en la morfologia y dindmica del citoesqueleto (Xu et al., 1997),
etc. En todos estos procesos, las LRR probablemente median interacciones
proteina-proteina, a excepcion de una LRR encontrada en zanahoria, la cual al
parecer utiliza su estructura repetitiva para inhibir la cristalizacion del hielo
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(Worrall et al., 1998). Se ha determinado la estructura cristalogréfica de una LRR: la
proteina inhibidora de la ribonucleasa (ribonuclease inhibitor, RI), y se ha visto que
los motivos con elementos ricos en leucina repetidos en tindem corresponden a
unidades estructurales que consisten de hebras 8 y hélices a, dispuestas
paralelamente a un eje comun. Esto resulta en una estructura no globular, en
forma de herradura (Figura 7) con las hebras en 8 conformacién paralelamente
curvadas que delinean la circunferencia interna de la herradura, mientras que las
hélices a delinean la circunferencia externa (Kajava, 1998). Esta forma de
herradura determina que se facilite la interaccién con otras proteinas.

Ademas de que las LRR proveen una red estructural ideal para las interacciones
proteina-proteina, su estructura repetitiva puede ser benéfica en procesos en los
que se requiere una rapida generacion de nuevas variantes como la resistencia a
enfermedades en plantas o la virulencia bacteriana (Jones y Jones, 1997;
Evdokimov et al., 2001; Marino et al., 1999; citados en Kobe y Kajava, 2001), debido
a que puede evolucionar mas rdpidamente (Kobe y Kajava, 2001).

Figura 7. Dos diferentes vistas de la estructura 3D de la RI (Inhibidora de la Ribonucleasa de
cerdo). La figura de la izquierda fue tomada de Kajava, A. 1998; la figura de la derecha corresponde
a la imagen tomada de la base de datos de estructuras 3D de proteinas PDB (Protein Data Bank) de
la RI. El nimero de acceso es 2BNH.

Las proteinas LRR constituyen una superfamilia de proteinas compuesta de al
menos seis subfamilias (Kajava, 1998). Las proteinas LRR de plantas descritas hasta
ahora estan contenidas en dos de estas subfamilias, ]a subfamilia CC (LRR que
contienen cisteina), que tienen diversas funciones pero comparten localizaciéon
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Tabla 1. Listado de diferentes proteinas con LRRs encontradas en plantas, con informaddn disponible acerca de sus
sitios de expresién, posible funcién y/o papel biolégico en la planta.

30+

P; il Organi Informacién Fuente
RLK3 Arabidopsis Se expresa en rafces y hojas de roseta. Posible importandia en la senializacién celular. Walker, 1993,
thaliana
RPS2 Arabidopsis Se aisl6, por medio de la infeccién de Arabidopsis con Pseudomonas sp. patdgenas. Tiene | Ausubel, etal.
thaliana marcadas similitudes con el producto del gen N de tabaco, que confiere resistencia al | 1995
virus de mosaico,
CLAVATA1 | Arubidopsis Es una cinasa receptora, lo que sugiere su papel en la transducdén de senales. | Clark, Williams y
thaliana Mutaciones en este gen provocan acumuladén de células indiferenciadas y consecuente | Meyerowitz, 1997
crecimiento anormal de meristemos florales y del tallo, lo cual sugiere que esta asociada
a la manutenci6n del balance entre la proliferacién y la diferenciacién celular en dichos
meristemos.
CLAVATA2 | Arubidopsis Regula desarrollo de meristemo y de Srganos. Requerida para una acumulacién normal | Jeong,
: thaliana de CLAVATA1 para adecuada transduccion de seriales extracelulares Trotochaud y
. Clark, 1999
RKF1-3 Arabidopsis RKF1 s¢ expresa de manera importante en estambres, detectable en primordios florales | Takahashi, et al.
thaliana tempranos durante el desarrollo de estambres. Presenta actividad cinasa in vitro, 1998
RKF2 y 3 se presentan en bajos niveles en todos los érganos
BRI1 Arabidapsis Desarrollo de la planta. Interaccién con los Brasinoestervides (BRs), reguladores de !a | Li & Chory, 1997.
thuliuna promocién del crecimiento. Mutaciones en este gen tienen fenotipo “enano” y no | Friedrichsen y
responden a la aplicaidn exogena de brasinoesteroides. Chory, 2001.
ZmSERK1 | Zeu muys L. ZmSERK]1 se expresa en tejidos reproductivos femeninos y masculinos, con expresién | Baduino, 2001
y preferendial en microesporas. ZmSERK2 se expresa mds o menos uniformemente en
ZmSERK2 todos los tejidos.
SERK Daucus carola | ("Somatic Embryogenesis Receptor-like Kinase”), expresada en células embrionarias. | Schmidt et al.,
(zanahoria) - | Posible papel en Ja transduccién de sefiales presentes en el medio de cultivo y activa el | 1997 en Baduino
: desamrollo embrionario. et al. 2001
carrot- AFP | Daucus curola | Proteina anticongelante, inhibe recristalizacion de hielo. Worrall, et al.
(zanahoria) 1998
- Duucus carole | Diferenciacién celular y proliferacion en plantas. Interacdon in vitro con el péptido | Matsubayashi, et
(zanahoria) Ifato-fitosulfocina PSK. al. 2002,
EILP Nicotiana Cercanamente relacionado con los genes Cf de tomate; posible intervencitn en sistemas | Takemoto, et al.
tabacm de detecc6n de pat6genos; resistencia a no-hospederos en tabaco 2000
SLRR Sorgohum Con homologia significativa con las dnasas receptoras RLK5 y TMKI1 (genes de | Hipskind,
vulgare resistencia .a enfermedades) de Ambidopsis thaliama que tienen dominjos de unién | Nocholsony
(sorgo) extracelular. El mRNA se acumula rédpidamente en meso(ilo y hojas juveniles, y durante | Goldsbrough,
la postinoculacién con hongos. 19%
LRP Lycopersicon | Expresada particularmente en ciertos tipos celulares como estele, fibras del floema, | Tomero et al,,
esculentum paréiquima del protoxilema y xilema secundario. Dentro del contexto de resistendia a | 1996.
(tomate) enfemvedades, es procesado proteolfticamente hada pesos moleculares menores
ite  pre extracelul induddas por hospederos. Posiblemente media
eventds de reconodmiento e interaccion en la matriz extracelular, bajo condiciones
normales o relacionadas a patégeno.
inrpkl Ipomeu Asociado a floradén por induccién en fotoperiodo de dias cortos. Cercanamente | Bassett et al., 2000
(Pharbitis) nil relacionada a ERECTA. Con solo un intrén, este es removido eficientemente excepto en
Roth. Cv. cotiledones y hojas de plantas en estadjo vegetativo, lo que hace inefidente su actividad
: cinasa.
FIL2 Anlirrihnum Se expresa débilmente en pétalos y de manera mis abundante en 6rganos | Steinmayretal,
majus reproductivos. Es activo en filamentos y anteras de estambres, y en estigma y tejido | 1994
conductor del carpelo. Posible componente de mecanismos de senalizacion celular. Su
expresion se ve afectada en las mutantes del factor de transcripcién homedlico
DEFICIENS
Xa2l Oryza satita Cinasa. Actia como receptor de ligandos producidos en respuesta a patégencs. Una | Guo-Zhen et al,,
vez unida al ligando se autofosforila por mecanismos intramolecularvs. La | 2002
autofosforilacion intramolecular es particularmente importante para la activadoén del
2 reconacimiento de factones de crecimiento por alpunas cinasas receptoras en animal
Oryza sativa Gen de resistencia a la plaga llamada “maldicion” del ammoz. Miembro de la clase NBS- | Wang et al., 1999
g LRR de genes de resistencia a enfermedades en plantas. Su expresion se induce en
N condiciones ambientales alteradas como alteraciones en temperatura y obscuridad.
Oryza salivn Similar estructuralmente a genes conoddos de resistencia. Puede estar regulado por | Sakamoto, et al.
tratamiento con inductores quimicos de mﬂslencu sistémica adquirida (agroquimicos) o | 1999
pormoculamén con patégenos. . .




intracelular, y la subfamilia PS (LRR especificas de plantas), que actiian en las vias
de transduccién de sefales y estin localizadas en la membrana externa de las
células (Kajava, 1998).

En plantas se ha visto que las proteinas con fragmentos ricos en leucina participan
en procesos muy diferentes (Tabla 1), como el desarrollo, la resistencia a
enfermedades o la auto-incompatibilidad, presumiblemente implicadas en las vias
de sefializacion celular y transduccion de sefales. Se ha visto que muchas
proteinas PS-LRR de plantas tienen actividad de cinasas, y que ademas de estar
involucradas en interacciones proteina-proteina, también juegan un papel crucial
en las vias de transduccién de sefiales extracelulares (Baduino et al., 2001). La
mayoria de los genes de resistencia a enfermedades en plantas codifican para un
dominio de unién a nucleétidos (NBS o “nucleotide binding site”) y un dominio
rico en leucina (LRR); y algunos de ellos en su extremo N terminal tienen
homologia con los genes Toll (Pan et al, 2000), que son esenciales para la
ontogénesis y resistencia anti-microbiana en Drosophila. Los ortolégos de Toll han
sido clonados en vertebrados, y fueron llamados TLRs, que en humanos estan
involucrados en la herencia del sistema inmune (Muzio et al., 2000).

FLORI1 pertenece a la familia de las PS-LRR (Gamboa et al., 2001), grupo que
incluye a las cinasas CLAVATA1 y ERECTA, que median interacciones proteina-
proteina y sefializaciéon intercelular (Clark et al., 1997; Torii et al., 1996). La
localizacién subcelular de FLLOR1 muestra un patrén contrastante con la
localizacion de todas las PS-LRR descritas hasta ahora, que muestran una
localizacién extracelular.

D. Biisqueda de la mutante florl

Los estudios en genética clasica aplicaban una aproximacién directa para el estudio
de las funciones de los genes, es decir, comenzando a partir de un organismo con
fenotipo mutante se hacia la pregunta écudl es el genotipo?; ¢cudl es la secuencia
del gen cuya mutacion da lugar al fenotipo que se observa?. Con el advenimiento
de novedosas técnicas de andlisis genético molecular surge la aproximacién
inversa, la cual inicia con la secuencia de un gen de interés al cual se introduce
una mutacién para posteriormente hacer la pregunta ¢cudl es el cambio resultante
en el fenotipo?. Los knockouts de genes o mutaciones nulas proveen una ruta
directa para determinar la funcién del producto de un gen.

Existen diferentes maneras de implementar mutagénesis dirigidas a genes

especificos. La mutagénesis por insercion es una opcién que se estd utilizando
ampliamente, ya que consiste en la insercién de una secuencia de DNA externa
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conocida al gen de interés. De esta manera el DNA externo no solo actia alterando
la expresién del gen de interés sino que ademas actiia como marcador para la
subsecuente bisqueda e identificacion de la mutacién (Krysan et al., 1999). En
Arabidopsis, esto se puede hacer por medio ya sea de elementos transponibles
(trasposones) o por insercién de T-DNA. Una ventaja de utilizar inserciones de T-
DNA en lugar de trasposones es que las inserciones de T-DNA no se transponen
(no se “mueven”) después de su integracion en el genoma, por lo que son quimica
y fisicamente mas estables a lo largo de las generaciones (Krysan et al., 1999).

Las bacterias de suelo Agrobacterium tumefasciens y Agrobacterium rhizogenes son
capaces de transferir unidades discretas de DNA, denominado T-DNA por el
nombre en inglés del plasmido Ti o “tumor-inducing plasmid”, en el genoma de
varias gimnospermas y angiospermas (Glick y Thompson, 1993). Este plismido es
responsable de la formacién de tumores en las plantas, lo que ocurre cuando
Agrobacterium sp. las infecta a través de pequeinas heridas y llagaduras, pues la
bacteria es capaz de transmitir, insertar y expresar un segmento particular de DNA
en el genoma. Los andlisis genéticos del plismido Ti revelan dos regiones
esenciales para la generacién de los tumores: pequeiias secuencias flanqueantes
(lamadas T-DNA propiamente) y la regién vir o de virulencia (Shaw, 1988). Las
secuencias de la regién vir son esenciales para la transferencia e integracién del T-
DNA. Ya integrado el T-DNA en el genoma de la planta codifica productos
involucrados en la sintesis de fitohormonas como auxinas, dcido indolacético y
citocininas, y es la sobreproduccién de estas hormonas la que provoca la
tumoracién (Shaw, 1988). Los plismidos Ti son manipulados por ingenieria
genética primero en E. coli, para colocar el DNA con la secuencia de interés que se
desea introducir a la planta en lugar de los genes de tumoracion. Posteriormente
las construcciones de interés son transferidas por electroporacién o choque-térmico
a Agrobacterium tumefasciens. Las cepas resultantes de A. tumefasciens son utilizadas
para llevar a cabo la transformacion.

Estas novedosas técnicas desarrolladas para la insercién de T-DNA mediada por A.
tumefasciens han permitido crear bancos de varios cientos o miles de lineas de
Arabidopsis thaliana con inserciones diferentes. Célculos estadisticos han permitido
establecer la cantidad aproximada de lineas necesarias para la saturacién del
genoma de Arabidopsis con inserciones de T-DNA (Krysan et al., 1999), asi que la
probabilidad de encontrar ahi el gen de interés mutado es alta.

Por estas razones, para llevar a cabo un anélisis de su funcién, en el Laboratrio de
Genética Molecular y Desarrollo en Plantas del IE-UNAM se decidié hacer la
busqueda de una mutante para el gen FLOR1 en el banco de lineas mutantes por
insercién de T-DNA de A. thaliana del Centro de Biotecnologia de la Universidad
de Wisconsin, o UWBC por sus siglas en inglés
(http://www biotech.wisc.edu/NewServicesAndResearch/Arabidopsis/ArabidopsisH




ome.asp). El método de busqueda desarrollado por este centro consiste en una
serie de rondas de reacciones de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) con
DNA extraido de grupos de lineas mutantes, de manera tal que se van descartando
grupos de lineas (ya que el banco comprende 60,480 lineas diferentes) hasta
encontrar el grupo o pool que contenga la linea deseada. Los pares de oligos
utilizados para estas amplificaciones se muestran en la Tabla 2. Al final de una
serie de reacciones el UWBC envia al solicitante un pool o grupo de semillas
agrupado en 25 tubos conteniendo semillas de 9 lineas diferentes cada uno. El
investigador solicitante lleva a cabo entonces otra ronda de biisqueda por PCR en
su laboratorio, con los mismos pares de oligos o primers, de tal manera que las
reacciones con resultado positivo correspondan a las lineas con la presencia de la
secuencia de T-DNA en el gen de interés.

Oligo especifico foruard o sentido del gen
de interés

Para FLOR1 se diseio el oligo AG21R, con
secuencia:

5 CCTCAAAGCATCCACACATAATC
ACGATG 3’ (ver Materiales y Métodos)

Oligo reverse o antisentido para la
secuencia de T-DNA (extremo izquierdo)
Se utilizé el oligo con secuencia provista
por el UWBC J202, con secuenda: 5
CATTTTATAATAACGCTGCGGACATCTA
C 3’ y el oligo JL270, con secuencia 5
TTTCTCCATATTGACCATCATACTCATT
G¥

Oligo especifico reverse o antisentido del
gen de interés

Para FLOR1 se disefd el oligo AG20F, con
secuencia
5°CTCGAGGTGTAGTTTAGTCAGTGCTG

Oligo forward o sentido para la secuencia
de T-DNA (extremo derecho)

Se disend el oligo OLIGO31, con
secuencia: 5GGTGGGAAAGCGCGTTAC
AA 3’ (ver Materiales y Métodos)

GTG 3’ (ver Materiales y Métodos)

Tabla 2. Pares de oligos utilizados para la bisqueda de la mutante para FLORI (un
fragmento del gen de interés (flI) mds un fragmenio del T-DNA) en DNA genémico
extraido de varias lineas mutantes (por inserciéon de T-DNA) de la linea 12.

Desde las primeras rondas de PCR es posible mandar a secuenciar las bandas
positivas y localizar de esta manera la insercién dentro de la secuencia del gen de
interés. Con este método se aislé6 la linea 12 con resultados positivos para la
insercion de T-DNA por PCR y por hibridaciones tipo Southern. Esta linea destaco
por observaciones preliminares de su fenotipo (ver discusién). Por posterior
secuenciacién de los productos de PCR se ubicé la insercién del T-DNA en la base
numero 208 del intrén del gen (Figura 9).
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III. Objetivos

Objetivo general:

Hacer una caracterizacion molecular preliminar de las plantas seleccionadas de la
linea 12 (ver Material Biolégico), encontrada previamente como mutante por
insercién de T-DNA para FLOR1. Hacer un andlisis funcional de esta mutante por
medio de un andlisis de su crecimiento en diferentes condiciones de iluminacién y
elaborar herramientas moleculares para posteriores experimentos y andlisis.

Objetivos particulares:

A. Corroborar la mutacion en FLORI1 por insercion de T-DNA

Corroborar, por medio de la realizacién de reacciones de PCR; la presencia de la
insercién de T-DNA en el gen FLORI en las plantas de la lineas seleccionadas (ver
Material Biolégico en Materiales y Métodos).

B. Analizar la secuencia de mRNA de FLORI en las plantas mutantes

Como primer paso, determinar la presencia o ausencia del RNA mensajero en
plantas mutantes por RT-PCR. Si el resultado es positivo y la mutante no es nula,
entonces el objetivo es determinar el estado en el que se encuentra el RNA
mensajero de FLOR1 en las plantas mutantes por la obtencién y anilisis de su
secuencia, también por medio de la técnica de RT-PCR y secuenciacién.

C. Hacer una biisqueda de posibles motivos regulatorios en las secuencias
promotora e intronica

Por medio de métodos bioinformaticos, encontrar motivos presumiblemente
regulatorios en la regiéon promotora y en el intrén de la secuencia de DNA de
FLOR1 que puedan estar implicados en la regulacién de la transcripcién de este
gen.
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D. Analizar el fenotipo mutante. Comparar su crecimiento y desarrollo
en diferentes condiciones de iluminacion

Hacer un andlisis comparativo de diferentes caracteristicas morfologicas del
mutante florl. Con el objetivo de determinar si las diferencias en las condiciones de
luz afectan considerablemente el crecimiento de las plantas mutantes para FLOR1
(flor1) se llevara a cabo una comparacién cuantitativa del crecimiento entre estas
plantas crecidas en luz continua y las crecidas en fotoperiodo.

E. Construir plasmidos recombinantes

Para analisis posteriores de las plantas mutantes se requiere el desarrollo de
herramientas moleculares que permitan experimentos de transformacién de
plantas y sintesis de sondas para anélisis de hibridacion.

Un objetivo de este trabajo es el disefio y construccion de plasmidos
recombinantes con las siguientes secuencias:

- T-DNA
Que servird posteriormente para la sintesis de sondas para experimentos tipo
southern-blot.

- Secuencia de FLOR1 completa, con regién promotora e intrén

Que servird para posteriores experimentos de transformaciéon de plantas florl de
recuperacion de fenotipo.
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IV. Materiales y Métodos

Material Bioldgico

Se utilizaron semillas de Arabidopsis thalinna ecotipo Wassilewskija (WS) de la linea
12, que previamente habian resultado positivas para la inserciéon de T-DNA en el
gen FLOR1. En particular se analizaron en este estudio las semillas obtenidas a
partir de las plantas 12.19.5 y 12.8.7, es decir, la cuarta generacién (G4) (Figura 8).

Plaata tues 12, pasitive

Figura 8. Diferentes
generaciones de la linea 12. Para
este estudio se seleccioné la linea
12 positiva para la insercion de T-
DNA. Posteriormente se
seleccionaron sus hijas nam. 8 y
19, es decir segunda generacién
(G2). De su descendencia se
seleccionaron las hijas 8.7 y 19.5,
es decir , tercera generacion (G3).
Para este estudio se utilizaron las
semillas obtenidas a partir de
estas plantas, es decir, la
generacion cuatro (G4).

Andlisis previos (ver Antecedentes) revelaron que estas mutantes tienen la
insercién de T-DNA ubicada a partir de la base 208 del intrén de FLOR1, con una
longitud de 5, 938 pb (Figura 9). A partir de ahora llamaremos “mutantes ﬂor “
las plantas estudiadas.

Como control provisional se utilizaron plantas crecidas a partir de semillas
obtenidas a las plantas 12.27 y 12.15, también Arabidopsis thaliana ecotipo
Wassilewskija (WS) que resultaron negativas para la insercion de T-DNA en
FLORI.




A. Corroboracion de la mutacion en FLOR1 por insercion de T-
DNA

Corroboracion de la mutante

Para la corroboracién de la inserciéon de T-DNA en las mutantes flor] se llevaron a
cabo varias reacciones de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa): los oligos
utilizados fueron AG 21R (upper primer, instalado en la secuencia 5 no codificante
de FLOR1), con secuencia 5 CCTCAAAGCATCCACACATAATCACGATG 3’ en la
misma reaccioén con el oligo JL-202 (amplifica la secuencia del extremo izquierdo o
left border del T-DNA), con secuencia 5
CATTTTATAATAACGCTGCGGACATCTAC 3’ o con el oligo JL-270 (también
amplifica la secuencia del extremo izquierdo o left border del T-DNA), con
secuencia 5 TTTCTCCATATTGACCATCATACTCATTG 3’; ambas secuencias
provistas por el UWBC. Ademas, se utilizé el oligo OLIGO31, con secuencia
5 GGTGGGAAAGCGCGTTACAA 3’ (ver Antecedentes), para amplificar el extremo
derecho o right border de la secuencia de T-DNA, y se probé con el oligo AG 20F
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Figura 9. Localizacion de la inserciéon de T-DNA en el gen FLORI1. La insercién, de 5,
938 pb de largo se encuentra en el medio del intrén del gen, en el sitio 1005 en direccién
5-%¥. La insercion va del sitio 209 al sitio 124 del intr6n. Se indican los lugares
aproximados donde se hibridan los oligos AG20F, AG21R, OLIGO31, OLIGO87, JL202 y
JL270.
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(lower primer, instalado en la secuencia 3’ no codificante del gen FLORI) con
secuencia 5 CTCGAGGTGTAGTTTAGTCAGTGCTGGTG 3’ en la misima reaccién.
Los oligos AG 21R y AG 20F (amplifican FLOR1) utilizados durante las primeras
etapas del escrutinio fueron disefiados y provistos por la Dra. Alicia Gamboa del
IE-UNAM. La Figura 9 muestra mas claramente los sxhos correspondlentes a los
oligos mencionados. : :

El DNA gendémico fue extraido con el método de CTAB (bromuro de
hexadeciltrimetilamona, Apéndice I). Las reacciones de PCR se.llevaron a cabo en
una mezcla con volumen final de 50 ul que contenia 10 mM Tris-HCL, pH 8.9 y 80
mM KCL (Buffer de PCR); 1.5 mM MgCl,, 025 mM de desoxinuclestidos
trifosfatados (ANTP’s), 10 nM de cada oligo (AG20F/JL270, AG21R/JL202), 10 ng de .
DNA, y 20 unidades de polimerasa de DNA Taq. Esta reaccién fue sujeta a 35
ciclos de amplificacién a temperaturas de 94°C-30" (desnaturalizacién), 60°C-20"
(hibridacién de oligos), 72°C-1’30” (polimerizacién), seguidos de 5 a 72°C, por
altimo se mantuvieron a 4°C. Los resultados se analizaron por electroforésis en un
gel de agarosa 1% con bromuro de etidio (Apéndice II). -

B. Anilisis de la secuencia de mRNA de FLORI en las plantas
mutantes

RT-PCR

El andlisis del mRNA puede dar un indicio de la regu.lacnon de la expresién génica
a nivel transcripcional. Para corroborar el estado del mRNA mensajero en las
plantas mutantes se utiliz6 la técnica de RT-PCR (Transcriptasa Reversa-Reaccién
en Cadena de la Polimerasa).

Como primer paso se extrajo RNA total a partir de tejido floral de las plantas
mutantes para el gen FLOR1 por el método de TRIZOL (Apéndice IV) y se congel6
a —80°C para su uso posterior. Este RNA se utilizé6 como templado para la sintesis
de cDNA utilizando la enzima RT (siglas en inglés de la transcriptasa reversa)
segiin -el protocolo del “3° RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends” de
LifeTechnologies-GibcoBRL (Apéndice VII). Con el cDNA sintetizado se llevé a
cabo la reaccién de PCR para amplificar FLOR1. Los oligos utilizados fueron FA6R
con secuencia 5 CTAGCCATGGACAAGCCTTAAGGGGAGTTC 3’ y FASF con
secuencia 5 GGAATTCATGAGGCTCTTTGTTCATCTC 3’, que amplifican FLOR1 y
fueron disefiados por la Dra. Francisca Acevedo y provistos por la Dra.Gamboa. La
reaccién, con un volumen final de 50 ul contenia 10 mM Tris-HCL, pH 89 y 80
mM KCL (Buffer de PCR); 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM de dNTP’s, 10 nM de cada oligo
(FA6R y FASF), 10 ng de cDNA, y 2.0 unidades de polimerasa de DNA Taq. La
reaccion fue sujeta a 94°C por 5 para estabilizacion, y posteriormente a 35 ciclos de
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amplificacién a . temperaturas de 94°C. 30” (desnaturalizacién), - 60°C 30" .
(alineacién), 72°C 1’ (polimerisacién), seguidos de una incubacién final a 72°C por
5’ y 10°C oo. El resultado se corri6 por electroforesxs en un gel de agarosa 1%.

Las bandas resultantes dela amphﬁcaaon fueron cortadas y colocadas en un tubo
eppendorf. El DNA de estas bandas fué extraido del gel por el método de fibra de
vidrio siliconizada (péndice III). Se hizo ligacién con este fragmento (inserto) para
introducirlo en el (plasmido) vector de clonacién pGEMT-Easy (para explicacion y
protocolo completo ver Apéndice V) para su posterior secuenciaciéon. La reaccién
de ligacién contenia 1.5 ul de vector 50 ng/ul, 2.5 ¢l de buffer de ligacién, 5 ul de
inserto (presumiblemente ¢cDNA de FLORI sintetizado a partir de su mRNA), y 1
 de ligasa; y se dejé incubando toda la noche a 4°C. Se hizo transformacion de
células competentes TOP-10 de E.coli con esta- reaccion (ver protocolo de
transformacion en el Apéndice V) y se seleccionaron las colonias transformantes
por coloracién y se cultivaron en medio LB liquido con carbenicilina (ver protocolo
de transformacién, Apéndice V). Se extrajo el plasmido por el método de buffer
STET (ver método de extraccién de plasmido en el Apéndice VI). Se corroboré la
ligacién por digestion del plismido con una reaccién con volumen final de 20 ul
que contenia 4 ul de solucién de plasmido recombinante, 13 ul de agua bidestilada,
1 ul de enzima EcoR1 y 2 ul de buffer especifico para la enzima (50 mM NacCl, 100
mM Tris-HC], 10 mM MgCl,, 0.025 % Tritén X-100 pH 7.5). ‘ ‘

Una vez seleccionadas las clonas positivas tanto por coloracion como por
digestion, se extrajo y purificé el plasmido con el kit para minipreps de QUIAGEN -
y se mandaron secuenciar al Laboratono de Biologia Molecular del Instituto de
Biologia de la UNAM. .

Con la secuencia se hicieron varios procesos de alineacién pareada con ClustalX
utilizando el programa MacVector contra la secuencia completa del gen FLORI1
tipo silvestre (GeneBank, niimero de acceso T23B7.10), y contra la secuencia de -
mRNA de FLORI tipo silvestre (GeneBank, nimero de acceso BAB01964.1).

C. Biisqueda de poszbles motivos regulatorzos en las secuencias
promotora e mtromca

La region promotora del gen FLORI se obtuvo de la base de datos de GenBank y
como se menciond anteriormente consiste de 613pb. Se consideré6 como regién
promotora aquella entre el codén de término del gen anterior a FLOR1 y el codén
de inicio de transcripcién de FLORI. La region intrénica también fue obtenida de
GenBank y corroborada con la secuencia genémica y los datos obtenidos en el
laboratorio (Gamboa et al., 2000).
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Para la biisqueda de motivos conservados se utilizé el programa RSA-Tools
(http://embnet.cifn.unam.mx/rsa-tools/), que busca secuencia por secuencia
palabras cuya ocurrencia y probabilidad sea mucho mayor en estas regiones en
comparacion con la frecuencia esperada en las regiones no codificantes del
genoma completo de A. thaliana. Posteriormente, se hizo una bisqueda de motivos
regulatorios en ambas secuencias (promotora e intron) en la base de datos PLACE-
Database (Higo et al. 1999) (http://www.dna.affrc.go.jp/htd LACE), una base
de datos de motivos regulatorios conocidos encontrados en regiones promotoras
de genes en el DNA de plantas. Los motivos fueron extraidos de reportes
publicados previamente en estudios en genes de plantas vasculares (Higo et al.
1999). Se hizo una comparacién de los datos obtenidos por ambos métodos (RSA-
Tools y PLACE-Database).

D. Andlisis del fenotipo mutante. Comparacion entre luz
continua y fotoperiodo

Se utilizaron semillas de la linea 12 cuarta generacién para asegurar homocigosis
(ver Material Biol6gico). Las lineas 12.19.5 y 12.8.7 se tomaron en cuenta como dos
repeticiones experimentales independientes para el analisis del fenotipo. '

Se sembraron 18 macetas para fotoperiodo y 18 macetas para luz continua,
aproximadamente cinco semillas en cada maceta. Tanto para fotoperiodo como
para luz continua se sembraron 6 macetas con semillas linea 12.19.5 y 6 macetas
con semillas 12.8.7. Las demds macetas se sembraron con controles (6 para
fotoperiodo y 6 para luz continua). Como control provisional se utilizaron plantas
de lineas que no presentaron la insercién de T-DNA en FLORI durante la
blisqueda de la mutante y que, por observaciones previas, se vio que no
presentaban diferencias considerables entre si, tanto en su desarrollo vegetativo
como reproductivo. Se seleccionaron como controles las lineas 12.27 y 12.15. La
carencia de fenotipo se reflejaba en que habia un mismo fenotipo para todas las
plantas de las lineas con resultados negativos.

Se utilizé sustrato MetroMix 2000 (Scotts Company) esterilizado, que contiene
vermiculita para horticultura, musgo tipo peat moss de sphagnum canadiense,
perlita de horticultura y arena lavada. Todos los ingredientes esterilizados.

La temperatura, tanto para luz continua como para fotoperiodo fue de 20-22°C,
con radiacién luminosa en los siguientes parametros:
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Camara de luz-oscuridad

Densidad de Flujo Foténico: 400 umoles/ m?/ seg
Relacién rojo/rojo lejano: 8.05

16 horas luz / 8 horas oscuridad.

Camara de luz continua:
Densidad de Flujo Foténico: 160 umoles/ m*/ seg
Relacién rojo/rojo lejano: 8.05

Dichos parametros se midieron con un radiémetro SKR-100 (Skye instruments,
Scotland) para R (a partir de 640 a 670 nm; pico a 660), FR (690 a 748 pico a 730) y
R:FR; y con un cuantémetro LI-189 (LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA).

Las plantas se midieron cuando el crecimiento se habia detenido, es decir, cuando
los meristemos de las inflorescencias finales dejan de producir nuevos brotes que
dan lugar a flores laterales. Esto ocurre aproximadamente a los 50-60 dias. Se
midieron pardmetros que consideramos importantes para cuantificar el
crecimiento y desarrollo reproductivo: longitud del eje principal en cm, niimero de
ramificaciones a partir de la base del eje principal o a partir de meristemos
laterales, tamaiio de los internodos en el eje principal, niimero de vainas o flores
secundarias tanto en el eje principal como en las ramificaciones, anotando el
nimero de vainas consideradas como viables por la presencia de semillas y el
numero de vainas estériles (sin semillas) y mal desarrolladas (Figura 10).

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa SigmaPlot,
obteniendo y graficando los promedios para cada pardmetro considerando la
desviacion estdndar y el error estindar. En algunos casos se calcularon las
regresiones lineales (método de minimos cuadrados) para una serie de datos con
un intervalo de confianza de 95%. Se aplicé ademds la prueba estadistica no
paramétrica de suma de rangos Wilcoxon-Mann-Whitney debido a que el niimero
de muestra es pequeio.

E. Construcciones en plismidos recombinantes

Se hicieron diferentes construcciones en plismidos recombinantes, que serviran
como herramientas para andlisis posteriores:

T-DNA para posteriores experimentos tipo Southern-blot

Para amplificar el fragmento del extremno derecho de la secuencia de T-DNA (right
border T-DNA) se utilizaron los oligos OLIGO31 y OLIGO87. OLIGO31 tiene la
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secuencia 5 GGTGGGAAAGCGCGTTACAA 3’ y OLIGOS87 tiene la secuencia 5’
GCTCGCAATTGAGGTCTCATTCGCCATTC 3'.

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se llevé a cabo en una mezcla con
volumen final de 50 yl que contenia 10 mM Tris-HCL, pH 89 y 80 mM KCL
(Bufferde PCR); 1.5 mM MgClL, 0.2 mM de desoxinucleétidos trifosfatados, 10 nM
de cada oligo (FLOR3 y FLORS5), 10 ng de DNA, y 2.0 unidades de polimerasa de
DNA Tagq. Esta reaccién fue sujeta a 35 ciclos de amplificacién a temperaturas de
94°C 30” (desnaturalizacién), 55°C 30" (alineacién), 72°C 1'30” (polimerizacién),
seguidos de una incubacién final a 4°C co.

Nimero de vainas

| " 0 flores secundarias

Longitud del ¢je
principal
Numero de

ramificaciones

Figura 10. Mediciones que se hicieron a las plantas
mutantes lineas 12.19.5 y 12.8.7 y controles
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La reaccién resultante se analizé por electroforésis en un gel de agarosa 1% con
bromuro de etidio. Las bandas que correspondian al peso molecular del fragmento
a amplificar (extremo derecho de T-DNA, ~800 pb) fueron extraidas del gel por el
método de fibra de vidrio siliconizada para su clonacién en el vector pGEMT-Easy.
Se hizo ligacién con este fragmento (inserto) para introducirlo en el plasmido
vector de clonacién pGEMT-Easy, en una reaccién que contenia 1.5 ul de vector 50
ng/ul, 25 pl de buffer de ligacién, 5 ul de inserto, presumiblemente extremo
derecho del T-DNA, y 1 ul de ligasa; y se dejé incubando toda la noche a 4°C
(Apéndice V). Posteriormente con esta reaccion se hizo transformacién de células
TOP-10 competentes de Escherichia coli (Apéndice V). Se seleccionaron las cepas
transformantes por coloraciéon segiin el protocolo de transformacién con pGEMT-
Easy, y posteriormente se prosiguié a crecerlas en medio de cultivo LB para
extraccion del plasmido recombinante por el método de minipreps (Apéndice VI).
Con la solucién de este plasmido se corroboré la insercion por digestion con una
reacciéon con volumen final de 20 ul que contenia 4 ul de solucién de plasmido
recombinante, 13 ul de agua bidestilada, 1 ul de enzima EcoR1 y 2 ul de buffer
especifico para la enzima (50 mM NacCl, 100 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl,, 0.025 %
Tritén X-100 pH 7.5).

Una vez seleccionadas las cepas transformantes tanto por coloracidén como por
digestién, las soluciones con el plismido recombinante de aquellas que resultaron
positivas se mandaron secuenciar al Laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto de Biologia de ]a UNAM. Con la secuencia se hicieron varios procesos de
alineacién pareada con ClustalX utilizando el programa MacVector contra contra
la secuencia anterior de FLOR1 mas fragmento derecho de T-DNA obtenida
durante la corroboraciéon de la mutante. Ademas se hicieron varios BLAST o
bisquedas por alineamientos locales con esta secuencia en la base de datos
GeneBank.

Gen FLOR1 completo (con region promotora e intron) para posteriores
experimentos de transformacion y recuperacion de fenotipo

La liberacion de la secuencia completa del genoma de Arabidopsis (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000) permitié tener mas claridad en cuanto a la
regién promotora y a la secuencia tanto de los exones como del intrén de FLOR1,
lo cual permitio el disefio de los oligos mas adecuados para su amplificacion.
FLOR1 se encuentra ubicado en el cromosoma 3 de A. thaliana, y la region
promotora se buscé en el Bac niimero T23B7 para éste cromosoma con nimero de
acceso para GeneBank AP002063. En esta secuencia se encontré6 que el gen
inmediato anterior al sitio de inicio de FLOR1 se encuentra a 613pb, por lo que se
pudo clonar toda la regién completa que contiene los promotores.



Para la amplificacién del gen FLOR1 (tipo silvestre) completo se disefiaron con el
programa MacVector los oligos FLOR3, con secuencia 5
CTGCAGCGATAGATTAGACTGGAAGGAGTC 3, y el oligo FLORS, con secuencia
5" GAATTCACACCCATCTATTTAGGCG 3'. El DNA genémico se extrajo plantas
tipo silvestre con el método de CTAB (Apéndice I). La reaccion de PCR se llevé a
cabo en una mezcla con volumen final de 50 ul que contenia 10 mM Tris-HCL, pH
89 y 80 mM KCL (Buffer de PCR); 1.5 mM MgCl, 0.2 mM de desoxinucleétidos
trifosfatados, 10 nM de cada oligo (FLOR3 y FLORS5), 10 ng de DNA, y 20
unidades de polimerasa de DNA Taq. Esta reaccion fue sujeta a 35 ciclos de
amplificacion a temperaturas de 94°C 307 (desnaturalizacién), 60°C 30~
(alineacion), 72°C 1’ (polimerizacion), una estabilizacion final de 72°C 5° seguidos
de una incubacién final a 10°C co.

La reaccién resultante se analizé por electréforésis en un gel de agarosa 1%. Las
bandas que correspondian al peso molecular del fragmento a amplificar (gen
completo FLOR1) fueron extraidas del gel por el método de fibra de vidrio
siliconizada para su clonacion en el vector pGEMT-Easy. Se hizo ligacién con este
fragmento (inserto) para introducirlo en el plasmido vector de clonacién pGEMT-
Easy, en una reaccion que contenia 1.5 ul de vector 50 ng/ul, 2.5 ul de buffer de
ligacién, 5 ul de inserto, presumiblemente el gen completo FLOR1 mas su region
promotora, y 1 ul de ligasa; y se dej6 incubando toda la noche a 4°C (Apéndice V).
Posteriormente con esta reaccién se hizo transformacion de células TOP-10
competentes de Escherichia coli (Apéndice V). Se seleccionaron las colonias
transformantes por coloracién segin el protocolo de transformaciéon con pGEMT-
Easy, y posteriormente se prosiguié a crecerlas en medio de cultivo LB para
extraccién del plasmido recombinante por el método de minipreps (ApéndiceVI).
Con la solucién de este plasmido se corroboré la insercion por digestién con una
reaccién con volumen final de 20 ul que contenia 4 ul de solucién de plasmido
recombinante, 13 ul de agua bidestilada, 1 ul de enzima EcoR1 y 2 ul de buffer
especifico para la enzima (50 mM NacCl, 100 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl,, 0.025 %
Tritén X-100 pH 7.5).
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V. Resultados

A. Corroboracion de la mutacion en FLOR1 por insercion de T-
DNA

Corroboracion de la mutante.

La combinacién de oligos que dio resultados satisfactorios fue AG 20F / OLIGO31
que se anclan en el extremo 5 de FLORI un poco antes del inicio de la
transcripcion y aproximadamente en el sitio 5,038 del T-DNA respectivamente (ver
Figura 9). Con estos oligos las reacciones de PCR para el DNA de las lineas 12.8.7 y
12.19.5 resultaron positivas (Figura 11), lo que indica la presencia de al menos la
region del extremo derecho o right border de la insercion de T-DNA en el gen
FLORI. El tamaiio de la banda corresponde al esperado (aprox. 1900pb).

& 4

~ 2000pb

~600pb ~ew 1

Figura 11. Corroboracién de la insercién de T-DNA en la mutante florl por
PCR. Los carriles 1, 2 y 3 corresponden a la linea mutante florl 12.8; los carriles 4,
5 y 6 corresponden a la linea mutante florl 12.19. El carril numero 7 corresponde
a la reaccién con DNA gendmico control (en el carril del extremo izquierdo esta
el marcador molécular de 100pb).

B. Andlisis de la secuencia de mRNA de FLORI en las plantas

mutantes TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
RT-PCR

Una vez corroborada la insercion de T-DNA en FLORI en las lineas 12.19.5 y 12.8.7
se prosiguié a hacer una caracterizacién molecular del RNA mensajero de este gen
por medio de la sintesis y secuenciacién de cDNA de FLOR1 a partir de RNA total.
Se logré sintetizar cONA de FLORI en ambas lineas mutantes analizadas (Figura
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12), lo cual indica la presencia de mRNA de FLORI en estas plantas y por lo tanto,
que estas mutantes no son nulas.

Posteriormente se hizo un andlisis por secuenciacién para la corroboracién del
splicing o adecuada maduracién o edicién del RNA mensajero, bajo la hipétesis de
que la insercién de T-DNA en el intrén podria estar afectando la edicién del
mRNA.

100pb 1285 1285 1285 1285 12.197 12.19.7 12,197 w )

Figura 12. Resultados de RT-PCR en mutantes florl. Los carriles 1 a 4
corresponden a plantas mutantes de la linea 128, los carriles 5 a 7
corresponden a plantas de las lineas 12.19. El carril 8 corresponde al
control tipo silvestre (wt) y el carril 9 al control negativo

La alineacién pareada de la secuencia de cDNA obtenido a partir de las mutantes
flor1 contra la secuencia de mRNA de FLORI tipo silvestre mostré que la edicién o
splicing del RNA mensajero en estas lineas mutantes para FLORI no se encontraba
alterada; a pesar de la insercién de T-DNA (5,098 pb en el intrén). Posteriormente
se decidié hacer una bisqueda de posibles motivos de regulacién en el intrén del
gen FLORI, bajo la hipétesis de que la posible regulacién otorgada por éstos sitios
habria sido alterada por la insercién de T-DNA.

C. Biusqueda de posibles motivos regulatorios en las secuencias
promotora e intronica del gen FLOR1

Se hizo una biisqueda de sitios (de 4 a 8 nucleétidos de largo) tanto en a regién
promotora como en el intrén de FLOR1 en RSA-tools. Este programa busca
palabras con una frecuencia observada muy alta con respecto a la esperada en las
regiones no codificantes del genoma de Arabidopsis, tanto en la cadena 5'->3’
como en la complementaria, dando informacién del niimero de veces que el
motivo o palabra aparece en la secuencia en la que se hizo la biisqueda . La tabla 3
muestra los resultados de esta bisqueda para la regién promotora y la Tabla 4 para
el intrén.
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~Tabla 3. Resultados de la bisqueda de motivos en RSA-tools para la regién
PROMOTORA de FLOR1. Notese la diferencia entre la frecuencia esperada para
esos motivos en el genoma de Arabidopsis thaliana y la frecuencia observada.

FRECUENCIA

NUM. DE VECES QUE

MOTIVO FRECUENCIA
ENCONTRADO ESPERADA APARECE EN LA REGION OBSERVADA
gtaa|ttac 0.0093372235707 17 2.38
acac|gtgt 0.0066620608430 14 2.4
caca|tgty 0.0076653212514 13 1.07
taca|tgta 0.0099379999963 15 1.02
agta [tact 0.0081876241673 13 0.83
acat|atgt 0.0113833304311 14 0.05
acaca|tgtpt 0.0029219518280 11 3.14
agtaa|ttact 0.0030821151206 8
cgtac|gtacg 0.0030821151206 4
cacaa|ttgtg 0.0029247739747 7.
acacaa|ttgtgt 0.0011177218558 7.
gtacga |tegtac 0.0001835879342 3
cgtacajtgtacg 0.0002122695300 3.
cgegttic|gaaacgeg 0.0000103673466 2.
aaacgcega | tcgegttt 0.0000121575840 2
gtetacpga tegtacac 0.0000123132569 2

Tabla 4. Resultados de la biasqueda de motivos en RSA-tools para e INTRON de FLORI.

MOTIVO FRECUENCIA NUM. DE VECES QUE FRECUENCIA
ENCONTRADO ESPERADA APARECE EN LA REGION OBSERVADA
aacclggtt 0.0076807158239 -8 0.39

También, con las mismas secuencias utilizadas para la biisqueda en RSA-tools se
Hlevé a cabo una busqueda de motivos en la base de datos de promotores y
motivos regulatorios de genes de plantas PLACE-Database. En este tipo de
biisquedas no se discriminan motivos por informacion estadistica, solo arroja como
resultado un listado de todos los motivos encontrados en la secuencia que se
solicita que se encuentren en la base de datos y proporciona breve informacién
sobre su funcién.

La Tabla 5 muestra los resultados de la biisqueda en PLACE-Database para la
regién promotora, haciendo una comparacién con los resultados de RSA-tools. La
Tabla 6 muestra los resultados de la biisqueda en PLACE-Database para la
secuencia del intrén de FLOR1, también comparindolos con los resultados
correspondientes en RSA-tools.
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Tabla 5. Resultados de la bisqueda de motivos encontrados en PLACE-Database para la region CIS- o
PROMOTORA. Se busca tanto en la cadena 5'->3' (+) como en la cadena complementaria (). Las figuras de la
columna de la izquierda sugieren la pos:b]e actividad de sitio: #) sitio de unién a factores de transcripcion, *)
provee de expresion tejido especifica, &) determina regulacion por luz, ¢) interviene de algiin modo en la
regulacién por hormonas. Las casillas sombreadas con amarillo son las coincidencias ‘estrictas entre sitios
encontrados con RSA-tools y PLACE-Database. Las casillas sombreadas en azul son secuencias parecidas en
ambos resultados. Las filas sombreadas en gris muestran aquellos sitios que se repiten mis de una vez en una
sola cadena. Para mayor informacién y citas sobre los motivos consultar la pdgina de PLACE-Database:
http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE. '

Motivo Ubicacién Informacién .
& TATTCT |[M11I(H) Encontrado en el promotor del gen psbD que codifica para e centro de
3O reaccion DE de union a clorofila en el fotosistema II en cloroplasto que es
activado por luz azul, blanca o0 UV-A. (Hordeum vulgare) -
TAACARA |253(9) Encontrada en la region 5’ del gen DE-alfa amilasa. (Hordeum vulgare);
(Oryza sativa); (Triticum OS aestivum)
FY TGACG | 400() : Se encuentra en muchos promotores que intervienen en la activacion
& i transcripcional de muchos genes mediada por auxinas y/o acido salisilico.
Puede ser relevante para la regulacion de la transcripcion mediada por la
luz. CaMV; Cauliflower mosaic virus; plant; tobacco (Nicotiana
tabacum). Arabidopsis thaliana
ATAGAA [33(H “Box I1". Se encuentra en el promotor del gen atpB de clomplasto
' Conservado en muchos promotores de genes de cloroplasto.(Nicotiana
tabacum)
* 104 (H15 () . .| Secuencia promotora consenso CAAT. Secuencias responsables de la
! '§;b(‘();gs(§?;9 G el actlwdad promotora del gen legA tcjldo-especlﬁca en tabaoo
SRR E71 0021 YO MR Ay B e L :
* CNAACAC |460() En proteinas de almacenamiento en Bra.mca napus. Da especlﬁmdad
tisular a la expresion de napinA en embrion y endospermo.
CATATG [381(H381() Encontrada en el elemento NDE de soya. Interviene en la respuesta a
auxinas.
* | TGAAAACT | 1290) Responsable de la especificidad tisular de la actividad promotora de un
gen de chicharo en tabaco.
# AAAG ' [ 127 (204 (H259 (H273 © Sitio central requendo para la union de las proteinas Dof de umon a DNA
L ‘(‘2‘23 (r)299.(-)353 o. _ [anicas de plantas que promueven la transcripcion. <
* ACACNNG |552(H Promueve expresion del gen Dc3 especifica en embrion. También puede
PS : intervenir en la respuesta a ABA_ (Daucus carota); Arabidopsis thaliana
CANNTG {381 (381 () Caja-E del gen napA de almacenamiento en Brassica napus
& ¢ GATA 7315391 (H315(H184 . | “GATA box”; motivo GATA en el promotor CaMV 35S. Requerido para
* (4380 altos niveles de expresion. Regulado por luz y da expresion tejido- -
especifica. (Petunia hybrida)
& | GRWAAW |34 (9)35 (191 ()220 Sitio consenso encontrado en muchos genes regulados por la luz en.
L esstey : muchas especies.”
" GTGA ETE (134 (1102 (M0 () | Motivo GTGA encommdo en el promotor del gen 310 mpeclf ico de polen
Cotee 3090 o s e tabaco, .
# | TGACGTGG |397() Motivo “Hex". Sitio de union para la proteina bZIP en Arabidopsis y el
factor GBFI1.
ACGTCA {399() Motivo “hexamero™ encontrado en el promotor de genes de histonas y de
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HBP-1 (cierre de leucina). Posiblemente regulador de su transcripcion.

GATAAG - » -1 Caja “T". Se encuentra en regiones promotoras de genu con transcripcién
R I *| regulada por luz en Arabidopsis.
GATAA - [391 (3T () =7 v Caja “I”. Se encuentra en regiones promotoras de genes con transcnpcién
CR e regulada por luz en Arabidopsis
TAAATGYA |62() Caja “LI”. En promotores del factor PDF1 de Arabidopsis. Interviene en
la expresion capa-especifica en el meristemo apical del tallo y en los
primordios.

CCGAC 29() Centro de elemento de respuesta a temperatura (LTRE) mediada por la
luz en Arabidopsis thaliana .

TAACAAA [253(H) Elemento central de! elemento de respuesta a giberilina (GA).

ACTTTA _|293 (D298 (%) Sitio de unién a la pro!eina NtBBF1 en Agrobacterium rhizogenes.

' Requerido para la expresion tejido-especifica y la induccion por
- auxinasde gen rolB RT en plantas.
AATAAA |[152(H Seiial “PolyA” (poliadenilacion) en el gen legA de chicharo y arroz.

AGAAA 118 (+)245 (+)261 ($)270 Es uno de los dos elementos regulatorios codependientes responsables de

“N860) la activacion especifica del gen lat52 en polen de tomate.

CAACA [B6MI65 (IHT9(H Sitio RAV1 consenso de union para factores de transcripcion en
Arabidopsis thaliana. Reconocido junto con RAV1-B (CACCTG) por
proteinas que contienen dominios similares a los de AP2 y B3, Hy una -

L expresion relativamente alta de RAV1 en hojas de roseta y raiz.

ATATT 13 (+)288 (-)347 () Motivo encontrado en promotores de rolD en Agrobacterium sp. que

57409 promueve especificidad de la expresion en raiz.

CATGCA [496(H Sitio repetitivo RT encontrado en las cajas RY/G (junto con las cajas G)
del gen napA en Brassica napus. Requerido para la expresion especifica
en semilla. Transactivacion dependiente de ABA.

ATGGTA (454 (h Caja SIF, conservada en {os genes RSP1 y RPL21 de espinaca, que
codifica para una proteina ribosomal de cloroplasto.

RTTTTTR Sitio de union SEF4 encontrado en el gen Gmgl7.1 de soya.

TATAAAT “caja TATA” encontrada en legA de papas Pisum sativum y tabaco,
Nicotiana tabacum

TTATTT “Caja TATA” encontrada en el gen de la glutamin sintetasa de chicharo.
(Pisum sativim)

TATTTAA Sitio de union para el factor de transcripcion OsTBP2 encontrado en el
gen OsTFIIB. Estimula la union a DNA. Oryza sativa

TGACGT “Motivo TGACGT"” encontrado en el promotor de la alfa-amilasa. Provee
de alta expresion en los cotiledones de semilas germinantes.

TTGAC “Caja W” en el promotor del gen NPR1 de Arabidopsis thaliana.
Reconocido por proteinas de union a DNA inducidas por acido-salicilico.

R Resistencia a enfermedades.
294 (299 () Motivo TAAAG encontrado en el promotor del gen KST1 de Solanum

TAAAG -

tuberosum . Sitio de unidn para el factor de transcripcion StDof, que

controla la especificidad de la expresion en células guarda.
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Tabla 6. Resultados de 1a bisqueda de motivos encontrados en PLACE-Database para el INTRON deFLOR1.
Se busco tanto en la cadena 5->3' como en la cadena complementaria (comp). Las figuras de la columna de la
izquierda sugieren la posible actividad de sitio: #) sitio de unién a factores de transcripcién, *) provee de
expresion tejido especifica, &) determina regulacién por luz, #) interviene de algiin modo en la regulacién por
hormonas. Las casillas sombreadas con amarillo son las coincidencias estrictas entre sitios encontrados con RSA-
tools y PLACE-Database. Las casillas sombreadas en azul son secuencias parecidas en ambos resultados. Las filas
sombreadas en gris muestran aquellos sitios que se repiten mds de una vez en una sola cadena. Para mayor
informacién y  citas sobre los motivos consultar la  pdgina de = PLACE-Database:
http//www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE

Motivo Ubicacién Informacién
& |[|TATTCT 289 (H) Encontrado en el promotor del gen psbD de cloroplasto, cuya expresion
esta regulada por luz
{ CAAT - - 43 AISTHISH271 () | Caja“CAAT” encontrada en el promotor del gen legA de chicharo
164 V71 (204 () (Pisum sativum).
CCAAT = 1640171 () -~ | Secuencia comun encontrada en las regiones 5’ de genes eucariontes.
T 1174 (9236 ()
CNAACAC |92(9 En proteinas de almacenamiento en Brassica napus. Transcripcion
especifica en embrion y endospermo del gen napA.
# |AAAG .. - %g ()32 (£)308 (4)259 (1327 | Requerido para la union de proteinas Dof de union a DNA en maiz.
# |ACACNNG |95 Secuenica de union a factores de transcripcion bZIP en zanahoria. Pueden
dar especificidad tisular inducida por ABA.
& [GATA - .- |50 (HA0 (188 (-)268 () Caja “GATA". Encontrada en el gen Cab22 regulado por la luz. También
N " da especificidad de la expresion. Petunia hybrida
& | GATAA - e Caja “I”". Secuencia encontrada en promotores de genes regulados por luz
R E . en monocotiledoneas y dicotiledoneas.
& |GRWAAW '|29(H263 ()38 () Sitio GT-1 consenso encontrado en muchos genes regulados por luz en
. D diversas especies.
& | GGTTAA 235() Indispensable para la union de la siti GT-1. Se correlaciona con
# secuencias requeridas para la activacion transcripcional por luz del gen
tbcS Pisum sativum.
* IGTGA - - |168(MIS4NN0(EG) - Motivo “GTGA” encontrado en el promotor del gen gl0 especifico de
I PO S - | polen estadio tardio en tabaco.
& | YTCANTYY [103(H) - “Inr”. Elemento iniciador en el gen psaDb carente de cajas TATA en
tabaco. Este gen se transcribe en respuesta a la luz.
# |ACTTTA 326 (9 Sitio de union para la proteina NtBBF1 (tipo Dof de tabaco). Requerida
* y para la expresion tejido especifica y la induccion por auxinas.
&

|70 (".‘)1;14 287 Seiial de poliadenilacion en productos nucleares encontrada en €l gen

b legA de chicharo.
74(H) Seiial consenso de poliadenilacion en plantas,
* 34 (9256 () Uno de los dos elementos regulatorios co-dependientes de la activacion
especifica del gen lat52 de polen en tomate.
& 172 () "REalpha" encontrado en el promotor del gen Lhcb21 de Lemna gibba.
Su actividad de unién es alta en plantas etioladas, pero baja en plantas
: verdes. Requerido para la regulacion de fitocromo.
* | ATATT 186 (-)224 (-)266 (2} Motivo encontrado en promotores de rolD. Expresion especifica de raiz.
# (RTTTTTR 80 (-)330 () Sitio de unién SEF4. Promueve la transcripcion por interaccion con
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factores nucleares como SEF4.

Motivo encontrado en el promotor de gen KST1 en
Solanum tuberosum. Sitio de union para las proteinas StDof1 que
controlan expresion especifica en células guarda.

69 ()73 Caja TATA encontrada en el gen de la gutamin sintetasa de chicharo.

Para la region promotora se encontraron dos motivos con resultados coincidentes
por ambos métodos (RSA-Tools y Place-Database). Ambos motivos estan presentes
una sola vez en la secuencia, en el sitio 460+ y en el sitio 552+ en posicién
upstream o rio arriba a partir del sitio de inicio de transcripcién. Ambos motivos
dan especificidad tisular de la expresién de los genes en que se presentan en el
embridn, ya sea para Brassica napus o para Daucus carota. De los 35 motivos
encontrados con PLACE-Database para la regiéon promotora, el 25%, (9 motivos)
corresponden a secuencias encontradas en genes cuya expresion esta regulada por
luz. En espedial la secuencia tipo GATA contenida en ellas se repite cerca de
nueve veces en la regién promotora. El 34% de los motivos (12 motivos)
corresponden a secuencias que brindan especificidad tisular en la expresion de los
genes en los que se han encontrado. En especial la secuencia tipo CAAT, ACTTTA
y AGAAA se repiten continuamente en diferentes puntos de la secuencia. Las
secuencias encontradas proveen especificidad tisular en polen, meristemo y
primordios florales, raiz y tejido vascular, pero la mayoria en embrién y semillas.
Ademids se encontraron siete posibles sitios de unién a factores de transcripcion.

En la secuencia del intrén se encontraron también dos coincidencias para los
resultados entre PLACE-Database y RSA-Tools. Ambos motivos (GGTTAA y
AACCAA) se encuentran en la cadena complementaria, en el sitio 235(-) y 172(-), y
han sido encontrados en genes cuya expresién esta regulada por la luz. Estos
motivos no se encuentran en el promotor de FLOR1. Un 33% de motivos (siete
motivos) encontrados intervienen en la regulacién de la transcripcion por luz, 28%
(seis motivos) intervienen en la expresién tejido especifica en embrién, polen, raiz
y células guarda. Algunos de estos sitios se repiten varias veces y también estin
presentes en el promotor ( secuencia tipo GATA, AATAAA, TAAAG). El 23% de
motivos (5 motivos) encontrados en PLACE-Database son posibles sitios de unién
a factores de transcripcién, de los que destacan dos sitios que se repiten mas de
una vez y que también estan presentes en el promotor: AAAG, que en maiz es un
sitio de unién para proteinas tipo Dof y la secuencia tipo RTTTTTR, sitio de unién
para SEF4.

Muchos de los sitios encontrados en PLACE-Database son secuencias muy cortas y
en su mayoria no coincidieron con los resultados de RSA-Tools, por lo que la
posibilidad de su aparicién en las secuencias por azar es alta. Muchos de los
resultados en las tablas 5 y 6 donde no hay coincidencia con RSA-tools pueden ser
falsos positivos.
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D. Andlisis del fenotipo mutante. Comparacion entre luz
continua y fotoperiodo

En los analisis de la regiéon promotora y del intrén del gen FLOR1 se encontraron
algunos motivos que posiblemente dan regulacién de la expresion por luz. Debido
a esto se decidié que, ademds de hacer un analisis del fenotipo de las mutantes
florl se anadiria una variable mds, creciéndolas y comparando su desarrollo en dos
diferentes condiciones de iluminacién: luz continua y fotoperiodo.

Formacion y desarrollo de vainas

En la Figura 13 se observa como las vainas y las flores de las plantas de las lineas
12.19.5 y 12.8.7 con insercién de T-DNA en FLOR1 muestran alteraciones notables
en comparacion con las lineas control 12.27 y 12.15 que resultaron negativas para
la insercién en FLOR1 (indistintamente de si han crecido en luz continua o en
fotoperiodo). Las vainas de las lineas mutantes florl son mas pequefias y su
desarrollo se encuentra atrofiado, pues no logran producir semillas. Las flores
también presentan estructuras alteradas, con pétalos de menor tamano y carpelos
y estambres alterados.

Para hacer una comparacién cuantitativa se conté el niimero de vainas bien
desarrolladas (lo cual se decidia por que tenian un buen tamafio y producian
semillas) en relacién con el total de vainas (las viables y productoras de semillas
mas las atrofiadas y mal desarrolladas). Los resultados se muestran en la Gréfica 1.

e e e L — — - == ] Grifica 1. Anilisis de formaci6n y

e e e las lineas 12.19.5 y 12.8.7 crecidas
en luz continua (LC) y

mutantes  este  porcentaje

) i . llﬂ_T-I - mayoria de ellas son estériles. Las

FP LC FP LC FP LC FP LC estdndar.
1215 1227 196 8.7
CONTROLES MUTANTES
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desarrollo de vainas. Las columnas
muestran los porcentajes de vainas
viables (productoras de semillas)
para las lineas 1215 y 1227
(controles) y las mutantes flor? de

fotoperiodo (FP). En las lineas
control casi la totalidad de las
vainas son viables (producen
semilla), mientras que en las lineas

minimo, lo cual indica que Ia

barras muestran la desviacion



(ambas lineas mutantes, 12.19.5y 12.8.7, y controles, 12.15 y 12.27, presentan el mismo fenotipo). La
flecha de la parte superior izquierda seiiala una vaina del tipo mutante, pequeiia y mal desarrollada. La
flecha de la izquierda abajo sefiala una flor de las lineas mutantes, donde se perciben los pétalos mas
pequeiios. A la derecha se muestra una acercamiento de las vainas y flores de las plantas control. La
flecha de la derecha arriba muestra una vaina. Puede notarse inmediatamente e! mayor tamaiio. La
flecha de la derecha abajo muestra una de las flores de las lineas controles, donde a simple vista se
observan los pétalos mas grandes.

La Tabla 7 muestra el promedio del niimero de vainas viables para cada linea asi
como los datos estadisticos. En dicha tabla se muestran los resultados de la prueba
estadistica aplicada (Wilcoxon-Mann-Whitney) para determinar las diferencias
estadisticas entre las plantas crecidas en luz continua y las crecidas en fotoperiodo
para cada linea, asi como las diferencias entre mutantes y controles. No hubo
diferencias estadisticas en cuanto al nimero vainas viables entre las lineas
mutantes crecidas en luz continua y las crecidas en fotoperiodo. Entre las plantas
control de la linea 1215 crecidas en LC y FP tampoco hubo diferencias
significativas, pero entre las plantas control de la linea 12.27 en FP y LC hubo
diferencias con un a de 0.1 (Tabla 7), aunque podria deberse al pequefio niimero
de réplicas.

También se compararon las pantas de lineas mutantes crecidas en FP y LC contra
las control crecidas en FP y LC. En todos los casos hubo diferencias significativas
con altos niveles de confianza (@<0.001), lo que confirma la observacion de la
evidente esterilidad de las mutantes independientemente de las condiciones de
iluminacién en su crecimiento.
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FORMACION Y DESARROLLO DE VAINAS
12.15 12.27
FP LC FP LC
Lineas control 90.8 96.3 88.04 97.92
(1227 y 12.25) o8.79 o4.63 06.95 o3.16
+2.53 *1.39 +283 +141
n=12 n=11 n=6 n=
Diferencias estadisticas entre *
FPy LC
12.195 12.8.7
Lineas mutantes - FP LC FP LC
4.63 6.16 113 254
(12195 y 12.8.7) 0647 1,98 o0.95 o1.38
+*2.28 +1.38 +0.30 +048
n= n=13 n=10 n=
Diferencias estadisticas entre
FPy LC
12.15FP Vs. 12.15LC Vs 1227FP Vs 1227LC Vs
12.19.5FP 12.19.5LC 12.8.7FP 12.8.7LC
Diferencia estadistica entre ko bl dd ook Ak
controles y mutantes 12.15FP Vs. 12.15LC Vs 1227FP Vs 12.27LC Vs
12.8.7FP 12.8.7LC 12.19.5FP 12.19.5LC
e e e e o e e e 22 2 ] L2 E 2]

Tabla 7. Formacién y desarrollo de vainas. Datos y diferencias estadisticas para lineas control y
mutantes. Los promedios de vainas viables se muestran en nameros oscuros, o) desviacion estindar, +)
error estdndar, n) namero de replicas. Diferencia estadisticacon unae < 0.1, @ < 0.02, ¢ < 0.005y @ <
0.001 se indica como s, s+, *++ y *»x+ respectivamente.

A pesar de que las diferencias no son significativas, tanto en las plantas control
como en las mutantes puede observarse una tendencia a una mayor produccién
de vainas viables cuando las plantas crecen en condiciones de luz continua, sin
embargo, esto puede deberse a las diferencias en las condiciones de iluminacién de
las camaras de crecimiento de luz continua y de luz-oscuridad (ver Materiales y
Métodos). Esto se mencionara a mayor profundidad en la Discusién.

Alteraciones en el niimero de ramificaciones.
En la Figura 14 y la Figura 15 se observan plantas de las lineas mutantes florl y
controles a los 60 dias. A simple vista pueden notarse claras diferencias en cuanto

al numero de ramificaciones, que es mayor en las mutantes. Las ramas, que son
mas abundantes en las mutantes florl también son mas delgadas y fragiles.
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Figura 14 y 15. Plantas mutantes
flor1 y controles. Las fotografias
muestran de izquierda a derecha:
una planta mutante florl crecidas
en FP, planta de linea control
crecida en FP, planta de linea
control crecidas en LC y planta
mutante florl crecidas en LC.
(ambas lineas, tanto mutantes
como controles presentaban el
mismo fenotipo). Arriba se puede
observar claramente como las
plantas mutantes estin mas
ramificadas. A la izquierda se
aprecia como las plantas mutantes
crecidas en luz continua tienen
ramificaciones mds largas que las
plantas crecidas en fotoperiodo,
siendo que ambas son mds largas
que las plantas control.
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Para hacer la comparacién cuantitativa se conté el niimero de ramas para cada
planta. La Gréafica 2 muestra los resultados y en la Tabla 8 se muestran los anahms

estadisticos correspondientes.

2 2
(]
[
E
g 15
(]
=~
e
2 10
2
Grifica 2. Nimero de
ramas para plantas mutantes
flor! y controles. Las barras
muestran la desviacion
estandar.
NUMERO DE RAMAS
12.15 12.27
FP ) LK FP . LK
Lineas control 358 3 3 2.8
(12.27 y 12.25) o0.79 00.79 o1.09 a0.44
+0.22 +0.22 +0.44 +0.19
n=12 n=12 n=6 n=5
Diferencias estadisticas entre
FPyLC
12.19.5 12.8.7
Lin FP LK FP LK
g, 5‘““"“"’7’ 121 8.07 20.7 125
( y12.87) o387 0232 0525 o440
+1.22 +0.64 +1.66 +1.55
n=10 n=13 n=10 n=8§
Diferencias estadisticas entre ok ek
FPy LC
12.15FP Vs. 12.15LC Vs 12.27FP Vs 1227LC Vs
12.19.5FP 12.19.5LC 12.8.7FP 12.8.71.C
Diferencia estadistica entre *kokk Fokkk *hkk AekAek
controles y mutantes 12.15FP Vs. 12.15LC Vs 1227FP Vs 12.27LC Vs
12.8.7FP 12.8.7LC 12.19.5FP 12.19.5LC
ok ok Aok Aok ok ok

Tabla 8. Niimero de ramas. Datos y diferencias estadisticas para lineas control y mutantes. Los
promedios de nmimero de ramas para cada linea se muestran en nameros oscuros, o) desviacién
estdndar, ) error estindar, n) nimero de replicas. Diferencia estadistica conunae¢ < 0.1, ¢ < 002, a <
0.005 v er < DN se indica como ., %%k, kskk v *k4x Tespectivamente.

58



tamario del eje principal (cm)

En la Grifica 2 se observa claramente que el promedio del niimero de ramas en las
lineas mutantes es mayor, y aunque la desviaciéon estandar es alta, se observa que
las mutantes crecidas en FP tienen un mayor niimero de ramas. Esto se corrobora
en el andlisis estadistico de la Tabla 9, pues las mutantes de la linea 12.19.5 crecidas
en FP y LC son diferentes estadisticamente con un ¢ < 0.02 y las mutantes de la
linea 12.8.7 en FP y LC son diferentes con un o < 0.005. Todo lo anterior indica
que las plantas mutantes florl, a diferencia de las controles, tienen reacciones
diferentes en cuanto al nimero de ramificaciones a las diferentes condiciones de
iluminacién.

La comparacién de las mutantes florl con las lineas control también reveld que las
diferencias son altamente significativas (¢ < 0.001) en todos los casos. En cuanto al
nimero de ramas también se observa una tendencia en el caso de las plantas
control, que no es significativa, de un mayor niimero de ramas cuando las plantas
crecen en FP, pero esto puede deberse a las condiciones de iluminacién de las
cdmaras de crecimiento.

Tamario del eje principal

En las mutantes florl no hay pérdida de la dominancia apical, pero como se
observa en la Figura 14 y 15, la longitud de las ramas aumenta en comparaciéon con
las plantas control, sobre todo en cuanto a la longitud del eje principal, que fue el
parimetro medido a continuacién.
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20 Grafica 3. Promedio de tamaiio
del eje principal para lineas

10 - mutantes florl (12.8.7 y 12195) y
plantas control (1227 y 12.15).
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La Gréfica 3 muestra los promedios del tamano del eje principal medido en cm
para plantas mutantes florl y controles. La Tabla 9 muestra los datos estadisticos y
los resultados de 1a prueba de Wilcoxon-Mann-Withney.

TAMANO DEL EJE PRINCIPAL
12.15 12.27

EP LK FP LK

Lineas control 18.9 255 175 26.1
(12.27 y 12.25) 03.57 o2 o3.17 0207
+1.03 +0.57 +1.29 +0.92

n=12 n=12 n= n=35

Diferencias estadisticas *epkok Mk
12.195 ' 1287

. FP LK FP LK

Lineas mutantes 3755 55.65 3855 605
12195y 12.8.7) 493 o522 oA78 o3.90
+1.55 +1.44 +1.51 +1.37

n=10 n=13 n=10 n=8§

Diferencias estadisticas Hedeokske Ak ]
12.15FP Vs. 12.15LC Vs ]MWVS 1227LC Vs
12.19.5FP 12.19.5LC 12.8.7FP 12.8.7LC
Diferencia estadistica entre Fodkk i Hkkk kK
controles y mutantes 12.15FP Vs. 12.15LC Vs 12.27FP Vs 12271.C Vs
12.8.7FP 12.8.7LC 12.19.5FP 12.19.5LC
ok kok koo ookeokk Aokokok

Tabla 9. Tamaiio del eje principal. Datos y diferencias estadisticas para lineas control y mutantes. Los
promedios de longitud del eje principal (cm) para cada linea se muestran en nimeros oscuros, o)
desviacion estdndar, +) error estindar, n) nimero de replicas. Diferencia estadistica con una @ < 0.1, @
< 0.02, @ < 0005 y @ < 0.001 se indica como #, ®*, *** y **** respectivamente.

Como se observa en la Tabla 9, en el caso del tamaro del eje principal hay
diferencias estadisticas con altos niveles de confianza al comparar tanto la linea
control 12.15 crecida en FP y LC (e < 0.001), Ia linea control 12.27 crecida en FP y
LC (a < 0.02), y las lineas mutantes 12.19.5 y 12.8.7 crecidas en FP y LC (ambas con
a < 0001); lo cual indica que las diferentes condiciones de luz afectan
considerablemente (segiin esta prueba) el tamano del eje principal tanto en
controles como en mutantes; sin embargo estos resultados no son consistentes si
observamos las diferencias entre mutantes y las diferencias entre controles crecidas
en FP y LC en la Gréfica 3 (se observa que las diferencias son mayores entre
mutantes que entre controles), lo cual indica la falta de sensibilidad de esta
prueba. :
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Numero de vainas en el eje prmapal

Tarnblen se hicieron conteos del niimero de vainas én el eje prmcnpa] ya sea que
fueran o no estériles; para mutantes y controles, con el objetivo de ver si la mayor
longitud del eje principal observada en las mutantes florl (Grafica 3 y Tabla 9) es
debida a la presencia de un mayor nimero de internodos (la hipétesis alternativa
es que es debido a la elongacién de los internodos y no a un crecimiento por
adicién de estos). Los resultados se muestran en la Grafica 4, donde se graficé
longitud del eje principal contra el nimero de vainas individuo por individuo con
una simbologia diferente para cada linea. Los puntos que representan cada linea
mutante y control se unieron para comparar las diferencias entre la longitud del
eje principal para cada linea. En esta grafica se observa que, aun que las plantas
mutantes tienen los valores de longitud del eje principal mayores, también poseen
un mayor niimero de vainas, lo cual indica que hay una correlacién entre ambos
parametros ,
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Grafica 4. Longitud del eje principal contra el mimero de vainas para plantas control y
mutantes. Obsérvese como a mayor longitud del eje principal hay un mayor niimero de vainas,
independientemente de la linca de que se trate y de las condiciones de iluminacién de
crecimiento.
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Para corroborar la correlacién entre longitud del eje principal y niimero de vainas
se hizo la regresion lineal para los datos de la grafica anterior. Los resultados se
muestran en la Gréfica 5. Los resultados del coeficiente r*= 0.9635 reflejan una
buena correlacién de los datos.
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2 (3,7
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201 ° Grifica 5. Regresion lineal para los datos
10 | de longirud contra nimero de vainas para
plantas control y mutantes de ambas lineas.
0 - —— El coeficiente = 0.9635 y m=0.611
10 0 40 S0 a«
longitud del eje principal (cm)
Longitud internodica

Para continuar con el andlisis de los internodos se midié la longitud de cada
internodo en el eje principal para las lineas mutantes florl y controles, con el
objetivo de hacer una comparacién y corroborar que la mayor longitud del eje
principal (y como extrapolacidon en todas las ramas) en las mutantes es ocasionada
por la adicién de internodos y no por la elongacién de éstos. En todos los casos se
anotaron las longitudes internédicas empezando desde el apice hasta la base del
eje principal y se promediaron segiin su posicién. Las Graficas 6 y 7 muestran los
resultados para las lineas control crecidas en FP y LC; y las Graficas 8 y 9 para las
lineas mutantes florl crecidas en FP y LC. En estas graficas no se aprecian
diferencias en los promedios de las longitudes internédicas (pues se observa como
las barras de desviaciéon estindar se sobrelapan), por lo que en adelante se
analizara el promedio de las lineas 12.15 y 12.27 en FP, de las lineas 12.15 y 12.27
en LC, de las lineas 12.19.5 y 12.8.7 en FP y de las lineas 12.19.5 y 12.8.7 en LC.
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Grifica 8. Longitudes internddicas para lineas
mutantes florl crecidas en FP. Las barras
muestran la desviacion estandar. No se aprecian
diferencias considerables entre ambas lineas.
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Grifica 7. Longitudes internédicas para lineas
control crecidas en LC. Las barras muestran la
desviacion estindar. No se aprecian diferencias
considerables entre ambas lineas.
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Grifica 9. Longitudes internddicas para lineas
mutantes florl crecidas en LC. Las barras
muestran la desviacion estindar. No se aprecian
diferencias considerables entre ambas lineas.
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LONGITUD BE LOS INTERNODOS {mm)

En la Gréifica 10 se muestra el promedio de las longitudes internédicas para las
lineas mutantes florl y controles. No se aprecian diferencias considerables entre las
mutantes crecidas en luz continua y fotoperiodo ni entre las controles crecidas en
luz continua y fotoperiodo, sin embargo el comportamiento del tamarno de los
internodos a lo largo del eje principal es diferente entre las plantas mutantes y las
plantas control. Para corroborar esto y para mayor claridad se hizo la regresién
lineal para los cuatro grupos de datos (mutantes FP, mutantes LC, controles FP,
controles L.C) que se muestra en la misma grafica (Grafica 10). Se observa como la
pendiente resultante de la regresion lineal para las plantas control es mayor en
ambos casos (FP y LC), indicando como los internodos tienden a hacerse mas
grandes hacia la base del tallo, mientras que en las plantas mutantes la pendiente
es menor en ambos casos (FP y L.C), lo que indica la longitud de los internodos a
los largo del eje es mas homogénea, sin presentar la tendencia a la elongacion
hacia la base del tallo. La filotaxia en las vainas y flores secundarias no parece estar
alterada en las plantas mutantes.
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Grifica 10. Longitud de los
internodos para lineas mutantes
florl y controles. Las mediciones se
hicieron desde el dpice hasta la base
del tallo. También se muestran las
rectas resultantes de la regresién
lineal. En todos los casos la regresion
lineal se hizo con 95% de confianza
los coeficientes r* son: * =0.2919

para lineas control FP (azul),
r'=0.5092 para lineas control LC
(verde), r*=16826 para lineas

mutantes florl LC (rojo), y r*=0.0523
para lineas mutantes florl FP
(amarillo). Las pendientes (m) son
0.5, 0.7,3.9 y0.05 respectivamente. Las
barras muestran la  desviacion
estindar para el promedio de los
datos.



E. Construcciones en pldsmidos recombinantes

T-DNA

Se cloné el fragmento amplificado con los oligos OLIGO31 y OLIGOS87 en el vector
pGEMT-Easy. La secuenciacion mostré que se obtuvo un fragmento de 431pb ,
ubicado en el extremo derecho o right border del T-DNA.

Este fragmento clonado servird posteriormente para la sintesis de sondas marcadas
radioactivamente para experimentos tipo Southern-blot de corroboracion del
niamero de inserciones de T-DNA en las mutantes para FLOR1.

Gen FLOR1 completo (con region promotora e intron)

También se logré obtener al menos una clona del gen completo FLORI, la cual
incluye su regién promotora, el exén I, el intrén y el exén IT; 1o cual se corroboré al
hacer un blast de la secuencia obtenida en la base de datos de GenBank.

Este fragmento clonado en el vector pGEMT-Easy puede ser transferido a un

vector de transformacién para Agrobacterium para realizar experimentos de
transformacién de plantas y recuperacién de fenotipo.
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VI. Discusion

Luz, Hormonas y Transduccién de Seiiales.

Un completo entendimiento del funcionamiento de genes reguladores de aspectos
importantes del desarrollo como los genes de la familia MADS-Box incluye un_
entendimiento de cémo es que operan las vias de transduccién de sefnales que
regulan a estos genes, y que hacen que diferentes aspectos del desarrollo-como la
organogénesis floral y el desarrollo. vegetativo estén intimamente relacionados
tanto con el medio en que habita el organismo como con procesos internos a lo
largo de las diferentes etapas de desarrollo de la planta. La interaccién in vitro de
la proteina FLOR1 con el factor de transcripcién AGAMOUS °, las coincidencias en
la espacio-temporalidad de la expresién de ambos (expresién de FLOR1 en niicleo
y citoplasma) y las caracteristicas potenciales de FLOR1 como una LRR sugieren
que esta proteina podria intervenir. en vias.de transducciéon de seiales relacionadas
con la regulacién de la actividad de AGAMOUS, y hacen de esta proteina un
interesante objeto de estudio.

Para poder estudiar el papel que FLOR1 pudiera tener se requiere de la biisqueda,
caracterizacion molecular y andlisis funcional del fenotipo de una mutante para el
gen que la codifica. En este trabajo se corroboré la presencia de la insercion de T-
DNA en el gen FLOR1 para plantas de las lineas 12.19.5 y 12.8.7, 'y se hizo un
andlisis preliminar de ciertos aspectos de su desarrollo en relacién a variables
ambientales, en particular su respuesta a diferentes condiciones de iluminacién.

A. Caracterizacion molecular »

Las inserciones de T-DNA son mas estables que las inserciones con trasposones
(Krysan et al.,, 1999), y por ello se decidi6 hacer la biisqueda de una mutante para
FLOR1 hecha con este método. En este trabajo se corroboré la mutacién por
insercién de T-DNA en el gen FLORI1, localizada en el intr6n del gen; para las
plantas homécigas derivadas de la linea 12 (12.19.5 y 12.8.7) por medio de la
amplificacion por PCR del fragmento que corresponde al extremo derecho del T-
DNA. El método de mutagenesis por insercion de T-DNA implica que las
inserciones ocurren azarosamente (Glick y Thompson, 1993; Krysan et al.,1999),
por lo tanto y aunque la probabilidad es baja, puede haber mas de una insercién
en cada mutante. Para corroborar que solo hay una insercién se pueden hacer

* 0, como se mencionod en los Antecedentes, la posible interacion de FLOR1 con otras proteinas tipo
MADS que coincidan en la espacio-temporalidad de su expresion
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experimentos de hibridacion tipo Southern-blot del genoma completo de las plantas
mutantes digerido con enzimas de restriccién contra una sonda (oligonucleétido
marcado radioactivamente) hecha con parte de la secuencia de T-DNA. La
construccion del plasmido con el fragmento del extremo derecho o right border del
T-DNA hecho en el presente trabajo servira para ese propdésito.

La caracterizacion molecular de las plantas 12.8.7 y 12.19.5 mutanes para FLORI
implica determinar las alteraciones que pudieran presentarse en la expresiéon del
gen a consecuencia de la insercién de T-DNA. La regulacién de la expresién génica
que da lugar a la sintesis de proteinas de manera diferencial en los tipos celulares
de organismos eucariontes se lleva a cabo en varios niveles (Orphanides y
Reinberg, 2002). La concentracién celular de una proteina esta determinada por un
delicado balance de al menos siete procesos (Nelson y Cox, 2000), cada uno de los
cuales tiene diversos puntos de regulacion (ver Tabla 10).

La concentracién celular de una proteina esta determinada por un delicado
balance de al menos siete procesos (Nelson y Cox, 2000), cada uno de los cuales
tiene diversos puntos de regulacion:

1.- Sintesis de RNA primario (RNA mensajero)

2.- Procesamiento posttranscripcional (maduracion o splicing) de mRNA
.- Degradacion del mRNA

.- Sintesis de proteina

.- Modificacién posttraduccional de proteinas

.- Degradacion de proteinas

- Sefalizacion de proteinas y transporte

NOWmA W

Tabla 10. Tomada y modificada de Nelson y Cox, 2000

Como primer punto en la regulaciéon de la expresion de un gen, la prueba de
presencia de RNA mensajero en plantas mutantes es una metodologia
relativamente sencilla para determinar mutaciones nulas. Si la mutacion en un gen
es nula y si la planta es homdciga para el loci mutagenizado, la transcripcién se
interrumpe, lo cual impide la sintesis de RNA mensajero y por lo tanto de
proteina. Las pruebas de retrotranscripcién (RT-PCR) para mRNA de FLOR1 en las
lineas homocigas mutantes 12.8.5 y 12.19.7 de este trabajo resultaron positivas y
por tanto podemos decir que la mutante no es nula.

Otro punto importante de la regulacion de la expresion de un gen que puede
monitorearse experimentalmente por secuenciacién es el procesamiento
postranscripcional del RNA mensajero. Durante este proceso los intrones en el
RNA primario transcrito son editados rapidamente, y los exones se unen para
conformar el RNA mensajero maduro y funcional (Nelson y Cox, 2000). La manera
en que la edicion del mRNA ocurre puede variar: algunos intrones pueden auto-
editarse por medio de reacciones de transesterificacién; otros requieren de la
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accion de complejos RNA-proteina especificos llamados snRNPs (small nuclear
ribonucleoproleins) que se unen a secuencias especificas en el intrén, y existe otro
tipo de intrones que requieren de la accién de endonucleasas especificas (Nelson y
Cox, 2000). La secuencia de T-DNA con la que se realizé la inserciéon en las
mutantes (pD991-AP3) es relativamente grande (5, 938pb) si consideramos el
tamarnio del gen FLOR1 (1310pb), y mas atn si consideramos el tamano del intrén
(333pb), por lo cual se consideré la posibilidad de una alteracién en la edicién del
mRNA de FLOR1 encontrado en las mutantes. La secuencia del cDNA obtenido a
partir del mRNA de FLOR1 en las lineas mutantes estudiadas revelé6 que no habia
tal alteracién, pues fue idéntica a la reportada previamente (Gamboa et al. 2001).
Con esto podemos decir que la edicion del RNA mensajero para FLOR1 no esta
alterada y por tanto se exploré la hipétesis de una posible alteracion en la
regulacion de la expresion de FLOR1 debida a la insercién de T-DNA.

B. Biusqueda de motivos regulatorios en las regiones no
cofidicantes de FLOR1

Aunque la mutante florl que se encontré no es nula y la secuencia del mRNA para
FLOR1 es la misma que para el cDNA del tipo silvestre (la ediciéon no esta
afectada), se observaron alteraciones considerables en su fenotipo las cuales
pudieron haber sido provocadas por la alteracion de la expresion génica de FLOR1
debido a la insercién de T-DNA en el intrén.

Se ha postulado que el paso de mRNA a RNA maduro (la edicion o splicing del
mRNA) es un importante punto de regulacion de la expresion génica, pues el
equilibrio relativo entre las concentraciones de mRNA maduro e inmaduro puede
determinar los niveles de expresion de las proteinas (Nelson y Cox, 2000;
Orphanides y Reinberg, 2002; Luehrsen y Walbot, 1991). Tanto en plantas como en
animales se ha correlacionado la presencia del primer intrén a elevados niveles de
expresion y por tanto de concentracion de mRNA (Sieburth y Meyerowitz, 1997,
Jeon et al., 2000; Virts y Raschke, 2001). Ejemplos de ello los encontramos en el gen
Adhl en maiz (Callis et al., 1987; Luehrsen y Walbot, 1991 citados en Jeon et al,
2000), en el gen Sh1 (Vasil et al., 1989; Maas et al., 1991 citados en Jeon et al., 2000)
y Ubil también en maiz(Christensen et al., 1992); en el gen Act1 de arroz (McElroy
et al, 1990), y en el gen PAT1 de Arabidopsis thaliana (Rose y Last, 1997). La
insercién de T-DNA en el intrén de FLOR1 puede estar dificultando la edicién y
alterando este delicado equilibrio, conservando una correcta edicién, pero
produciendo alteraciones en las concentraciones de mRNA maduro, inmaduro y
proteina.

Ademas, estudios recientes han mostrado que las secuencias intrénicas pueden

contener elementos reguladores de la expresién génica y no solo secuencias que
permiten su correcta edicién o que promueven elevados niveles de expresién. En
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Drosophila melanogaster se han estudiado algunos casos en los que se logran
localizar elementos regulatorios en los intrones. Por ejemplo, el primer intrén de
gen 1 de la tropomiosina contiene elementos cis-regulatorios tanto activadores
como represores que confieren su expresién temporal y musculo-especifica
caracteristica (Gremke et al.,, 1993; citado en Sieburth y Meyerowitz, 1997). De
manera similar, el gen de la tubulina 83 contiene secuencias enhancer o promotoras
de altos niveles de expresién en el primer intrén, las cuales regulan la expresion a
lo largo del eje antero-posterior (Hinz et al, 1992; citado en Sieburth y
Meyerowitz, 1997).

En plantas, experimentos de transformacién con construcciones producto de la
fusiéon de secuencias intrénicas e intragénicas de AGAMOUS (AG) con el gen
reportero  GUS en Arabidopsis thaliana han demostrado que caracteristicas
cuantitativas y espacio-temporales de la expresion de AG estidn dadas por dichas
secuencias (secuencias intragénicas, que incluyen el primer y segundo intrén de
AG) en especifico la represion de la expresion vegetativa de AG. Dichas secuencias
conforman los sitios “blanco” de genes reguladores de la expresiéon de AG como
AP1, LFY o CLF (Sieburth y Meyerowitz, 1997). Otro ejemplo lo constituye el efecto
de la insercién del trasposon TAM3 en el segundo intrén (el mds grande) del gen
PLENA (PLE), homologo para AG en Antirrhinum majus; ya que produce en el alelo
mutante recesivo (ple) un fenotipo tipo ag-, con flores indeterminadas compuestas
de sépalos y pétalos; mientras que en el alelo semidominante (ovulata) se presenta
un fenotipo homeético de conversion de sépalos a carpelos y de pétalos a
estambres; y ambas observaciones son consistentes con un fenotipo de expresion
ectépica de PLE en dichos verticilos externos (y partes vegetativas de la planta)
(Bradley, et al, 1993). PLENA tiene una organizacion gendémica practicamente
idéntica a AGAMOQUS (Bradley, et al., 1993). Tanto para AG como para PLE se ha
demostrado que son las secuencias intrénicas y no la influencia de las secuencias
de insercién de los trasposones utilizados para la mutagenizacién las que provocan
los patrones de expresién alterados ( Bradley et al., 1993; Deyholos y Sieburth,
2000).

Otro ejemplo lo encontramos en el cado del gen OsTubAl, que codifica para la
tubulina-@ en arroz consiste de cuatro exones y tres intrones, y se expresa
fuertemente en tejidos muy activos en cuanto a division celular (apice de raices,
hojas jévenes y flores jévenes). En este gen el intrén 1 tiene un papel importante
en la regulacion de la expresién tejido-especifica ademas de que es posible que
intervenga en los mecanismos que dan lugar a una edicién eficiente del mRNA
dependiente del sitio de expresion (Jeon et al., 2000).

Es posible que la insercién de T-DNA en el intron de FLORI este provocando una
pérdida de regulacién y en consecuencia una expresién afectada (posiblemente
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provocando una expresién ectdpica) que cause las alteraciones observadas en el
fenotipo de las lineas mutantes florl.

Debido a la importancia de las secuencias intrénicas como reguladores de la
expresion génica, puede considerarse la posibilidad de que las alteraciones
encontradas en el fenotipo de las plantas mutantes 12.19.5 y 12.8.7 estén dadas por
posibles alteraciones en la expresiéon de FLOR1 ya sea por la pérdida de regulacién
intrénica provocada por la insercion como por la posible aportacion de nuevos
elementos regulatorios contenidos en la secuencia de T-DNA. En este trabajo se
construyé un plasmido que contiene la secuencia del gen completo de FLOR1,
incluida su regién promotora e intrénica, el cual servira para hacer mas facilmente
otras construcciones que permitan hacer experimentos de transformacién de
plantas y monitoreo de la expresiéon, que permitan verificar si la espacio-
temporalidad de la expresion de FLOR1 en las mutantes florl de estas lineas esta
alterada considerablemente.

Por las consideraciones anteriores, durante este trabajo se realizé una bisqueda de
motivos en la secuencia del intron de FLOR1 que puedan estar involucrados en la
regulacion de la expresiéon del gen por dos métodos: primero se hizo una
biisqueda en el programa RSA-tools, que busca palabras cuya frecuencia esperada
en el genoma no codificante de Arabidopsis sea mucho menor que la observada.
Posteriormente estos resultados se compararon con la basqueda realizada en a
base de datos para motivos o secuencias cortas regulatorias en plantas PLACE
Database. El programa de esta base de datos muestra todas las palabras
encontradas que tienen antecedentes de otorgar algyin tipo de regulacién en otros
genes de plantas. Por su naturaleza, el método de RSA-tools puede arrojar muchos
falsos negativos, y el método de PLACE Database puede arrojar muchos falsos
positivos. Para la secuencia intrénica se encontraron varios posibles sitios de
regulacion de la expresion tejido-especifica y de regulacién por luz. De ser
positivos algunos de estos sitios como importantes motivos de regulacién, a pesar
de que la insercion de T-DNA no interrumpe ninguno de ellos, su funcién
regulatoria pudo haber sido alterada por la presencia de la insercién.

De la misma manera se llevé a cabo una bisqueda de motivos en un fragmento
del T-DNA (apéndice VIII) en donde también se encontraron muchos sitios de
regulacion de la expresion génica. Este fragmento contiene parte de la secuencia
del promotor del gen AP3. Es posible que ésta secuencia al insertarse otorgara
nuevos motivos de regulacion en el intrén que también pudieron haber alterardo
la expresion de FLORI en las lineas 12.19.5 y 12.8.7.

Se pueden levar a cabo experimentos de transformacién con construcciones hechas
a partir de la fusién de los fragmentos clonados en este trabajo (cDNA de FLORI1,
gen completo FLOR1, y fragmento de T-DNA) que permitan verificar si la espacio-
temporalidad de la expresion de FLOR1 en las mutantes de estas lineas esta
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alterada considerablemente y si las secuencias insertadas con el T-DNA en el
intrén son las responsables de las alteraciones.

C. Andlisis funcional preliminar de las mutantes florl.
Comparacion de plantas mutantes vs. plantas control

Para todos los parametros analizados en el fenotipo de las lineas mutantes se
utilizaron como controles plantas de las lineas 12.27 y 12.15, las cuales resultaron
negativas para la insercion de T-DNA en FLOR1. Estos controles son provisionales,
ya que una comparacién mas adecuada para este tipo de estudios debe hacerse
contra el tipo silvestre de Arabidopsis thaliana del mismo ecotipo que las mutantes
(ecotipo Wassilewskija) ya que las lineas 12.27 y 12.15 pueden tener insercion de T-
DNA en otra parte del genoma, introduciendo en el estudio la posibilidad de que
esta insercién pueda afectar (aunque minimamente) su desarrollo.

C.1. Desarrollo reproductivo

La reproduccién en las lineas 128.7 y 12.19.5 mutantes florl se verifico
comparando el nimero de vainas bien desarrolladas y con semillas entre el
nimero de vainas estériles y mal desarrolladas entre las plantas de lineas mutantes
y las plantas de lineas control. Aunque la elevada esterilidad en las mutantes era
evidente a simple vista, los resultados mostrados en la Grafica 1 reflejan la drastica
disminucién de vainas viables en las mutantes. Este mal desarrollo de las vainas
puede considerarse como una consecuencia del mal desarrollo floral, pues como se
ve en la Figura 13 las flores en las lineas 12.19.5 y 12.8.7 también se encuentran
visiblemente alteradas. Una adecuada descripcion anatémica de las alteraciones en
las estructuras florales de estas mutantes requiere de un anadlisis cuidadoso y a
detalle, con técnicas de microscopia 6ptica y electrénica de barrido.

Durante los anélisis del fenotipo de la mutante florl, el UWBC publicé y dio mds
detalles acerca de la secuencia completa de la insercién de T-DNA pD991-AP3 que
utilizan para la mutagenizacion de las plantas asi como informacién al respecto de
observaciones previas. Ellos notaron desde etapas tempranas del proyecto de
creacién del banco de mutantes, que habia un pequefio porcentaje (ca. 10%)
dentro de la poblacion de 60,400 lineas mutagenizadas que podian exhibir
problemas de esterilidad. Sugieren que la infertilidad puede estar relacionada con
la presencia de secuencias del promotor del gen APETALA3 (AP3) en Ia
construccion de T-DNA utilizada para la mutagenizacion (UWBC,
http://www .biotech.wisc.edu/NewServicesAndResearch/Arabidopsis), sin embargo
decidieron continuar con el proyecto debido a la consideracion de que el
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porcentaje de plantas infertiles era pequefo. La esterilidad de la mutante florl
puede entonces estar dada por dichas secuencias. Una adecuada interpretacion de
la esterilidad en las mutantes de estas lineas podria obtenerse de nuevas
observaciones en diferentes lineas mutantes para el gen FLORI1, ademas de que,
para facilitar la interpretacién sobre la funcién de esta proteina es importante
obtener y analizar una mutante nula. El UWBC ofrecié el servicio de realizar
nuevamente y de manera gratuita la busqueda de las lineas mutante deseadas si el
investigador encuentra esterilidad. en sus mutantes. La nueva buisqueda fue
solicitada y esta en proceso. -

Ademas de la reproduccién, se analizaron otros aspectos del desarrollo en las
mutantes. Al graficar el promedio de la longitud del eje principal (Grafica 3), la
longitud del eje principal contra el niimero de vainas (Gréfica 4) y el nimero de
ramas (Grafica 2) se observan claramente las considerables diferencias entre las
lineas 12.19.5 y 12.8.7 y las lineas controles, lo cual se corrobor6 después al hacer la
prueba estadistica de Wilcoxon-Mann-Withney. Ademas el comportamiento del
tamaiio de los internodos a lo largo del eje prindpal resulté diferente al hacer la
regresion lineal (Grafica 10). '

C.2. Desarrollo vegetativo

Respuesta diferencial a las condiciones de luz en las plantas mutantes

En la busqueda de motivos regulatorios en la secuencia del promotor y del intrén
en FLOR1 se encontraron diferentes motivos con secuencias que han sido
encontradas anteriormente en genes cuya transcripcién esta regulada por la luz.
En especial en el intrén, dos de estos sitios se encontraron en RSA-tools con una
frecuencia observada muy alta (en comparacién con la esperada) y coinciden de
manera estricta con los resultados en PLACE-Database. Estos resultados sugieren
la importancia de estas secuencias en la regulacion de la expresiéon de este gen por
la luz, y debido a que la insercién de T-DNA se encuentra en el intrén, se decidié
crecer las lineas mutantes en diferentes condiciones de iluminacién para probar si
habia una respuesta diferencial. Especificamente se decidi6 crecer las plantas en
condiciones de luz continua y de fotoperiodo debido a la accesibilidad de las
cAmaras.

Para considerar las diferencias en los pardmetros medidos entre las plantas
crecidas en luz continua y fotoperiodo se utilizé la prueba estadistica de Wilcoxon-
Mann-Withney, de tal manera que se nos permitiera hacer una comparacién de
estas diferencias entre las plantas mutantes y control. Estas diferencias solo
resultaron considerables en cuanto al niimero de ramas, lo cual puede indicar que
en las lineas mutantes florl 12.19.5 y 12.8.7 hay un comportamiento diferencial
durante el crecimiento en las diferentes condiciones de luz (luz continua y
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fotoperiodo) ya que el niimero de ramas aumentan en las plantas crecidas en
fotoperiodo. A pesar de que no hay pérdida de la dominancia apical, pudimos
encontrar diferencias considerables para la longitud del eje principal entre las
plantas crecidas en luz continua y fotoperiodo. Este dato puede correlacionarse
con el nimero de ramas: en las plantas mutantes crecidas en fotoperiodo hay un
mayor numero de ramas, pero una menor longitud del eje principal, mientras que
cuando son crecidas en luz continua, el namero de ramas disminuye y la longitud
del eje pincipal aumenta. De esta manera las diferencias en el niimero de ramas y
tamano del eje principal podrian interpretarse como una disminucién de la
dominancia apical en las plantas mutantes cuando crecen en fotoperiodo, como
una respuesta diferencial de las plantas mutantes florl a las diferentes condiciones
de luz.

Debemos considerar que la densidad de flujo foténico por dia recibida por las
plantas en las camaras fue diferente entre las camaras de crecimiento de luz
continua y de luz-oscuridad. La densidad de flujo foténico recibida por las plantas
por dia fue mayor para las plantas crecidas en fotoperiodo (el total por 16 horas es
2.304 x 107 umoles/m*/seg) y menor en la cdmara de luz continua (el total por 24
horas es de 1.382 x 107 umoles/m*seg) y es posible que estas diferencias hayan
provocado las diferentes tendencias de crecimiento observadas en las graficas pero
que no resultaron considerables en el analisis estadistico (en general para todas las
lineas una menor produccién de vainas viables, un mayor niamero de ramas y un
menor tamaiio del eje principal crecidas en fotoperiodo).

La luz regula diversos aspectos del crecimiento y desarrollo vegetal. La calidad y
cantidad de luz son posiblemente los factores ambientales que afectan de manera
mas significativa el desarrollo de las plantas (Fosket, 1994). Las plantas son
sumamente sensibles a las condiciones luminicas, y responden a las diferentes
intensidades de luz que reciben alterando su crecimiento o desarrollo.

Existen numerosos efectos de la luz que son independientes de la fotosintesis, y
que controlan el desarrollo y morfogénesis de la planta. Al control de la
morfogénesis por la luz en las plantas se le llama fotomorfogénesis (Salisbury y
Ross, 1985). Es importante diferenciar entre la accién de la luz como causante de la
fotomorfogénesis y la accién de la luz como causante de la fotosintesis. En la
fotosintesis la luz provee de toda la energia para llevar a cabo el proceso, mientras
que en la fotomorfogénesis la luz actita como activador o modulador de procesos
del desarrollo (Salisbury y Ross, 1985). Bajo condiciones naturales, las plantas por
lo general crecen mas en altura durante la noche si es que la temperatura no es
muy baja, sin embargo, la razén de esta observacién puede estar dada por un
mayor suplemento de agua (Opik y Street, 1984). Las diferencias en el niimero de
ramas entre las plantas de las lineas 12.19.5 y 12.8.7 crecidas en luz continua y
fotoperiodo (siendo que en las lineas control no hay diferencias) indican que éstas
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no son debidas a las diferencias en la disponibilidad de carbohidratos debido al
aumento en las tasas fotosintéticas durante el crecimiento en luz continua o a un
mayor suplemento de agua durante las etapas de oscuridad. Como se mencion6
anteriormente, las diferencias en las longitudes del eje principal pueden estar
relacionadas (de manera inversa) al nimero de ramas, y ser solo reflejo de una
disminucién mayor de la dominancia apical en las plantas crecidas en fotoperiodo
(comparar graficas 5 y 7). El aumento en el nimero de vainas parece estar mas
correlacionado con el aumento en la longitud de las ramas.

Diversos estudios han dado evidencia de que las secuencias posteriores o “rio
abajo” (downstream) del sitio de inicio de la transcripcién (5'->3"), que incluye
secuencias codificantes y no codificantes, son importantes para aspectos de
regulacién de la expresion génica en respuesta a las diferentes condiciones de luz.
La abundancia del mRNA del gen Ferredoxina 1 (Fed-1) en chicharo esta
modulada por elementos regulatorios que responden a la luz localizados en las
secuencias 3’ del inicio de la transcripciéon (Dickey et al., 1994). En otro gen de
chicharo, plastocianina E (PetE), cuya expresion esta regulada por la luz, se ha
visto que se requieren tanto las regiones codificantes 3’ del inicio de la
transcripcién como las regiones 5 no codificantes para la regulacion luminico-
dependiente (Helliwell et al., 1997). Algunos elementos regulatorios que actiian en
respuesta a la luz en el gen psaDb de Nicotiana sylvestris se han localizado también
en las regiones codificantes (Yamamoto et al., 1997).

Sin embargo son pocos los estudios que correlacionan la respuesta diferencial en la
expresién de los genes en respuesta a la luz con elementos regulatorios en las
secuencias intrénicas. Por ejemplo, la expresién del gen PsaD de espinaca esta
regulada por las condiciones luminicas, y se ha demostrado que las secuencias
intronicas contribuyen a dicha expresion dependiente de la luz (Bolle, et al., 1996).
No puede descartarse la posibilidad de que la respuesta diferencial a las
condiciones luminicas en las lineas mutantes 12.19.5 y 12.8.7 florl este dada por
alteraciones en la expresion de esta proteina dadas por la insercién de T-DNA en
el intrén.

Alteraciones en el fenotipo de las mutantes florl.

Las alteraciones encontradas en las plantas mutantes florl 12.19.5 y.128.7 en
cuanto al crecimiento y la dominancia apical podrian sugerir la participacién de
FLOR1 en las vias de sefializacion que integran aspectos que regulan el
crecimiento, como son la percepcion y respuesta a las condiciones de luz y la
regulacién del crecimiento y desarrollo por fitohormonas, con los aspectos que
subyacen a la regulacién de la morfogénesis y desarrollo floral.
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Es desde hace tiempo conocido y bien documentado que las hormonas vegetales
afectan la divisién y la elongacion celular (Kende y Zeevaart, 1997), regulando asi
el crecimiento vegetal. Las auxinas estin bien identificadas como las moléculas
senalizadoras principales para el fototropismo, y son definidas principalmente por
su papel de promocién del crecimiento celular por elongacién, regulando la
elongacién de los internodos y de las hojas jovenes; ademas de que son
importantes en el mantenimiento de la dominancia apical (Fosket, 1994). Otro tipo
de hormonas que afectan el crecimiento vegetal son las giberelinas. Se han descrito
muchas mutantes que afectan la altura de las plantas en maiz relacionadas con
giberilinas, sobre todo mutantes enanas lamadas dwarf (Howell, 1998). El fenotipo
de estas mutantes puede recuperarse con tratamientos con acido giberélico (GA).
En Arabidopsis se ha identificado una mutante “insensible” a GA: GA insensitive
(gai), que tiene un fenotipo enano, un mayor nimero de ramificaciones y hojas
mds delgadas y verdes, ademds de que algunas de estas mutantes no producen
flores fértiles en luz continua (Howell, 1998). Otras mutantes relacionadas con GA
que afectan la estatura de las plantas debido a un incremento en la funcién GA
pertenecen a diferentes alelos del gen spindly (spy) en Arabidopsis, los genes ln y cry
en chicharo, pro en tomate y sin en cebada (Howell, 1998). Todas estas mutantes,
ademas de tener internodos elongados tienen otras caracteristicas como esterilidad
de los estambres y altos niveles de a-amilasa en germinados.

Las plantas crecen en altura ya sea por la adicion de internodos o por la
elongacion de los internodos. El crecimiento de los tallos ocasionado por exceso de
auxinas o giberilinas en una plantas se observa, ademéas del mayor tamaro, en los
internodos mas grandes. Para verificar si el mayor tamano en el eje principal de las
plantas 12.19.5 y 12.8.7 estaba dado por un mayor niimero de internodos o por la
elongacién de los mismos se hicieron varias observaciones. Se midi6 el tamaiio de
los internodos del eje principal desde el dpice hasta la base del tallo en las plantas
mutantes y en las plantas control, y se observé que el tamafio de los internodos
entre ellas no es considerablemente mayor (aunque como se discutird mas
adelante, el comportamiento es diferente, pues en las plantas control el tamaiio de
los internodos aumenta conforme se acercan a la base del tallo, mientras que en las
mutantes no), ademas de que se hicieron observaciones de cortes de tallo en los
internodos al microscopio (estos datos no se muestran) en los cuales no se
observaron diferencias considerables en el tamano de las células; todo lo cual
indica que el mayor tamaiio en el eje principal encontrado en las mutantes florl se
debe a la adicién de internodos por la presencia de un mayor niimero de células y
no a la elongacién de las ya existentes y una consecuente elongacién de los
internodos.
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Citocininas y respuesta diferencial a las condiciones luminicas.

Las .citocininas son fitohormonas. que se han relacionado con el crecnmento y
elongacién por divisién celular, aumentando el niimero de células. Las citocininas:
son consideradas generalmente como reguladores del crecimiento que afectan.
diversos procesos como divisién celular, - induccén de tallo, inhibicién de.la
senesencia y crecimiento de la raiz (Mok et al., 2000), ademas de que promueve
organogénesis en callos producto de cultivo de tejidos (Salisbury y Ross, 1985). La.
aplicacién de citocininas al medio de crecimiento de plantas resulta en un fenotipo
de reduccién de la dominancia apical y de la longitud internddica, ademads de
senesencia retardada (Medford, et al., 1989). El mayor niimero de ramas en las
lineas 12.19.5 y 12.8.7 puede interpretarse como una disminucién de la dominancia
apical, y aunque los internodos no son considerablemente mas grandes que en las
lineas control, su comportamiento en la Grafica 10 de regresion lineal indica que, a
diferencia de las plantas control, no se hacen mas grandes hacia la base del tallo;
todo lo cual podria ser congruente con una sobreproduccién o alta sensibilidad a
citocininas y hace de esta hormona un buen candidato para enfocar esfuerzos
futuros en el estudio y analisis de estas mutantes.

Un fenémeno que correlaciona la concentracién de fitohormonas con los estimulos
luminosos es el fenémeno de etiolacién. Las semillas que germinan en la oscuridad
tienen caracteristicas diferentes a las de las sémillas que germinan a la luz:
presentan una rdpida y extensiva elongacién de los internodos, no ocurre
expansion y crecimiento de las hojas, los cloroplastos no se desarrollan y la planta
tiene una coloracién amarilla y el hipocotilo permanece con forma de gancho y se
elonga rapidamente (Fosket, 1994). Se dice que las semillas que tienen estas
caracteristicas por haber germinado en la oscuridad estin etioladas (Fosket, D.
1994). Cuando una semilla germina y emerge a la superficie del suelo, comienza a
estar expuesta a la luz; y entonces se activa el programa de desarrollo lamado
fotomorfogénesis, y las semillas comienzan a de-etiolarse (los cotiledones
adquieren color verde y comienzan a crecer.como una semilla normal crecida en:
luz) (Howell, 1998). La . fotomorfogénesis o de-etiolacibn ha sido estudiada
intensamente como un proceso del desarrollo que ofrece un contexto  para
investigar las vias de transduccién de sefales de respuesta a la luz (Howell, 1998).
El fenémeno de etiolacién indica que la luz tiende a suprimir el crecimiento por
elongacién, a promover la expansion de las hojas y la diferenciacion celular (Opik
y Street, 1984). Se han identificado varios mutantes fotomorfogenéticos del
desarrollo en Arabidopsis. La mayoria de los mutantes hy (long hypocotil) tienen
defectos en los fotorreceptores, pero no en otros pasos de la via de transducciéon de
sefiales para la luz. Al germinar sus semillas a la luz, los hipocétilos se elongan
rapidamente (como si estuvieran en la obscuridad) (Koornneef, et al. 1980). En
Arabidopsis, la fotomorfogénesis puede ser activada por diferentes regiones del
espectro luminico, activando diferentes fotorreceptores; sin embargo, los mutantes
para los diferentes fotoreceptores tienen el mismo fenotipo durante su etapa de
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germinacién  (hipocétilos elongados), lo cual. indica: que los diferentes
fotorreceptores canalizan sus sefales hacia la- misma ruta de fotorrecepcion
(Howell, 1998). La apicacion externa de citocininas puede producir un fenotipo de-
etiolado en semillas creciento en :la obscuridad..  Se han encontrado una serie de
mutantes en las cuales la fotomorfogénesis se activa incluso en la oscuridad. Estas
mutantes llamadas -de-etioladas o mutantes det tienen hipocétilos cortos y
cotiledones abiertos cuando crecen en oscuridad (caracteristicas tipicas de las
semillas que germinan a la luz) (Chory et al., 1989). Se han aislado otro tipo de
mutantes similares a det; los mutantes cop (constitutive photomorphogenic) que
ademdas de presentar hipocotilos cortos y cotiledones abiertos, presentan
diferenciaciéon de cloroplastos cuando se germinan en oscuridad (Deng y Quai,
1992). En una de estas mutantes; DETI, se expresan genes que requieren la
presencia de luz para ello, como los que codifican para la ribulosa bifosfato
carboxilasa (RuBisCo), y a pesar de que se piensa que DET1 controla la expresion
especifica de estos genes en respuesta a la luz, no es una proteina de unién al
DNA (Pepper, et al. 1994).

Durante este trabajo se hicieron experimentos de germinacion de semillas de
mutantes florl en oscuridad (estos datos no se muestran), con la finalidad de
analizar la posibilidad de sobreproduccién de citocininas o alteraciones en la
fotorrecepcién, y se observaron las caracteristicas de fenotipo etiolado tipico. La
germinaciéon de las semillas de las lineas mutantes florl en oscuridad no resulté
diferente a la de tipo control. Si correlacionamos este resultado con las mutaciones
tipo hy (y suponiendo que la expresion de FLORI esta alterada en las lineas
estudiadas), puede afirmarse que las diferencias observadas en las plantas de las
lineas 12.19.5 y 12.8.7 no son debidas a alteraciones en la percepcién de la luz,
siendo que las alteraciones son posteriores (rio abajo o downstreem), posiblemente
en las-vias de sefializacion que regulan la concentracién de fitohormonas y factores
de crecimiento en respuesta a la luz. Aunque se descarta el efecto de la
sobreexpresion de citocininas a este nivel, no puede descartarse la posibilidad de
una sobreproduccién de esta hormona de manera muy local (por ejemplo en
regiones particulares del meristemo donde FLOR1 se expresa) o posterior a la
germinacién. Se han encontrado dos mutantes de sobreproduccién de citocininas
en Arabidopsis: ampl y cril (Catterou, et al. 2002) de los cuales se ha identificado y
caracterizado el gen y su papel en el desarrollo, y se ha visto que no estin
relacionados con las rutas metabdlicas de la citocinina (Catterou, et al. 2002). No se
han encontrado mutantes del metabolismo de citocininas que tengan una
concentracion disminuida de la hormona. Se han hecho estudios de reduccién de
la concentracién de citocininas por ingenieria genética de la citocinin-oxidasa en
tabaco (Werner, et al. 2001). El fenotipo resultante en estas plantas es antagénico a
las lineas florl 12.19.5 y 12.8.7 en cuanto a que son “enanas” a causa de una menor
tasa de division celular (Werner, et al. 2001).
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La inhibicién de la elongacién por la luz puede implicar un efecto en la cantidad
de hormonas en la planta y en la sensibilidad de las células a estas hormonas
(Opik y Street, 1984). El funcionamiento de las hormonas vegetales es complejo y
solo esta parcialmente conocido, comprendiendo una compleja regulacion del
desarrollo por concentraciones diferenciales de las distintas hormonas. Basta
considerar los descubrimientos clasicos de Skoog y Miller (1957) de que un alto
nivel de citocinina y un bajo nivel de auxina promoveran la formacién de tallo,
mientras que bajos niveles de citocinina y altos niveles de auxina promoveran el
desarrollo de raices. Resulta dificil interpretar la posibilidad de la alteracién de
concentraciones hormonales como las citocininas en las lineas 12.19.5 y 12.8.7 con
base solo en las caracteristicas fenotipicas observadas en este trabajo.

7§ TA TESIS NO SALE
DE LA BIBL IOTECSA
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VII. Conclusiones Lperspectivas

En este trabajo se corroboré la insercién de T-DNA en el intron del gen FLOR1
para las plantas 12.19.5 y 12.8.7. Esta insercién no produce que la mutante sea nula
pues se encontré presencia de RNA mensajero de FLOR1. La secuenciacién del
mRNA mostré que la edicién o splicing no estaba alterada. Se requieren de anailisis
de hibridacién tipo Southern-blot para la verificacion de una sola insercion en
estas lineas. La construccion del plasmido que contiene el fragmento del extremo
derecho del T-DNA hecha en este trabajo servirda para la sintesis de la sonda
necesaria para dicha hibridacion.

A pesar de que la edicién del mRNA no esta alterada, se encontraron diferencias
considerables y significativas segtin la prueba estadistica utilizada al comparar
diversos aspectos del desarrollo entre las lineas mutantes florl y las plantas control
como son:

- Drasticos niveles de esterilidad

- Longitud mayor en el eje principal

- Mayor nimero de ramificaciones

- Lalongitud de los internodos no se hace mas grande hacia la base del talo

El nimero mayor de vainas o flores secundarias en el eje principal tanto en
plantas mutantes florl como controles esta correlacionado con el tamafio del eje.

Las alteraciones en cuanto al crecimiento y disminucién de la dominancia apical
que responde de manera diferencial a las condiciones de luz continua y
fotoperiodo, ast como los antecedentes de FLOR1 sugieren que esta proteina
podria estar involucrada en las vias de sefalizacién que integran la transduccién
de sefiales hormonales y de fotorrecepcion con el desarrollo tanto vegetativo como
reproductivo en Arabidopsis thaliana.

Estas diferencias pueden deberse a alteraciones en los patrones normales de
expresion de FLOR1 debido a la insercién de T-DNA. Para detectar los posibles
cambios en los niveles y sitios de expresion pueden hacerse andlisis de reverso-
transcripcién del mRNA de FLORI en los diferentes tejidos y en diferentes etapas
del desarrollo y cuidadosos experimentos de hibridacién tipo Northern-blot.

La construccion del plasmido con la secuencia del gen completo de FLORI,

incluida su region promotora y su intrén asi como el plismido con la secuencia de
T-DNA serviran para hacer experimentos de transformacion de plantas en los que
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se analice el papel que tiene la insercién y secuencia de T-DNA en las alteraciones
fenotipicas observadas asi como las posibles alteraciones en la expresion génica de
FLORI1 en las lineas mutantes 12.19.5 y 12.8.7.

Se requiere de una mutante nula para poder hacer un mejor analisis funcional y
una adecuada interpretacién del papel que tiene FLOR1 durante el desarrollo de
Arabidopsis thaliana. También se requiere de un control mas adecuado para la
comparacién y analisis del fenotipo de las lineas 12.19.5 y 12.8.7 como serian
plantas de A. thaliana tipo silvestre del mismo ecotipo de las plantas mutantes
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IX. Apéndice

Protocolos
L. Extraccién de DNA por el método de CTAB.

1.- Congelar téjido en nitrégeno liquido y moler con pistilo en un tubo eppendorf
de 1.5 pl.

2.- Agregar 600ul de buffer de extraccion CTAB. (CTAB 2%, Tris pH 8.0 100mM,
EDTA 20mM, NaCl 1.4M, PVP 40 2% y B—Mercaptoetanol 0.2%) Agregar el g-
Mercaptoetanol al utilizar el buffer. _
3.- Calentar 1 hora a 65°C con agitaciéon ocasional.

4.- Centrifugar durante 10 minutos a 9,000 rpm. Transferir el sobrenadante a un
nuevo tubo.

5.- Agregar 1 volumen de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1.

6.- Centrifugar 10 minutos a 9000 rpm. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.
7.- Agregar 412.5ul de Isopropanol frio.

8.- Incubar por 30 minutos a 20°C.

9.- Centrifugar durante 5 minutos a 5,000 rpm.

10.- Lavar el pellet con EtOH 70%. Resuspender en 50ul de ddH,O y agregar 1l de
RNAsa. Mantener durante toda la noche a 4°C o durante 1 hora a 37°C.

IL. Preparacion de geles de agarosa (l%) para'électroforésis
Para 100ml:

1.- Pesar 1g de agarosa.

2.- Agrerar a 100ml de TBE 5%.

3.- Calentar con agitacidon ocasional " hasta que el agarosa se disuelva
completamente

4.- Dejar enfriar. Antes de solidificar agregar 6ul de Bromuro de Etidio (por cada
100ml de TBE).

5.- Vaciar en charolas y dejar cuajar. Guardar a 4°C hasta su uso.
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II1. Extraccion de DNA a partir del gel de agarosa por el metodo de ﬁbra de wdno
siliconizada. )

1.- En un tubo de eppendorf de 0.6ml hacer una perforacién con una aguja estéril
muy fina en la parte inferior.

2.- Llenar el tubo con fibra de vidrio siliconizada.

3.- Poner este tubo dentro de otro tubo eppendorf de 1 Sml (tubo colector).

4.- Centrifugar 10 minutos a maxima velocidad.

5.- Quitar el sobrenadante cuidando el pellet, que es muy transparente y se
despega de las paredes . Hacerlo con pipeta.

6.- Lavar el pellet con EtOH 70%

7.- Centrifugar durante 3 minutos a méaxima velocidad.

8.- Dejar secar el pellet (se puede dejar secar durante no mas de 10 minutos a 37°C)

9.- Resuspenter en 10ul de TE o ddH,O.

IV. Extraccion de RNA total con Trizol (TRI REAGENT, Molecuar Research
Center, Inc., EU.A. Nam. Cat. TR118).

Trabajar en condiciones estériles.

1.- Colocar 100 mg te tejido en un tubo eppendorf. Congelar en nitrégeno hquldo y
moler con pistilo.

2.- Agregar 1ml de TRI REAGENT y homogeneizar por pipeteo. Incubar por 5 min.
a temperatura ambiente.

3.- Agregar 0.2 ml de cloroformo por cada ml de TRI REAGENT. Agitar por 15
segundos. Incubar a temperatura ambiente por 3 minutos.

4.- Centrifugar a 10,000 rpm por 15 minutos a 4°C. En este paso se separan las fases.
5.- Transferir la fase acuosa, superior e incolora (alrederor de 600ul si comenzaste
con 1ml de TRI REAGENT) a un nuevo tubo.

6.- Agregar 0.5ul de isopropanol por cada ml de TRI REAGENT empleado para
precipitar. Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos. A

7.- Centrifugar a 10, 000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

8.- Remover el sobrenadante. Lavar el pellet con 1 ml de EtOH 75% por cada ml de
TRI REAGENT utilizado por pipeteo. Centrifugar a 10, 000 rpm por 5 minutos a
4°C.

9.- Remover el EtOH y dar un spin para eliminar la mayor cantidad posible de
etanol sin tocar el pellet.

10.- Resuspender en 30ul de ddH20 y afadir 1ul de inhibidor de RN Asas. Guardar
a —20°C hasta su uso.
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V. Transformacién de bacterias por choque de calor (Tomado y modificado del
Manual: pGEM-T and pGEM-T Easy Vector Systems, Promega)

Trabajar en presencia de mechero.

1.- Descongelar células competentes TOP-10 en hielo.

2.- Anadir 50ul de células competentes TOP-10 a cada tubo que contiene la reaccién
de ligacién. (con el vector pGEM-T Easy). Mezclar suavemente por pipeteo.

3.- Incubar en hielo por 20 minutos.

4.- (Choque de calor) Incubar las células a 42°C de 45 a 50 segundos y regresar
inmediatamente al hielo.

5.- Aniadir 850ul de medio LB liquido a cada tubo. Incubar durante 1 %2 hora a 37°C
con agitacion.

(Durante ese tipempo se pueden preparar las placas de medio LB con carbenicilina
previamente listas con 20ul de X-Gal (50 mg/ml) y 100ul de IPTG (0.1 M) distribuido
con perlas o asa de vidrio)*

6.- Centrifugar durante 2 minutos a 12, 500 rpm.

7.- Retirar 900u! de sobrenadante. Resuspender el pellet en los 100ul de medio
restantes en el tubo y plaquear con 50ul de esta mezcla para cada caja de petri.

8.- Incubar toda la noche a 37°C. Posteriormente guardar a 4°C.

*X-Gal (2ml)

100mg 5-bromo—-4-cloro3-indoil-8-D-galactosida (num. catidlogo V3941, Promega)
Disolver en 2ml N, N’-dimetil-para-mamida. Cubrir con alumini y guardar a —-20°C
IPTG (0.1M)

1.2g IPTG (num. catalogo V3951, Promega)

Agregar agua a un voliimen final de 50ml. Esterilizar por filtracién y guardar a 4°C.

Seleccion de cepas transformantes:

1.- EL vector pGEMT-Easy contiene un gen de resistencia a antibiético y el operén
lac, con el gen codificante para la B-galactosidasa. La insercién interrumpe la
transcripcién en la secuencia de la g-galactosidasa, 1o que permite la seleccién por
coloracién al crecer las cepas en placas con X-Gal e IPTG.

2.- Las cepas seleccionadas positivamente se pican con palillos estériles en presencia
de mechero, y se crecen en tubos de LB con carbenicilina durante 24 horas a 37°C
con agitacion.

VI. Extraccion de plaismido (MINIPREPS)

1.- Vadiar cultivo de bacterias en LB en un tubo eppendorf de 1.5ml hasta llenar el
tubo.
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2.- Centrifugar durante 2 minutos a 5, 000 rpm.

3.- Tirar el sobrenadante y repetir pasos 1 y 2 en el mismo tubo.

4.- Tirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 150ul de buffer STET. Ayudarse
del vortex.

5.- Agregar 10ul de lisosima 10mg/ml, vortexear ligeramente e inmediatamente
poner a baifio maria (agua hirviendo) durante 40 segundos.

6.- Centrifugar durante 10 minutos a 10,000 rpm.

7.- Quitar el pellet de cada muestra con un palillo estéril y desechar. Agregar al
sobrenadante 200ul de isopropanol frio. Mezclar por pipeteo.

8.- Incubar durante 30 minutos a -20°C.

9.- Centrifugar durante 10 minutos a 12, 500 rpm. Tirar sobrenadante.

10.- (Lavado del pellet) Anadir al pellet 200ul de EtOH al 70%. Resuspender por
pipeteo y vortexear.

11.- Centrifugar durante 5 minutos a 12, 500 rpm. Quitar sobrenadante y dejar que
seque el pellet (se puede colocar en la incubadora de 37°C durante 8-10 min para
promover la evaporacién o secar al vacio).

12.- Resuspender en 20ul de ddH,O. Afiadir 1ul de RNAsa A 10 mg/ml y guardar a
4°C hasta su uso.

VII. RT-PCR. (Tomado del manual del kit: 3'RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends, LifeTechnologies)

1.- Combinar 1-5 ug de RNA total con agua DEPC hasta un voliimen final de 11ul.
2.- Adicionar 1ul de primer unviersal 10uM. Mezclar suavemente y dar un spin en
la centrifuga.

3.- Calentar a 70°C por 10 minutos. Posteriormente incubar en hielo por al menos 1
minuto. Dar un spin en la centrifuga y agregar:

Buffer de PCR 10X.................... 2ul
25mM MgCl, 2ul
10 mM dNTP's....ccoomiicacainee 1
0.1 M DTT...coeeieiecreeccniecnacnas 2ul

4.- Mezclar suavemente y dar un spin en la centrifuga. Equilibrar la mezcla a 42°C
por 2 a 5 minutos.

5.- Adicionar 1ul de enzima Reverso-Transcriptasa (SuperScript II RT,
LifeTechnologies). Incubar a 42°C por 50 minutos.

6.- Terminar la reacciéon por incubacién a 70°C por 15 minutos.

8.- Transferir la reaccién a hielo. Dar un spin en la centrifuga y agregar 1ul de
RNAsa H. Mezclar suavemente e incubar por 20 minutos a 37°C. Guardar a —20°C
hasta su uso.
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VIII. Bisqueda de motivos en la secuencia del promotor de APETALA3 inluida

en la secuencia de T-DNA

Resutados de la bisqueda en RSA-Tools para la secuencia del promotor de

APETALAS3 que esta incluida en el T-DNA:

MOTIVO FRECUENCIA NUM. DE VECES QUE | FRECUENCIA
ENCONTRADO ESPERADA APARECE OBSERVADA
ctcegtta | taacggag 0.0000139478215 2 0.14
ccgtta|taacgg 0.0002141090902 3 047
aacgga|tcegtt 0.0002910597129 3 0.08
aagtg|cactt 0.0020482255959 6 0.62
aacgyp|ccgtt 0.0008976959753 4 0.30
aagt |actt 0.0111144816869 15 1.58
agtg|cact 0.0056649841369 9 0.67
acgg|ccgt 0.0024748664910 5 0.01

Resultados de la buasqueda en PLACE-Database para la secuencia del promotor de
APETALA3 incluido en el T-DNA:

Motivo Ubicacién Informacion

NNWNCCA |389(+H) Secuencia consenso de union a AGL2 en Arabidopsis, que se une al DNA

WWWWTR como dimero. Expresion floral.

GWWAN

TTWCYAW | 390 (+)390(-) Secuencia consenso de union a AGL3 en Arabidopsis. AGL3 se expresa en

WWWTRG toda la planta.

WAA

TGACG 102 (+)181 (+) Sitio de union ASF-1 en el promotor CaMYV 35S. Encontrados en promotores
que estan involucrados en la activacion transcripcional de los genes por
auxinas y/o acido salicilico. Puede ser relevante para la regulacion por luz.

ATAGAA 446 (-) “Caja II” encontrada en el promotor del gen atpB de cloroplasto en tabaco.
Encontrado en muchos promotores NCII de genes de cloroplasto.

CAAT 16 (+)234 (+)384 (+) 1| “Caja CAAT", encontrada en el gen legA de chicharo. Da expresion

(-)179 (-)236 () especifica de este gen en semillas de tabaco.

CCAAT 15()1 ) “Caja CAAT". Secuencia encontrada en las regiones 5’ no-codificantes de
muchos genes eucariontes.

GTTTACAT |316(+) Caja CArG1, encontrada en el promotor del gen APETALA3 de Arabidopsis.

AAATGGAA Sitio de union para el heterodimero AP3/PI de factores de transcripcion tipo

AA MADS-Box.

CTTTCCAT |389(+) Caja CArG3 encontrada en el gen APETALA3 de Arabidopsis. Sitio de

TTTTAGTA unidn para el heterodimero AP3/PI de factores de transcripcion tipo MADS-




AC Box y otros como APETALAl y AGAMOUS.
TGAAAACT- 344 ( ) Secuencia encontrada en el gen legA de chicharo. Responsable de la
- especificidad tisular en la expresion de este gen en tabaco.

CAANNNN | 78 (+) 429 (+) Region necesaria para la expresion circadiana del gen Lhc de tomate.

ATC

AAAG 148 (+)187 (+) 6 (-) 46| Sitio requerido para la union de proteinas Dof en maiz. Las proteinas Dof
(-) 56 (-) 207 (-) 220 (-) | promueven una mayor transcripcion de los promotores de genes CyPPDK y
369 (-)389 (-) 418 (-)| PEPC.
444 (-)459 ()
88 (+) 227 (+) 234 (+)|Caja E del promotor del gen de la proteina napA de almacenamiento en

-1 408 (+) 88 (<) 227 ()

234 (-)408 (-)

Brasssica napus.

-[GATA

336 (1) 473 (-)

Caja “GATA", encontrada en el promotor CaMV35S. Sitio de union de ASF-
2. Tres cajas GATA repetidas fueron encontradas en el promotor del gen de
la proteina de unién a la corofila a/b Cab22 en Petunia h. Requerido para una
elevada espresion, regulada por luz y tejido especifica (hojas, tallos).

:CAT'I’AA’I“I‘

373 (D)

Sitio de unidn para las proteinas de zipper de leucina GmHdI56 y GmHdI57
de soya. Encontrado en el dominio de respuesta a fosfatos del promotor de
VspB en soya.

328 (+) 329 (+) 222 (-)

Sitio consenso GT-1 encontrado en muchos genes regulados por luz en
muchas especies como PHYA en arroz, RCA y PETA en espinaca y CHS15
en chicharo.

1230 (+) 33 () 129 ()

Motivo “GTGA” encontrado en el promotor del gen g10 de expresion tardia
en polen de tabaco.

“Caja I". Secuencia encontrada en las regiones 5’ no codificantes d genes
regulados por luz en monocotiledoneas y dicotiledoneas. Expresion en hojas,
tallos.

ACGTCA- 102 (=) Motivo “hexamero” encontrado en promotores de genes de histonas H3 y H4.
S - ) Sitio de union con las proteinas nucleares HBP-1A y HBP-1B.

YTCANTYY 452 (+) Elemento iniciados “Inr”, encontrado en el promotor del gen psaDb (carente
de cajas TATA) en tabaco. Indispensable para la iniciacion de la
transcripcion en respuesta a la luz.

TGCAGG 90 (-) “3' intron-exon splice junctions". Secuencia intronica consenso de

. sefializacion para la edicion encontrada en plantas.

MAGGTAA |363 (9 "5' exon-intron splice junctions”. Secuencia intronica consenso de

GT sefializacion para la edicion encontrada en plantas.

CNGTTR 117 (+) 169 (+) 278] Sitio de unién para al menos dos proteinas MYB de plantas: ATMYBI1 y

(#)159 () ATMYB?2 aisladas de Arabidopsis.

CCWACC 77() Sitio consenso de union a | gen P (homologo de myb) en maiz. Controla
pigmentacion en 6rganos florales.

ACTTTA 55 (+) Sitio de union para NtBBF1 (proteina Dof de tabaco) en e gen rolB de
Agrobacterium. Requerido para la expresion tejido especifica (raiz, tallo,
meristemos, tejiso vascular) e induccion por auxinas.

AATAAA 174 () Seiial “Poli-A” emcpmtrada en el gen legA de chicharo.

AATTAAA 302 (+) Seiial “Poli-A” encontrada en la alfa-amilasa de arroz.

AGAAA 445 (<) 460 () Uno de los dos elementos regulatorios co-dependientes responsables de a
actvacion del gen lat52 en polen. Lycopersicon esculy

CACCTG 88 (+) Sitio consenso de union al factor de transcripcion RAV1 en Arabiopsis t. Esta
proteina contienen dominios similares a AP2 y B3, y sus niveles de
expresion son elevados en raiz y hojas de roseta.

AACCAA  [79(+) 193 (+) “Realfa” encontrado en el promotor del gen Lhcb2] en Lemna gibba. 1.a

actividad de union a DNA (a este sitio) es alta en plantas etioladas. Requerido
para la regulacion por fitocromo.
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70

Motivo encontrado en promotores de rolD. Expresion en raiz. Tabaco.

126 (+) 230 (4) :

Sitio de union del factor de union (SEBF). Encontrado en promotores de
genes relacionados con la patogénesis. Solanum tuberosum (papa).

Sitio de union para SEF4 en soya.

Motivo “TAAG” encontrado en promotor del gen KST1 de Solanum
tuberosum. Sitio de union para la proteina StDofl, que controla la expresion
especifica en céluas guarda.

“Caja T” encontrada en el promotor del gen GAPB en arabidopsis thaliana.
Las mutaciones en esta caja resultan en reduccion de la transcripcion activada
por luz.

Motivo “TGACGT"” encontrado en el promotor del gen Amy. Requerido para
elevados niveles de expresion de Amy en los cotiledones.

10 l':-(+l)ﬂ.l 50 +)

“Caja W”, encontrada en ¢l promotor del gen NPRI de Arabidopsis.
Reconocido especificamente por proteinas inducidas por icido salicilico.
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