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RESUMEN

Opuntia stenopetala es una especie dioica cuyas flores presentan alguno de los dos
drganos sexuales atrofiado en la madurez. Et gineceo en las flores femeninas (estériles
masculinas), presenta un ovario con numerosos Ovulos, estilo y superficie estigmatica
compuesta por multiples tdbulos, mientras que el gineceo de las flores masculinas
(estériles femeninas), puede carecer de ovario. Ademas los 6vulos, cuyo desarrollo no se
completa, se encuentran soélo en la base de los ovarios reducidos. El estilo también tiene
un desarrollo incompleto, termina en punta y carece de superficie estigmatica, dado que
no cumple con su funcién, se le llama estilodio.

El estilo de las flores femeninas a diferencia del estilodio de las flores masculinas,
presenta un canal estilar mas amplio, mayor cantidad de tejido de transmisién, menor
nimero de células mucilaginosas y haces vasculares mas diferenciados.

Nuestra hipétesis es que en O. stenopetala la atrofia de uno de los drganos sexuales en
las flores que inician el desarrollo como hermafroditas, obedece posiblemente a una
alteracion de la expresion de genes involucrados en la determinacion sexual, lo cual trae
como consecuencia un desarrollo anormal del gineceo en las flores masculinas.

En Arabidopsis thaliana se han identificado varios genes cuyas mutaciones provocan
defectos morfoldgicos en el gineceo. Los fenotipos mutantes que presentan mayor
similitud con el gineceo de las flores masculinas de O. stenopetala estan asociados a los
genes STYLISH (STY), TOUSLED (TSL) y CRABS CLAW (CRC). El objetivo en esta
investigacion fue clonar genes ortologos a STY, TSLy CRC en O. stenopetala y asociar su
presencia/ausencia con los fenotipos masculino y femenino en una poblacion natural de
O. stenopetala. Con una estrategia experimental basada en PCR se logro amplificar un
fragmento del gen ortdlogo a TSL (OstTSL) y otro fragmento de DNA homélogo a STY
(OstSTY), tanto de plantas masculinas como de plantas femeninas. OstSTY tiene
similitud con una familia de genes que se relaciona con las vias de sefalizacion del acido
giberélico; mientras que OstTSL tiene homologia con el dominio catalitico de una cinasa
involucrada en la progresion del ciclo celular y remodelacion de la cromatina. Dado que
no se encontraron homologos a CRC, es probable que este gen presente mucha variacion
entre taxa. Aunque no existen diferencias a nivel de aminoacidos en las secuencias
proteicas de OstTSL y OstSTY entre individuos masculinos y femeninos, no se descarta ta
posibilidad de que existan otras regiones de la proteina en las que se presenten

polimorfismos en sus secuencias que pudieran correlacionarse con los fenotipos



femenino o masculino. Asimismo, se evalud la presencia/ausencia de estos genes tanto
en individuos masculinos y femeninos de O. stenopetala. Se realizaron reacciones de PCR
con el DNA individual de 30 plantas masculinas y 30 plantas femeninas elegidas al azar
en una poblacién natural de O. stenopetala. OstSTY esta presente en todos los
individuos masculinos y femeninos; mientras que el dominio catalitico de OstTSL esta
presente solo en 17 individuos masculinos y 22 femeninos.

Finalmenté, se discute sobre el posible papel que tienen estos genes, como una
combinacioén de factores, que dan como resultado flores funcionalmente unisexuales en
0. stenopetala. Ademas, esto ayudara en el entendimiento de los eventos o mecanismos
bioquimicos y celulares que promueven la polinizacién cruzada en aquellas especies que

inician su desarrollo floral siendo bisexuales.



SUMMARY

Opuntia stenopetala is a dioecious plant in whose flowers just one of the two sexual
organs is functional at maturity. Gynoecium of female flowers (male sterile) is composed
of an ovary filled with ovules, style, and stigmatic tissue arranged in lobules. In male
flowers (female sterile) gynoecium lacks an ovary or it may have it in a reduced form
with a few incomplete developed ovules located at its base or an empty ovary. The style
also shows incomplete development, the lack of stigmatic surface results in having a
sharp-pointed end. Due to the lack of function, this style is called stylode.

In contrast to the style in female flowers, stylode male flowers possesses a wider central
canal, a greater amount of transmitting tissue, less mucilaginous cells, and more highly
differentiated vascular bundles.

Opuntia stenopetala flowers initially develop as hermaphrodites. So, we believe that the
atrophy of sexual organs is possibly due to alterations in the expression patterns of
genes involved in sex differentiation. As a consequence, this brings about abnormal
development of the male flower gynoecium.

In Arabidopsis thaliana several genes have been identified to cause morphological
defects in the gynoecium. This mutant phenotype resembles those of O. stenopetala
male flowers gynoecia and is associated with the STYLISH (STY), TOUSLED (TSL) and
CRABS CLAW (CRC) genes.

The aim of this research was to clone O. stenopetala orthologous STY, TSL, and CRC
genes and to associate their presence/absence with the male or female phenotypes in a
natural population of O. stenopetala. The experimental strategy was based on the
amplification of a fragment from TSL (OstTSL) and from STY (OstSTY) using female and
male plants genomic DNA and/or cDNA as template. OstSTY has similarity with a gene
family related to the giberelic acid transduction signal pathway. Meanwhile, OstTSL is a
kinase homologue involved in the continuity of cell cycle and chromatin regulation. We
were not able to find any homologous gene to CRC in O. stenopetala because it is
possible that this gene is highly polymorphic between taxa.

Although we could not find any differences within the protein sequences of OstSTY and
OstTSL between male and female individuals, we cannot exclude the possibility of
mutations in other regions of the protein that could be related with male or female
morphs. In the same way, the presence or absence of these genes was evaluated in male

and female individuals of O. stenopetala. We amplified OstSTY and OstTSL from genomic



DNA of 30 male and 30 female individuals randomly selected from a natural population.
OstSTY was present in all the male and female individuals, while the catalytic domain of
OstTSL is only present in 17 males and 22 females. Finally, the role of these genes as a
combination of factors that originates functionally unisexual flowers in O. stenopetala is
discussed. This will help to understand the molecular and celtular basis that promotes

cross-pollination in those species where floral development begins as bisexual.



ANTECEDENTES

REPRODUCCION SEXUAL EN ANGIOSPERMAS

Las angiospermas son el grupo mas abundante de plantas sobre la tierra en la
actualidad. Su estructura reproductiva, la flor, muestra una amplia variedad de formas,
tamanos y colores. Las flores tienen una arquitectura basica que consiste en cuatro tipos
de organos: sépalos, pétalos, estambres y carpelos. La amplia diversidad de las formas
florales existente en diferentes especies se debe a variaciones simples de la arquitectura
basica. La fidelidad con la cual una especie produce flores virtualmente idénticas, y la
relativa simplicidad de los patrones de desarrollo, han hecho que el desarrollo floral sea
uno de los procesos exhaustivamente estudiados en la biologia vegetal (Zik e lIrish,
2003).

La mayoria de las angiospermas producen flores hermafroditas (aproximadamente 90%),
en las cuales se desarrollan los 6rganos reproductivos femeninos (carpelos) y masculinos
(estambres), siendo ambos funcionales en la madurez de la flor. Aunque el
hermafroditismo es mas comun, alrededor del 10% de especies de angiospermas
producen flores unisexuales en las cuales solo se desarrolla uno de los dos organos

reproductores o bien, en la madurez sélo uno es funcional {Renner y Ricklefs, 1995).

De forma paralela a la aparicion del carpelo en las angiospermas, la unién de los
esporangios masculinos y femeninos en una misma estructura, dio como resultado la
evolucion de la flor hermafrodita. El disefo de la flor resultd atractivo para los animales
polinizadores para promover el entrecruzamiento, lo cual probablemente contribuyd

significativamente a la rapida diversificacion de las angiospermas (Kuusk, 2003).

En la mayoria de las especies de angiospermas existen mecanismos reproductivos que
promueven la polinizacion cruzada, evitandose asi los efectos deletéreos de la depresion
endogamica y promover la heterocigocidad, la variabilidad genética y el intercambio
genético. Lo anterior trae como consecuencia efectos ventajosos para la supervivencia a
largo término y la adaptacion de las especies (Dellaporta y Calderon-Urrea, 1993).

Uno de los mecanismos que las plantas han desarrollado para promover la polinizacion



cruzada, incluye la produccion de flores unisexuates estaminadas o pistiladas en la

misma planta (monoicismo) o en diferentes plantas (dioicismo).

SISTEMAS SEXUALES EN ANGIOSPERMAS

Los sistemas sexuales tienen diversas implicaciones para la reproduccién cruzada asi

como en los mecanismos de polinizacion y en la conducta del polinizador (Dafni, 1992).

Uno de los cambios evolutivos de gran importancia y de reciente origen en las
angiospermas, es la aparicién de especies con flores unisexuales distribuidas en diversas
familias, siendo muchas de éstas de gran importancia agronomica. Las interrogantes que
mayor interés han despertado con respecto al origen de la unisexualidad en las plantas
se relacionan con las fuerzas que dirigen la evolucion de la unisexualidad y la naturaleza

de la ruta evolutiva (Ainsworth, 2000).

Varios sistemas sexuales se originan con la presencia de flores unisexuales vy
dependiendo de la distribucidn de las flores unisexuales en los individuos o en la
poblacion, se describen distintos sistemas sexuales. Las poblaciones monoicas presentan
individuos con flores masculinas (estaminadas) y femeninas (pistiladas) en la misma
planta. Por otro lado, si un individuo presenta flores masculinas o femeninas, la
poblacién es denominada dioica. Si en la poblacién existen individuos con flores
masculinas, individuos con flores femeninas e individuos con flores bisexuales, entonces
se dice que forman un poblacion trioica. Diferentes combinaciones de flores unisexuales
y flores bisexuales en el mismo o en diferentes individuos dan origen a poblaciones
ginodioicas (las poblaciones estan formadas por plantas con flores hermafroditas y
plantas con flores femeninas), androdioicas (poblaciones formadas por plantas con flores
hermafroditas y plantas con flores masculinas), ginomonoicas (las plantas tienen flores
hermafroditas y femeninas), andromonoicas (plantas con flores hermafroditas y

masculinas), etc. (Ainsworth, 2000).

En un reducido numero de especies, la transicion hacia la unisexualidad ha sido seguida
por la evolucion de cromosomas sexuales, que presumiblemente han evolucionado como
consecuencia de la necesidad de limitar la recombinacion entre los diferentes genes

determinantes del sexo (de modo que no se generen individuos hermafroditas por



recombinacion de estos genes; Negrutiu et al., 2001). En el estudio de la evolucion de la
determinacion del sexo y de los cromosomas sexuales, las plantas ofrecen una
oportunidad Unica debido a que estos eventos son relativamente recientes en la historia
del reino vegetal (Ainsworth, 2000; Negrutiu et al., 2001). Del gran nimero de especies
dioicas que existen, solo unas pocas presentan cromosomas sexuales, de hecho, no todas
tas especies dioicas de un mismo género los presentan (Charlesworth, 2002). Ademas,
dichos estudios toman mayor interés porque existen muchas similitudes entre los
procesos de determinaciéon del sexo tanto en plantas como en animales (tales como
individuos masculinos heterogaméticos, dimorfismo sexual extenso y dosificacion
compensada del cromosoma X), aunque en estos ultimos el origen de los cromosomas no
es reciente {Negrutiu et al., 2001). A pesar de las numerosas investigaciones en distintas
especies de plantas, poco se conoce sobre las bases moleculares de la determinacion del
sexo y aun es dificil estimar el nimero de genes involucrados en el proceso,
particularmente sobre los genes que regulan la supresion de érganos. Las aproximaciones
que se han hecho en los intentos por identificar genes determinantes del sexo en
plantas, es mediante el estudio de genes ortdlogos que estan involucrados en el
desarrollo floral en plantas modelo hermafroditas como Arabidopsis thaliana o
Antirrhinum majus; o usando estrategias de clonacion que involucran el enriquecimiento
de las secuencias de los cromosomas sexuales o enriquecimiento de los transcritos

ligados al sexo (Ainsworth, 2000).

Dado que en las especies de angiospermas cosexuales existen ambos drganos sexuales, el
genoma de estos individuos debe de incluir a todos los genes necesarios para la
expresion de estambres y carpelos, por lo que la diferenciacion sexual de estos érganos
en flores masculinas y femeninas, debe estar regulada por la accién de genes que

controlan la expresion diferencial de genes especificos de estambres y carpelos.

Se cree que la unisexualidad se ha originado independientemente a partir del
hermafroditismo muchas veces en la evolucion de las angiospermas, estas aseveraciones
se basan en: (1) la existencia de flores unisexuales en taxa no emparentados, (2) la
mayoria de las flores unisexuales poseen organos réproductivos no funcionales del sexo
opuesto y (3) la atrofia se presenta en diferentes etapas del desarrollo dependiendo de
la especie (Ainsworth, 2000). Esto explica porque la mayoria de las flores de las especies

dioicas y monoicas no pueden distinguirse de las flores bisexuales durante las etapas



tempranas de desarrollo, ya que en las flores unisexuales se inicia el desarrollo tanto de
primordios carpelares como estaminales (Hardenack y Grant, 1997). En algunas otras
especies dioicas o monoicas, las flores unisexuales no muestran ningun vestigio de los

6rganos sexuales faltantes indicando que nunca se inicio su desarrollo (Ainsworth, 2000).

Los analisis comparativos indican que la separacién de sexos puede haber evolucionado
mas de 100 veces en las angiospermas, con un total de 160 familias con miembros
dioicos (Charlesworth, 2002). De esta forma, resulta poco probable que se conserven los
mecanismo de determinacién del sexo entre dos especies que no se encuentran

relacionadas (Hardenack et al., 1994).

Dado que no existe una uniformidad en cuanto a los mecanismos moleculares y
morfolégicos que gobiernan el desarrollo de flores unisexuales, se sugiere que son varios
tos genes que estan involucrados en el proceso. Cucumis sativus por ejemplo, es una
especie monoica cuya interrupcion en el desarrollo de estambres en las flores
femeninas, ocurre previo a la diferenciacion del filamento y la antera. Mientras que en
flores masculinas la diferenciacién del gineceo se detiene hasta antes del desarrollo del
estigma y el ovario (Bai et al., 2004). Existe una considerable variacién entre taxa
cuando se trata de reconocer la etapa en la cual se atrofian los organos reproductivos en
flores que inicialmente son bisexuales. Por ejemplo, en Silene latifolia, las flores
masculinas detienen el desarrollo del gineceo cuando los primordios de los carpelos se
han iniciado (Matsunaga et al., 1996; Farbos et al., 1997). En Zea mays, las flores
masculinas detienen el desarrollo del gineceo cuando ya comienza cierta diferenciacion
dentro de los carpelos {Calderén-Urrea y Dellaporta, 1999). En Vitis vinifera, el
desarrollo de los érganos femeninos se detiene hasta que tos ovulos se han desarrollado

casi completamente (Caporali et al., 2003).

Los estudios morfoldgicos del desarrollo floral estan cobrando importancia para tratar de
entender la evolucién de las flores unisexuales en diversos sistemas reproductores,
principalmente en los sistemas dioicos (Buzgo et al., 2004).

Lo anterior lleva a considerar la importancia de los analisis y estudios detallados de los
eventos morfoldgicos, estructurales, moleculares y genéticos que se combinan para dar
como resultado las flores unisexuales de los sistemas dioicos. Uno de loé trabajos

pioneros fue la detallada descripcion morfolégica del desarrollo floral del maiz, lo cual



facilité el descubrimiento de la muerte celular programada como una causa directa de la
atrofia del desarrollo del pistilo en flores masculinas (Calderon-Urrea y Dellaporta,
1999).

DESARROLLO FLORAL

En las plantas, las estructuras florales se derivan de células meristematicas previamente
involucradas en la organizacion del cuerpo somatico de la planta. Con las senales
enddgenas y ambientales apropiadas, los apices individuales cesan la produccion de los
primordios de hojas y reprograman los patrones de expresion genética y comienzan la
produccion de estructuras florales: sépalos, pétalos, estambres y carpelos (Bracale et
al., 1991). El desarrollo de la flor es un proceso de multiples pasos, entre ellos se
incluyen: una fase de transicion del crecimiento vegetativo al reproductivo, la formacion
de un meristemo floral, el establecimiento de identidades de los érganos y por ultimo la
diferenciacion de las estructuras florales (Okada y Shimura, 1994; Zik e Irish, 2003).
Diferentes tipos de mecanismos de senalizacion, entre o dentro de las células, deben
tener papeles importantes en cada paso del desarrollo floral, debido a que en cada fase
se requiere de divisiones celulares, elongacion celular y diferenciacion celular en formas
y tiempo precisos. Con el proposito de descifrar los mecanismos de senalizacién y sus
sistemas genéticos reguladores, se han realizado analisis genéticos, bioquimicos,
anatomicos y fisiologicos de los procesos del desarrollo floral, utilizando modelos como
Arabidopsis thaliana, Antirrhinum majus, Petunia hybrida, Zea mays, Silene latifolia y

otras especies (Okada y Shimura, 1994).

El o los carpelos en conjunto, constituyen el organo reproductivo femenino: el gineceo,
en él son facilmente reconocibles tres estructuras: el estilo, el estigma y el ovario. El
estigma es responsable de la adhesion, hidratacion y germinacion de los granos de polen.
El estilo es responsable del crecimiento del tubo polinico. El desarrollo del gineceo
empieza con la formacion de los primordios carpelares en el apice del meristemo floral.
En la primeras etapas, usualmente se lleva a cabo la fusion de los carpelos para dar
lugar a la formacion del ovario, en cuyo interior surgen y se van desarrollando los évulos.
Cuando los carpelos se fusionan basalmente, la parte distal a punto de fusionarse,
comienza a extenderse verticalmente para formar uno o mas estilos, mediante la

division y elongacion celular. Una vez que el estilo esta diferenciado, generalmente se
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distingue una zona central de células elongadas que constituyen el tejido de transmision
rodeado de tejido parenquimatico y epidermis. El estigma se desarrolla en la regién
apical y mas distal del carpelo por proliferacion y extension de las células epidérmicas
en papilas de longitud variable, y por diferenciacion de las células subepidérmicas en
células secretoras. Las células secretoras del estigma producen un exudado que cubre la
superficie de los estigmas humedos y por tanto es considerado importante en la adhesion

del polen al gineceo (Mauseth, 1988).

Durante la evolucion de las angiospermas, el desarrollo del carpelo probablemente ha
tenido un papel decisivo en su éxito reproductivo. Los carpelos proveen proteccién a los
6vulos contra los herbivoros y ademas, le permiten discriminar a los gametos masculinos.
En la mayoria de las especies, el carpelo se desarrolla en el fruto, el cual protege a las

semillas en desarrollo y funciona como medio de dispersion para éstas.

GENES DE IDENTIDAD FLORAL

De gran importancia resulta el establecimiento de la identidad de los organos
reproductivos asi como el conocimiento de los genes necesarios para la regionalizacién
normal de los diferentes tejidos. Una mutacion en alguno o algunos de los genes
involucrados, podra ocasionar esterilidad parcial o total y de este modo establecerse la
unisexualidad funcional representada en diversos sistemas reproductores no

hermafroditas.

Desde la década pasada se ha puesto mucho énfasis en entender los mecanismos de
formacion de patrones en las plantas a nivel genético, molecular y celular. La
identificacion de genes con funciones importantes en la formacion de patrones ha
originado mucho interés en unir los estudios evolutivos con los del desarrollo. Los genes
MADS-box son buenos candidatos para estudiar el desarrollo y la evolucion de la
unisexualidad, ya que algunos de ellos tienen importantes funciones en la evolucion de
la arquitectura vegetal, mientras que otros daran pistas sobre los cambios moleculares

que subyacen a las transformaciones evolutivas (Ng y Yanofski, 2001).
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Los genes MADS-box toman su nombre de los genes MINICHROMOSOME MAINTENANCE 1
(MCM1) de levadura, AGAMOUS (AG) de A. thaliana, DEFICIENS (DEF) de Antirrhinum y
SERUM RESPONSE FACTOR (SRF) de humanos. Estos genes codifican factores de
transcripcién que comparten un dominio de unidon al DNA, En A. thaliana existen mas de
40 genes MADS-box identificados, cumpliendo una amplia gama de funciones. Por
ejemplo, participan en el control del tiempo de floracion y el desarrollo vegetativo, y en
la formacion de flores, incluidas las estructuras reproductoras. Estos resultados han
llevado a muchos bidlogos evolucionistas a estudiar la funcion de los genes MADS-box en
la evolucion de la arquitectura floral y el controt del tiempo de floracién tanto en las

angiospermas como en las gimnospermas (Jack, 2001; Ng y Yanofski, 2001).

Mientras que la evolucion morfologica se piensa que es controtada por muchos genes, el
cambio de unos cuantos factores que controlan las diferencias fenotipicas entre
diferentes taxa pueden causar grandes efectos. Se ha propuesto que existen dos
principales mecanismos moleculares que alteran las estructuras durante la evolucion: la
primera y mas comun es mediante cambios en los patrones de expresion de genes
reguladores clave a través de alteraciones en las regiones de control que actdan en cis;
el segundo mecanismo involucra la duplicacion de genes que codifican factores de
transcripcion, seguido de procesos de diversificacion de sus regiones codificantes y

regulatorias (revisado en Ng y Yanofsky, 2001).

En plantas, las funciones de los genes MADS-box se han estudiado mayoritariamente
durante el desarrollo reproductivo, los cual no es sorprendente dado el gran interés que
generan las estructuras reproductivas. Teniendo en cuenta que las plantas son
organismos sésiles, han desarrollado mecanismos para determinar cuando el ambiente es
mas favorable para producir las estructuras reproductoras y asi maximizar las
oportunidades de propagacion y perpetuacion. Los experimentos genéticos realizados en
A. thaliana muestran que varios genes MADS-box se requieren para regular la transicion
del desarrollo vegetativo al reproductivo. Este cambio involucra la produccion de flores
en lugar de hojas y tallos asociados, para lo cual se requiere la acciéon de genes de
identidad de meristemo floral, cuya expresion se regula antes de la terminacién del

desarrollo del primordio floral (Jack, 2001; Ng y Yanofsky, 2001).
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Una vez que el primordio floral ha iniciado su desarrollo, las identidades de los verticilos
dentro de la flor en desarrollo son establecidas por los genes homedticos florales (GHF).
Los GHF actlan en forma combinada de acuerdo al modelo ABC (Coen y Meyerowitz,
1991). Los GHF son activos en dos verticilos adyacentes en la flor, de este modo los
genes tipo A especifican los sepalos, los tipos A y B especifican los pétalos, los tipos B y
C especifican los estambres y los tipo C solos especifican los carpelos. Ejemplos de los
genes del tipo A homebdticos en A. thaliana incluyen APETALA 1 (AP1) y 2 (AP2), entre
los genes B encontramos a APETALLA 3 (AP3) y PISTILLATA (Pl) y el gen C AGAMOUS
(AG). Todos estos genes, excepto AP2 son genes MADS-box. Ademds, RNAs mensajeros de
los GHF se han encontrado en los mismos tejidos que son afectados cuando éstos se
encuentran mutados. Esto indica que la regulacion de los GHF puede ocurrir

ampliamente a nivel transcripcional (Ng y Yanofsky, 2001).

Los patrones de expresion y las funciones de los genes homedticos en plantas distintas a
las eudicotiledoneas (el clado mas grande dentro de las Angiospermas) ha ayudado a
evaluar la existencia de conservacién del modelo ABC. Este estudio se realizé con maiz,
una monocotiledonea cuyas flores poseen estructuras altamente modificadas que tienen
muy poca semejanza a las estructuras de las flores de eudicotiledéneas. En maiz, se han
identificado genes clase B y clase C. En la primera clase esta el gen silky 1 (S/1), un
ortologo de AP3, y en la segunda clase esta Zea AG1 (ZAG1 -ortologo de AG-). Cuando
existe un doble mutante siT-zag?, en la posicion de los tres verticilos internos se
desarrollan estructuras no reproductoras (ver Ng y Yanofsky, 2001). Dado que las
monocotiledoneas y eudicotiledoneas son ramas separadas del arbol filogenético de las
angiospermas, la evidencia genética y molecular apoya la conservacion del modelo ABC
indicando que éste puede reflejar una red de regulacion originada antes de la
divergencia de estos dos grupos (hace aproximadamente 200 millones de afos). En
cuanto a la conservacion de los genes MADS-box, un estudio sobre los genes tipos B y C,
indica que éstos estaban presentes en el Gltimo ancestro comun de angiospermas y
gimnospermas, y que el patron de la expresion génica homedtica en las estructuras
reproductivas ocurrio antes de la divergencia de estos dos grupos de plantas, hace

aproximadamente 300 millones de anos (Winter et al., 1999).



GENES LIGADOS A LA DETERMINACION DEL SEXO

Por determinacién del sexo en plantas se entiende el proceso en el cual se aborta
selectivamente el androceo o el gineceo de primordios florales inicialmente
hermafroditas; es decir, el desarrotlo de estambres o pistilos es selectivo, dando como
resultado flores unisexuales. Sin embargo, debe incluirse en esta definicion la
diferenciacion del gametofito dentro del pistilo o estambre (Irish y Nelson, 1989). Los
mecanismos por los cuales se determina el sexo en plantas no son conocidos, pero es
claro que el dimorfismo sexual es una decisidn tardia en el ciclo de vida de la planta,
restringido a la organogénesis floral o diferenciacion de los érganos reproductivos
(Negrutiu et al., 2001). Por tanto, las preguntas fundamentales en la determinacién del
sexo serian (1) ;como y por qué se detiene el desarrollo de los 6rganos reproductivos en
etapas particulares del desarrollo? y (2) ;Puede la produccion de flores unisexuales ser
controlada por activacion o inactivacién selectiva de las funciones de los genes
homeoticos?

Los datos generados a partir del analisis de mutantes de flores bisexuales de Arabidopsis
y Antirrhinum no apoyan la participacion de los GHF en la formacion de flores
unisexuales. Los fenotipos resultantes de la mutacidon en uno de los alelos de los genes
homedticos resulta en transformaciones homeoéticas de los organos florales de dos
verticilos adyacentes en distintas estructuras; estos patrones son atipicos en las flores
unisexuales encontradas en las plantas de poblaciones naturales, en las cuales solo uno
de los verticilos es usualmente afectado: androceo o gineceo (Hardenack y Grant, 1997).
La unisexualidad floral por medio de transformaciones homeodticas no ha sido
demostrada como un mecanismo de determinacion sexual en poblaciones naturales. La
unisexualidad en las plantas es usualmente causada por reduccion o aborcion de los
primordios de los organos sexuales, es decir, aparentemente los genes determinantes del
sexo actban posteriormente o de forma independiente a los genes homeoticos.
Consistente con esta explicacion existen varias descripciones del desarrollo de flores
unisexuales que pasan una etapa bisexual en la cual todos los drganos florales inician su
desarrollo. Algunos de los genes involucrados han sido identificados en maiz mediante el
analisis de mutantes con irregularidades en el programa normal de unisexualidad
(Dellaporta y Calderon-Urrea, 1993).

Es posible que los genes que determinan el sexo afecten selectivamente la accion de los

genes homedticos Unicamente en uno de los verticilos sexuales. De esta forma, por
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ejemplo, se altera el desarrollo de los estambres sin tener efectos secundarios en la
formacion de carpelos (Dellaporta y Calderén-Urrea, 1993). En las especies unisexuales
examinadas, la diferenciacion sexual involucra represion del primordio en desarrollo y
no un cambio en la identidad de los 6rganos (Hardenack y Grant, 1997).

En Silene latifolia, una especie dioica, se ha demostrado que los genes MADS-box no se
encuentran directamente relacionados con la determinacion del sexo, aunque los
patrones de expresion si se ven alterados, esto es resultado de los factores que afectan
el desarrollo de los érganos reproductivos (Hardenack et al., 1994). De manera similar,
en Asparagus officinalis, una especie dioica, un gen MADS-box llamado AOM1 tiene
niveles similares de expresion en las flores femeninas y masculinas, por lo que no se le

relaciona con la diferenciacion sexual en esta especie {Caporali et al., 2000).

Aungque se ha demostrado que la expresion y funcion de AG es suficiente para especificar
a los carpelos en plantas silvestres de A. thaliana, algunas propiedades carpelares {como
el tejido estigmatico, la fusion de los carpelos por sus margenes y la produccion de
ovulos), pueden originarse en ausencia de la actividad de AG (Bowman et al., 1991), lo
anterior sugiere que deben existir otros genes que especifiquen algunos aspectos del

desarrollo de los carpelos en ausencia de la funcion de AG.

Varios genes reguladores con funciones en el gineceo han sido identificados, aunque aun
queda mucho por investigar acerca de las posibles interacciones entre estos genes e
identificar sus reguladores y posibles blancos.

Los genes que proporcionan la identidad de los drganos florales activan nuevos conjuntos
de genes que promueven el crecimiento y diferenciacion de los primordios de tos
organos florales. Este paso probablemente es mediado por cascadas de regulacion
transcripcional. Esta suposicion se basa en el hecho de que los genes de identidad de los
organos codifican proteinas con caracteristicas de factores transcripcionales (Okada y
Shimura, 1994).

Algunos genes que parecen determinar el sexo han sido identificados en Zea mays, en los
cuales de existir mutaciones, alteran el proceso de desarrollo de las flores que
normalmente al madurar son unisexuales. Entre ellos se incluyen a los genes DWARF (D),
SILKLESS (SK1) y TASSELSEED1y 2 (Ts1y Ts2) (Dellaporta y Calderdn-Urrea, 1994).
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Mutaciones en el gen D provocan el aborto de los estambres de las flores femeninas. Las
fallas en este proceso, ocasionan la produccion de estambres sin afectar el desarrollo
del gineceo. Al parecer, las mutaciones bloquean pasos especificos en la via biosintética
de las giberelinas, las cuales han sido implicadas en la feminizacién de las flores del
maiz y especificamente en la aborcién de estambres (Dellaporta y Calderon Urrea,
1994).

Las mutaciones del gen SK7 en el maiz, evitan la formacion del gineceo en las flores
femeninas, lo cual resulta en flores estériles, sugiriendo asi que el producto génico de
SK1 es requerido solo para el desarrollo del pistilo (Dellaporta y Calderon-Urrea, 1994).
El gen Ts1 codifica una proteina parecida a la alcohol deshidrogenasa cuya funcion es
necesaria para el aborto del gineceo en las flores masculinas del maiz, ya que
mutaciones en este gen resuttan en el desarrollo de gineceos maduros y funcionales en
flores normalmente masculinas (De Long et al., 1993). Un posible papel de Ts2 es que
altere los niveles hormonales en las flores en desarrollo afectando asi la produccion del
carpelo y la expresion sexual (Kinney et al., 2003). Aungque se han clonado genes
ortdlogos a Ts2 en Silene latifolia y en Arabidopsis thaliana no se ha detectado ninguna
expresion en tejidos femeninos, por lo que es poco probable que conserven la misma
funcidn en estas especies (Hardenack y Grant, 1997).

Otro conjunto de genes determinantes del sexo, fue aislado de S. latifolia. Los genes
Men (Male Enhanced), del 1 al 10. Todos excepto el Men-9 se expresan en los estambres
durante las primeras etapas del desarrollo de la flor masculina y no se expresan en la
flor femenina (Antonovics y Alexander, 1992). En términos de funcion, los genes Men
parecen estar involucrados en la sintesis de proteinas masculino-especificas de la pared

celular (Scutt et al., 1999).

En A. thaliana se ha demostrado que la identidad carpelar puede ser especificada por
dos vias separadas (Bowman et al., 1999; Bowman y Smyth, 1999), la primera mediada
por el gen homeotico clase C AG, y la otra mediada por genes como SPATULA (SPT),
CRABS CLAW (CRC), STYLISH1 (STY1), STYLISHZ (STY2) y TOUSLED (TSL), que participan
de distintas formas en la diferenciacion del carpelo, especialmente de las partes
especializadas en promover la fecundacion, como el estigma y el estilo, incluido el

tejido de transmision. ¢
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Opuntia stenopetala

Opuntia stenopetala es una especie dioica cuyas flores son estructuralmente
hermafroditas pero funcionalmente unisexuales. En un individuo pueden encontrarse
Unicamente flores con uno de los 6rganos reproductivos funcional, ya sea el gineceo
(flores pistiladas — individuo femenino) o el androceo (flor estaminada — individuo
masculino). El desarrollo de androceo y gineceo inicia de manera muy similar en ambos
tipos florales dando la apariencia de hermafroditismo. Sin embargo, existen diferencias
subsecuentes en el desarrollo {Orozco, 2002).

En las flores pistiladas, el desarrollo de la antera se detiene en etapa de célula madre
de la microspora. El gineceo de estas flores esta compuesto por ovario (con multiples
ovulos), estilo y estigma (organizado en lobulos rodeados de papilas estigmaticas). En el
caso de las flores estaminadas, las anteras desarrollan granos de polen normales pero el
gineceo no completa su desarrollo. En el caso del ovario se presentan tres fenotipos: (1)
el mas com(n es que la cavidad del ovario se encuentra reducida en comparacion con la
de las flores pistiladas y presentar évulos Unicamente en la base cuyo desarrollo no se
completd, (2) la cavidad del ovario puede no presentar dvulos, y (3) la forma menos
comlin es que no existe la cavidad del ovario y en su lugar se encuentre tejido
parenquimatico. En los tres tipos de flores
estaminadas se encuentra la estructura del estilo
en cuyo apice no se desarrollan lobulos y en su
superficie no se encuentra ningln remanente de
tejido estigmatico (Fig. A). La ausencia de tejido
estigmatico ocasiona que el estilo termine en punta
y la falta de funcionalidad que se clasifique como
estilodio (Orozco, 2002). Estos datos sugieren que
al menos son dos los genes afectados en la via del
desarrollo del ovario, uno relacionado con la
formacion de la cavidad ovarica y el otro con el

desarrollo de los dvulos.

Figura A. Parte apical del estilodio de las flores masculinas de
0. stenopetala, es evidente la ausencia de superficie
estigmatica {Orozco, 2002).
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Tomando como referencia los fenotipos mutantes del gineceo de las flores masculinas,
hemos seleccionado a los genes STY, TSL y CRC para estudiarlos en Opuntia stenopetala

y evaluar su posible participacion en el desarrollo del gineceo de ésta cactacea.

La finalidad del estudio es relacionar la funcién de STY, TSL y CRC en el desarrollo del
gineceo con la disminucién o pérdida de estos tejidos en las plantas masculinas de O.

stenopetala, dando como resultado flores funcionalmente unisexuales.

A continuacion se abordara a cada uno de estos genes por separado destacando aquellos
antecedentes que los hacen de nuestro interés debido a la relevancia que poseen en la
formacion del gineceo y la posible participacion que tienen en el desarrollo de esta

estructura en O. stenopetala.

STYLISH

STYLISH1 y STYLISH2 (STY1 y STY2, respectivamente) son genes que fueron identificados
por Fridborg et al. (1999), como nuevos genes miembros de la familia génica con
caracteristicas similares al gen SHORT INTERNODES (SH!) en A. thaliana. Los miembros
de esta familia han sido involucrados en la via de sefializacion del acido giberélico (GA) o
en la via de sintesis del GA (Fridborg et al.,1999; 2001; Kuusk et al., 2002; Kuusk, 2003).
Otros genes relacionados con SHI fueron encontrados una vez que el genoma de A.
thaliana fue completamente secuenciado. La familia de genes relacionados con SH!
comprende 10 miembros: SHI, STY1, STY2, LRP1 y SRS3-8 (Fridborg et al., 2001; Kuusk,
2003).

En todos los miembros esta presente al menos una sefal de localizacién nuclear, un
dominio dedos de zinc y una regién acidica rica en glutaminas (formando un dominio -
IGGH- sin similitud reportada con algin dominio proteico anteriormente reportado). Los
tres dominios son caracteristicas de proteinas que funcionan como reguladores

transcripcionales (Kuusk, 2003).

La comparacion de las secuencias de cDNAs indica que STY1 estd formado por dos exones

y codifica para una proteina de 370 aminoacidos, mientras que STY2, también con dos
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exones, codifica una proteina de 322 aminoacidos, entre ambas proteinas comparten
43% de identidad. En la busqueda de alelos mutantes para estos genes, se encontraron
dos inserciones de transposones en la posicidon 484 de la secuencia codificante de STY7y
en la 483 de STY2 (Kuusk et al., 2002).

Plantas mutantes homacigas de A. thaliana con inserciones de T-DNA en el gen STY1
(mutante sty?-1), muestran diferencias morfolégicas respecto al tipo silvestre, las
aberraciones estan restringidas a las flores, especificamente a las partes apicales del
gineceo; mientras que las plantas homoécigas defectuosas para STY2 (mutante sty2-1), no
muestran diferencias morfolégicas respecto al tipo silvestre. En la mayorias de los estilos
maduros de sty?-1 algunas células estilares se expanden anormalmente, su patrén de
crecimiento resulta en la presencia de células epidérmicas estilares en los margenes
apicales del gineceo, donde el tipo silvestre forma papilas estigmaticas. Una minoria de
gineceos mutantes sty?-1, son muy parecidos al tipo silvestre, y en ocasiones se
encuentran defectos morfologicos mas severos en las partes basales o apicales de las
inflorescencias. Como consecuencia de estos cambios, la mayoria de los mutantes sty?-1
exhiben una reduccion en la fertilidad dado que los évulos superiores de cada silicua
generalmente abortan. Cuando estudiaron al doble mutante sty?-1 sty2-1, observaron
que el fenotipo styf-1 aument6 de intensidad. El estilo ahora muestra defectos mas
evidentes que en el mutante sencillo sty7-1. El gineceo en el doble mutante muestra
durante el desarrollo, una cavidad central alargada que esta rodeada de células estilares
creciendo en lébulos que posteriormente pueden formar pequefias protusiones, esto en
ocasiones causa la formacién de células estilares epidérmicas no solo en el apice, sino
también adaxialmente, es decir, adentro del gineceo. En cada orilla de los lobulos y a
partir de las células estilares en posicién adaxial, se forman papilas estigmaticas que en
ocasiones forman grupos con forma de bulto. La cantidad de tejido estilar y estigmatico
en cada gineceo del doble mutante, es marcadamente menor que en el mutante sencitlo
styl-1, a pesar de estos cambios en el gineceo, no se encuentran reducciones
significativas en la fertilidad comparada con l(a fertilidad del mutante sty7-7 (Kuusk et
al., 2002).
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El mutante sty7-1 muestra una morfologia de
estilo aberrante muy probablemente como
resultado de una pérdida parcial del control de
las divisiones celulares y/o de una expansion
irregutar y desorganizada de las células
estilares. Por tanto STY? puede actuar
coordinando las tasas y planos de tas divisiones
celulares y regulando la expansion celular en
el estilo de las plantas silvestres (Kuusk et al.,
2002).

Figura B. Parte apical del gineceo del doble mutante de
A. thaliana sty1-1 sty2-1 Aunque hay parches de tejido

estigmatico (flecha), éste se encuentra ! ~ - . ' >
considerablemente  reducido respecto al fenotipo bt}’j 1 Sryg 1
silvestre (Tomado de Kuusk et al., 2002).

Dado que en el doble mutante sty1-1 sty2-1 (Fig. B), la reduccion del tejido estilar y
estigmatico aunada al crecimiento sin coordinacion de las células estilares da origen a
un estilo con arquitectura muy distorsionada, tanto STY71 y STY2 parecen regular la
formacion del estito y del estigma y contribuir al establecimiento de ta forma del estilo.
Tomando como base que la expresidn ectopica de cualquiera de los dos da origen a los
mismos efectos fenotipicos, es probable que ambos codifiquen proteinas con las mismas,
o bien muy similares, propiedades bioquimicas. Los patrones de expresion sugieren que
estas proteinas promueven el desarrollo estilar y estigmatico actuando en vias

regulatorias especificas que en ocasiones se sobrelapan (Kuusk et al., 2002).

CRABS CLAW

El gen CRABS CLAW (CRC) fue identificado por Alvarez y Smyth (1999) en una busqueda
de genes mutados que especificamente alteraran la morfogénesis del carpelo de A.
thaliana. Las plantas mutantes crc-1 muestran un gineceo mas corto pero al mismo
tiempo maés ancho en las partes lateral y medial, que el gineceo de las plantas silvestres

(Fig. C). Los dos carpelos no se encuentran fusionados en el tercio superior. Aunque
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todos los tipos celulares estan presentes en los lugares correctos, el estilo se encuentra
notablemente abreviado y presenta dos parches de papilas estigmaticas entremezcladas.
El numero total de dvulos por gineceo es menor en relacion con las plantas silvestres. El
mutante crc-2 presenta estas mismas caracteristicas, pero de forma menos severa
(Bowman y Smyth, 1999). El principal papel de CRC parece radicar en el control de
aspectos del crecimiento del carpelo, la diferenciacién de tejidos no esta afectada dado
que todos los tipos de tejidos carpelares se originan en los mutantes crc (Alvarez y

Smyth, 1999).

El Unico defecto fuera del gineceo, se presenta en
la ausencia de nectarios, los cuales normalmente se
forman en la base de los estambres (Alvarez y
Smyth, 1999; 2002). A pesar de estos defectos, los
mutantes crc producen semitlas viables, aunque en
numero reducido aparentemente debido a una falla
en el inicio del desarrollo de muchos de los
primordios de dvulos producidos (Ferrandiz et al.,
1999).

a
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Figura C. Gineceo del mutante crc7-1 de A. thaliana con las
regiones estilar y estigmatica notablemente reducida respecto
al genotipo silvestre (tomado de Kuusk et af., 2002).

El gen CRC codifica una proteina de 181 aminoacidos la cual contiene un dominio tipo
dedos de zinc C,-C, cerca del dominio amino terminal. En la parte central, se localiza un
dominio rico en serinas y prolinas (17-20 aminoacidos) caracteristico de los dominios de
activacion de los factores de transcripcion, hacia el extremo carboxilo se encuentra un
potencial dominio asa-hélice-asa, muy cerca se ubica una zona rica en aminoacidos
basicos que potencialmente sirven como senal de localizacion nuclear. El analisis de la
secuencia sugiere fuertemente que CRC es parte del aparato transcripcional (Bowman y

Smyth, 1999; Siegfred et al., 1999).
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Dado que la combinacién de los dominios dedos de zinc y asa-hélice-asa en una misma
proteina se encontrd en varios genes de A. thaliana y de arroz, Bowman y Smyth (1999)
decidieron agruparlos para formar una familia de proteinas llamada YABBY, y debido al
grado de conservacion existente entre todos los miembros del dominio asa-hélice-asa, lo
llamaron dominio YABBY.

El dominio YABBY tiene similitud de secuencia con las dos primeras hélices de la caja
HMG (High Mobility Group) hacia el extremo carboxilo de la proteina (Bowman y Smyth,
1999). La caja HMG es un dominio conservado de union a DNA de aproximadamente 80
aminoacidos formando tres hélices alfa, la caja esta presente en una gran familia de

proteinas eucarioticas.

Miembros de la familia de genes YABBY como FILAMENTOUS FLOWER (FIL), YABBY2
(YAB2) y YABBY3 (YAB3), se expresan de forma polar en todos los primordios de los
organos laterales del meristemo floral, al parecer los miembros de esta familia son
responsables de la especificacion del destino de las células abaxiales de éstos 6rganos de
A. thaliana (Siegfried et al., 1999).

En arroz el gen DROOPING LEAF (DL), un gen muy similar a CRC, fue descrito por
Nagasawa et al. (2003), mutaciones severas a este gen provocan conversiones
homeoticas totales o parciales del carpelo por estambres en la flor, el resto de los
organos no se ve afectado.

Dado que las mutaciones en CRC no provocan transformaciones homeoticas, al parecer
DL ha adquirido diferentes funciones durante la especificaciéon y desarrollo del carpelo
en el arroz. Entre ellas se incluyen especificacion de la identidad carpelar, control en la
determinacion del meristemo floral y regulacion antagonista con los genes clase B, es
decir, al parecer DL tiene un papel predominante en la especificacion del carpelo en
arroz porque pocos genes pueden estar regulando el desarrollo del carpelo, mientras que
en A. thaliana las mutaciones en CRC no son tan serias porque son muchos los genes que
estan coordinando especificamente la compleja diferenciacion del carpelo (Yamaguchi
et al., 2004).
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TOUSLED

El gen TOUSLED (TSL) fue identificado en A. thaliana a partir de una linea mutagenizada
por inserciones de T-DNA. Las plantas con el gen tsl mutado (ts{-7) presentan ligeros
defectos en la mayoria de los drganos; sin embargo, el aspecto mas dramatico del
fenotipo se observa durante el desarrollo de la flor, los primordios de los drganos no
inician su desarrollo con un patrén simétrico como lo hacen en el tipo silvestre. Los
organos florales formados se encuentran dentro de los dominios apropiados de la flor (al
menos en relacion al orden secuencial de aparicion y el patrén apical/basal de los
distintos organos), es decir, estos se forman en orden correcto. No obstante, en
ocasiones, hay un decremento en el nimero de primordios de sépalos, pétalos y
estambres que inician su desarrollo en el meristemo floral (Roe et al., 1993). El gineceo
maduro de las plantas tsl es estéril. Los tejidos estilares y estigmaticos se encuentran
reducidos en cantidad, carecen de septo y un estilo fusionado. La separacién parcial del
gineceo parece ser resultado de un crecimiento irregular y falto de coordinacién en los
margenes del primordio carpelar en desarrollo (Roe et al., 1997b). Las papilas
estigmaticas estan presentes en parches reducidos en los margenes apicales de los
carpelos, también algunas células estilares epidérmicas se encuentran en posiciones
anormales como los margenes del ovario o la superficie interna del gineceo (Ferrandiz et
al., 1999). Estos resultados sugieren que las funciones de TSL en el gineceo de plantas
silvestres son promover divisiones celulares
durante la formacion del estilo y la expansion de
los margenes carpelares (Roe et al., 1997b). Dos
mutantes mas fueron obtenidos (tst-2 y tsi-3); sin
embargo, presentan el mismo fenotipo de tsi-1,
aun cuando las mutaciones en este gen mapean en
distintos sitios. Esto refleja el hecho de que quiza
ninguno de los mutantes cumpte las funciones de
TSL (Roe et al., 1993).

Figura D. Gineceo del doble mutante tsi-1 ag-5 de A.
thaliana, el cual muestra gran similitud con el fenotipo del
gineceo de las flores masculinas de O. stenopetala. En ambos
casos, la region estigmatica esta ausente y la region estilar
reducida. El mutante sencillo ts{-7 muestra reduccion de la
region estilar {tomado de Roe et al., 1993).
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TOUSLED codifica una cinasa de serina/treonina nuclear de 688 aminoacidos cuyo
dominio catalitico se encuentra en el extremo carboxilo terminal (Roe et al., 1993,
1997b). El dominio amino terminal forma una estructura secundaria mayoritariamente
compuesta de a-hélices (Roe et al., 1993), en él se encuentran presentes mdltiples
secuencias consenso correspondientes a senales de localizacion nuclear (SLN) que
pueden estar regulando la localizacion subcelular de la proteina permitiendo el acceso a
potenciales factores reguladores y sustratos blanco; y una regién ‘rosca superenrollada’
(coiled-coil) que incluye un motivo cierre de leucina, cuya participacion puede estar
relacionada con interacciones proteina-proteina que afecten la actividad de cinasa (Roe
et al., 1997b). El dominio catalitico de TSL de A. thaliana inicamente tiene entre un 24
y un 33% de identidad con el dominio catalitico de otras cinasas de proteinas, por lo
tanto, no fue clasificada dentro de alguna de las subfamilias por homologia, sino que dio

origen a una nueva familia de las cinasas de proteinas (Roe et al., 1993).

La proteina TSL es una cinasa que se autofosforila en los residuos de serina y treonina,
ademas, puede fosforilar in vitro sustratos exdgenos tales como la proteina basica de

mielina (MBP) y la caseina (Roe et al., 1997a).

Basados en su estructura primaria, TSL no pertenece a ninguna subfamilia conocida de
cinasas, por lo que no es posible deducir su funcién a partir de su clasificacion. Varios
homoélogos de TSL estan presentes en animales como Caenorhabditis elegans (Han et al.,
2003) y en el humano (Yamakawa et al., 1997; Groth et al, 2003), las cuales se
denominan Tousled Like Kinase (TLK- Cinasa tipo Tousled). Las TLK’s de humanos (TLK1
y TLK2) no solo comparten un alto grado de similitud de secuencias con TSL de A.
thaliana en el dominio catalitico de la proteina, sino que ademas comparten
propiedades funcionales, tales como las senal de localizacion nuclear, expresion ubicua,
la preferencia por el MBP como sustrato exdgeno y la aparente capacidad de
dimerizacion y autofosforilacion (Roe et al., 1997a; Silljé et al., 1999). Por lo tanto,
podria suponerse que las TLK’s y TSL cumplen funciones similares tanto en animales

como en plantas.
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HIPOTESIS

» Algunos genes que controtan el desarrolio del estilo y del estigma estan muy
conservados en las angiospermas; por lo que una mutacion en uno o varios de
éstos podrian ocasionar el fenotipo observado en el gineceo de las plantas

masculinas de Opuntia stenopetala.

OBJETIVOS

General

» Clonar los genes ortdlogos a TSL, STY y CRC en Opuntia stenopetala y evaluar

su presencia en plantas femeninas y masculinas de una poblacion silvestre.

Particulares

» Describir a nivel tisular el fenotipo del estilo y del estigma de flores masculinas

y flores femeninas en antesis de O. stenopetala.

» Clonar de O. stenopetala genes involucrados en la formacion y desarrollo del

estilo/estigma ortologos a STY, TSL y CRC de Arabidopsis thaliana.

» Determinar como se relaciona la presencia de STY, TSL y CRC con los fenotipos

masculinos 6 femeninos en una poblacién natural de Opuntia stenopetala.
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MATERIALES Y METODOS
MATERIAL BioLo6gaico

¢ Opuntia stenopetala

Cladodios con flores y botones florales de O. stenopetala fueron colectados de dos
localidades ubicadas en el Municipio de Cadereyta, estado de Querétaro. Estos sitios se
encuentran sobre la carretera que va de Cadereyta a Vizarron, cerca de la desviacién a
Bellavista. La primera se localiza en el kilometro 12 (26°00.000°N, 104° 03.750°'W) y la
segunda en el kilémetro 17 (20°41.212N, 99°35.933W). En estas localidades se
determiné el sexo de las plantas de O. stenopetala mediante la observacion de al menos
tres flores en antesis en cada planta. Con los individuos sexados, se cortaron cladodios
con botones florales en distintas fases de desarrollo y fueron trasladados al laboratorio,
en el cual se disectaron las flores separando los estilos y anteras. Una parte del material
disectado fue congelado con nitrégeno liquido y almacenado a -70°C hasta su utilizacion,
y otra fue fijada en FAA (formol: acido acético: etanol 96%: agua destilada; 2:1:10:7)
para realizar cortes histolégicos. Para las extracciones de DNA se colectaron muestras de
tallo de 30 individuos femeninos y 30 individuos masculinos, se congelaron con nitrégeno

liquido y se almacenaron a -70°C.
PURIFICACION DE RNA ToTAL

Para clonar un gen ortélogo a TSL, STY y CRC de A. thaliana, se purificé RNA total de
estilos/estigmas de diversas etapas de desarrollo de flores masculinas y de flores
femeninas de O. stenopetala. El método de extraccion utilizado habia sido probado con
éxito y optimizado con estilos de otras dos especies de Opuntia. Cuando el protocolo fue
utilizado con los estilos de O. stenopetala, la cantidad que se logro extraer fue minima
en el caso de los estilos de las flores masculinas y no se tuvo éxito con los estilos de las
flores femeninas, la posible razén de esto es que la gran cantidad de mucilago y pectinas
presentes en los estilos copurifican con los acidos nucleicos; al eliminar estos
metabolitos, se elimind también al RNA. Debido a esta situacion se probaron métodos
alternos de extraccion; el primero, optimizado por Valderrama et al. (2002) para
purificar RNA de la cascara del fruto del nopal presentd problemas de inicio debido a

que fue disenado para trabajar con 5 gramos de tejido para cada extraccion, dicha
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cantidad de tejido es muy dificil de alcanzar con los estilos de O. stenopetala (teniendo
en cuenta que esta estructura es pequefia -ain en las flores de mayor tamano-
comparada con el fruto, que aunado a la presencia de espinas y gloquidas en las flores
dificulta la diseccidn y obtencidon de estilos y que la época de floracién de la planta es
de Unicamente un par de meses al afo, todo esto limita la cantidad de material
disponible para trabajar). De cualquier forma, el método fue utilizado adaptando las
cantidades para trabajar con un gramo de estilos y realizar la purificacion de RNA. Con
este método no se obtuvieron resultados satisfactorios, en este caso, ni para los estilos

masculinos ni para los estitos femeninos.

El otro método que se probd, habia sido utilizado por Vicient y Delseny (1999) con éxito
para extraer RNA de semillas de A. thaliana. Estos investigadores encontraron problemas
con los métodos tradicionales de extraccion de RNA debido a varias razones: primero, la
limitada cantidad de material vegetal con la que se cuenta asi como lipidos, proteinas
de almacén y metabolitos secundarios (compuestos fendlicos y mucilagos), que estan
presentes en grandes cantidades en estas semillas. Para O. stenopetala este método
logré incrementar ligeramente la cantidad de RNA extraido de los estilos de flores

masculinas, pero los resultados con los estilos de las flores femeninas no mejoraron.

Debido a esta situacién, se decidid extraer RNA de estambres. Para esto se utilizd el
método de Vicient y Delseney (1999) con algunas modificaciones. Se tomd un gramo de
tejido (estambres) tanto de flores femeninas como de flores masculinas para
pulverizarlos con nitrégeno liquido. Al polvo se le agregaron 10 ml de buffer de
extraccion (LiCl 8M y B-Mercaptoetanol al 2%) y se mezclaron durante 3 minutos y se
incubaron toda la noche a 4°C. Transcurrido el tiempo, se centrifugaron los tubos
brevemente (30 segundos) y se recuperd el sobrenadante, el cual se centrifugd por 30

minutos a 13000 rpm a 4°C.

Et botén formado se lavo con etanot al 70% y se dejé secar, posteriormente se disolvio en
5 ml de buffer de solubilizacion (SDS 0.5%, NaCt 100mM, EDTA 25mM, Tris-HCl 10mM pH
7.6 y B-mercaptoetanol 2% -agregado en el momento de la extraccion-), posteriormente
se extrajo dos veces con volimenes iguales de fenol, una con un volumen de PCl (fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico, 25:24:1) y en 2 ocasiones mas con volimenes iguales de

cloroformo-isoamilico (24:1). Después de cada extraccion se centrifugaron los tubos por
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15 minutos a 13000 rpm a 4°C y se recupero la fase acuosa. A la Gltima fase acuosa se le
anadieron 0.1 volimenes de acetato de sodio 3M y 1.5 volumenes de etanol absoluto
{100%), se incubd por 30 minutos como minimo a -20°C y después se centrifugd por 30
minutos a 13000 rpm a 4°C, el boton formado fue lavado con etanol al 70% y dejado
secar para finalmente resuspenderlo en 100 pl de H,0 DEPC (dietilpirocarbonato). El RNA

total purificado se almacend a -70°C hasta su uso.

Para evaluar el proceso de purificacion de RNA se realizo una electroforesis en gel de
agarosa al 2% en presencia de formaldehido, este gel fue tenido con bromuro de etidio

para visualizar su integridad a través de los rRNAs: 18sy 28s.
PURIFICACION DE DNA ToTaAL

Se tomaron muestras de tallo de 30 diferentes individuos femeninos y 30 individuos
masculinos de O. stenopetala. A partir de este tejido se siguid el protocolo de

purificacion de DNA de Cruz-Gonzalez (2002).

Se tomaron 0.5 gramos de tejido que fueron pulverizados con nitrégeno liquido, al polvo
se le anadieron 5 ml de buffer de lisis (Tris-HCl 100 mM, EDTA 20 mM pH8, NaCl 1.4 M,
CTAB 1% y PVP-40 2%) precalentado a 65°C y se mantuvo a esa temperatura durante 30
minutos mas agitando ocasionalmente, posteriormente se enfrio la muestra cambiandola
a una temperatura de 35°C y se mantuvo asi por 10 minutos. Una vez hecho esto, se
realizé la primera extraccion con 5 ml de PCl. Esta mezcla se centrifugd a 10,000 rpm
durante 10 minutos a 4°C (todas las centrifugaciones siguientes se realizaron en estas
condiciones). Después de recuperar la fase acuosa, se hizo una segunda extraccion con 5
ml de PCl y se agregd 1 ml de CTAB 5x (CTAB 5% y NaCl 0.7 M), este Ultimo sirvio para
precipitar carbohidratos. Se realiza una centrifugacion y nuevamente se recupera la fase
acuosa. A partir de esta fase acuosa se hizo una primera precitacion de acidos nucleicos
agregando 3.5 ml de isopropanol e incubando a temperatura ambiente durante una hora
como minimo, pasado este tiempo se volvio a centrifugar para formar un precipitado, el
cual se resuspendié en 3 ml de agua desionizada y se realiz6 una segunda precipitacion
anadiendo un volumen de acetato de amonio 10M y dos volumenes de etanol 100% e
incubando dos horas como minimo a -20°C. Nuevamente se centrifugd y el precipitado

resultante se resuspendio en 300 ul de agua desionizada.
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Para evaluar la pureza y cantidad de DNA obtenido, se diluyo un ul de la solucion de DNA
en 70 ul de agua, y se midid su absorbancia a 280 y a 260 nm. Los acidos nucleicos
absorben a 260 nm vy las proteinas a 280 nm, por lo que el resultado obtenido de la
relaciéon de las absorbancias a 260 nm entre las absorbancias a 280 nm (260/280) indico
un buen grado de pureza que se acerca a 2, es decir, el DNA obtenido tiene una porcion

baja de proteinas contaminantes.

La cuantificacion de DNA se lleva a cabo teniendo en cuenta que cada unidad de
densidad optica corresponde a 50 pg/ul de DNA. Para reatizar la mezcla de DNA de los 30
individuos femeninos y la de 30 masculinos, se colocé un ug de DNA de cada individuo,
posteriormente se liofilizaron las muestras para concentrarlas, a continuacion se volvid a

cuantificar la cantidad de DNA existente en la muestra.
AMPLIFICACION POR PCR Y CLONACION

Para amplificar secuencias ortologas a los genes STY, CRC y TSL de A. thaliana en O.
stenopetala, fue necesario disenar oligonucleotidos a partir de las secuencias reportadas
de estos genes en otras especies. Para ello se realizé una blsqueda en el GenBank
(Banco de Genes) de secuencias proteicas que tuvieran altos grados de similitud con las

secuencias previamente reportadas en A. thaliana.

De la comparacion de las secuencias obtenidas, se eligieron aquellas regiones que estan
altamente conservadas en las secuencias de la mayoria de las especies, de esta manera,
es posible que dichas secuencias también se encuentren conservadas en el genoma de O.
stenopetala. Dado que las secuencias no resultaron idénticas entre si, fue necesario
sintetizar oligonucleotidos degenerados con el fin de aumentar las probabilidades de

amplificacion.

Las amplificaciones de fragmentos de DNA ortologos a los genes STY, CRC y TSL, se
realizaron mediante una reaccion de PCR preparada de acuerdo a la tabla A y las

condiciones de amplificacion utilizadas se encuentran descritas en la tabla B:
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Tabla A. Mezcla de reaccion para PCR

REACTIVO CONCENTRACION FINAL
dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP y dTTP} 25 mM 0.2 mM
Buffer PCR 10x (Tris-HCl 100mM pH 8.3, 1%
KCL 500mM, MgCl, 15mM y gelatina 0.01%)
Primer 1 (Forward) 0.5 mM 12.5 uM
Primer 2 (Reverse) 0.5 mM 12.5 uM
JumpStart Taq DNA Polimerasa (Sigma) 2.5u
DNA molde 1ug

H;0 para un volumen final de 20 ul

Para visualizar los fragmentos amplificados se realizd una electroforesis en gel de

agarosa al 1.5% y se tifo con bromuro de etidio.

Tabla B. Condiciones de amplificacién utilizadas

TEMPERATURA TIEMPO No. DE CICLOS
94°C 2 minutos 1
94°C 30 segundos
o ; 30
60°C 1 minuto ciclos
72°C 1 minuto
72°C 4 minutos 1

PURIFICACION DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

Las bandas correspondientes a los productos de amplificaciéon fueron cortadas del gel y
colocadas en una columna de fibra de vidrio (formada por un tubo Eppendorf de 600 nl
con tres perforaciones en el fondo y un tapén de fibra de vidrio, montado en un tubo
Eppendorf de 1.5 ml), esta columna se centrifugd a 11,000 rpm durante 7 minutos a
temperatura ambiente. El eluato se precipité con 60 ug de glucdgeno, un tercio de
volumen de acetato de amonio 10M, 2 volimenes de etanol 100%, y se incubd a -20°C
durante tres horas minimo. Posteriormente se centrifugd 15 minutos a 13,000 rpm a
temperatura ambiente, el boton formado fue resuspendido en 20 ul de agua desionizada
estéril. Con la finalidad de evaluar la eficiencia de la purificacién, se hizo un gel de

agarosa al 1.5% en el cual se cargaron 3 ul de la muestra.
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CLONACION DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS

Los productos amplificados mediante PCR ya purificados fueron ligados al vector de la
serie T/A pGEM-t-Easy (Promega), mediante una reaccion de tigado con los componentes

descritos en la tabla C:

Tabla C. Reactivos utilizados para la clonacion de productos amplificados
REACTIVO CONCENTRACION FINAL
DNA 50 ng
Buffer Ligado 2x (Tris-HCl 60mM pH 7.8,

MgCl, 20mM, DTT 20mM, ATP 2mM y polietilenglicol 10%) x
Vector pGEM-t-Easy (Promega) 1 ul (50 ng)
T4 DNA Ligasa Ju/ut

H,O para un volumen final de 10 ul

La reaccion de ligado se llevé a cabo por 4 horas a temperatura ambiente, o toda la

noche a 4°C.

Una vez transcurrido el tiempo, se llevé a cabo la transformacion de células
competentes de E. coli DH5-a. A una alicuota de 100 ul de células se les agregd 5 pl de
la reaccion de ligado y se le incubd durante 20 minutos a 4°C, después se transfirieron
de 40 a 45 segundos a 42°C e inmediatamente después se colocaron a 4°C por dos
minutos. Posteriormente, se le agregd 1 ml de solucién SOC [medio LB liquido (triptona
1%, NaCl 1% y extracto de levadura 0.5%) y glucosa 0.02M] y se incubaron a 37°C con
agitacion constante durante dos horas. Después, se centrifugaron las células por 15
segundos y el boton de células se resuspendid en 200 ul de LB, los cuales fueron
sembrados en una caja Petri con medio LB (triptona 1%, NaCl 1%, extracto de levadura
0.5% y agar 1.5%) que contiene ampicilina (100 ug/ml), X-Gal (80 pg/mti) e IPTG (0.1 mM)

y se pusieron a crecer durante 12 horas a 37°C.

El vector pGEM-t-Easy, permite a las bacterias transformadas crecer en un medio
selectivo con ampicilina (100 pg/ml) ya que codifica el gen de la B-lactamasa cuyo
producto hidrotiza a la ampicilina del medio. Ademas, el vector incluye el gen que
codifica el extremo amino de la B-galactosidasa (gen LacZ) que al insertarse en células
que codifican el extremo carboxilo de la B-galactosidasa, logran que la enzima se

complemente y tome su forma activa. Dentro de la secuencia que codifica el extremo
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amino, se encuentra el sitio multiple de clonacion, en el cual se inserta el DNA a clonar,
provocando que el gen se interrumpa y la enzima no tenga actividad. Es decir, las
células que adquirieron el vector con el DNA de interés insertado y que crecieron en un
medio conteniendo X-Gal (un anélogo de la lactosa), no tuvieron coloracién, mientras
que aquetlas que adquirieron el vector vacio, tuvieron la enzima activa y fueron capaces
de hidrolizar al X-Gal, que al precipitarse dio una coloracion azul. De este modo se
eligieron tas colonias blancas ya que son transformantes recombinantes. Este proceso se
lleva a cabo en presencia de IPTG 100 mM, que es un inductor de la transcripcion del

promotor del operdn de la lactosa que regula al gen de la B-galactosidasa.

Las bacterias que contenian los plasmidos recombinantes {(colonias blancas),  se
sembraron en 6 ml de medio LB tiquido con ampicilina y se dejaron creciendo toda la
noche a 37°C con agitacion constante. Después se centrifugd todo el cultivo celular y se
siguio el procedimiento para purificar el plasmido seglin el protocolo del kit Genelute
Plasmid Miniprep Kit (Sigma). Brevemente, se resuspendieron las células en 200 ul de
solucion de resuspension utilizando cuidadosamente la pipeta, a continuacion se
agregaron 200 ul de solucién de lisis y se mezclo suavemente (sin utilizar la pipeta) y se
dejo reposar a temperatura ambiente por 5 minutos como maximo. Para detener la
reaccion de lisis se agregaron 350 ul de solucion de neutralizacion y se mezcld
suavemente. La mezcla se centrifugd a 13000 rpm durante 10 minutos. Se retomo la fase
acuosa y se transfirio a la columna previamente preparada (para prepararla se anhadieron
500 ul de ta solucién para la preparacion de la columna y se centrifugd a 13000 rpm
durante un minuto) y se centrifugd a 13000 rpm durante un minuto. Posteriormente se
realizé un lavado para eliminar restos de proteinas y sales contaminantes anadiendo
750ul de solucion de lavado a la columna y se centrifugd un minuto a 13000 rpm.
Finalmente, para etuir el DNA plasmidico purificado, se agregaron 50 ul de solucion de

elusion a la columna y se centrifugd a 13000 rpm durante un minuto.

Con el plasmido purificado, se realizaron reacciones de digestion para comprobar la
presencia del DNA de interés. Dado que el vector contiene las secuencias donde corta la
enzima EcoRl flanqueando el inserto, es posible que con esta digestion el inserto sea

liberado. La reaccion de digestion se llevo a cabo como indica la tabla D:
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Tabla D. Componentes de la reaccién de digestion

REACTIVO CONCENTRACION FINAL
Plasmido 5ul
Reactivo-3 10x 1x
EcoRI (Invitrogen) 1U/ul

H,0 para un volumen final de 10 pl

La reaccion de digestion se incubd durante 2 horas a 37°C. Finalmente, se realizd una
separacion electroforética en gel de agarosa tefida con bromuro de etidio, para
visualizar los resultados de la digestion. Es importante corroborar que el inserto liberado
corresponde con el tamano esperado. Una vez que se obtuvieron los plasmidos con el
DNA de interés, se concentré el plasmido a 300 ng/pl para posteriormente secuenciar.
La secuenciacion se hizo utilizando el oligonucleotido T7 y fue realizada en la Unidad de

Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

ANALISIS DE SECUENCIAS

La edicion de las secuencias a analizar se realizd con ayuda del programa Vector NTI 5.1.
Las secuencias editadas fueron comparadas con una base de datos por medio del
programa BLAST disponible en la pagina Web http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Las
secuencias obtenidas fueron entonces alineadas utilizando el algoritmo CLUSTAL-W
(Thompson et al., 1994). La traduccién a proteina de la secuencia se realizd con el
algoritmo SIXFRAME y también se determinaron los porcentajes de identidad y similitud
con el algoritmo L-ALIGN, estos tres algoritmos se encuentran disponibles en la pagina
web http://workbench.sdsc.edu, en todos los casos se utilizaron los parametros
preestablecidos por el sistema. Los arboles filogenéticos se realizaron en el programa
MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) con el método de Neighbor-Joining
(Kumar et al., 1994).

SOUTHERN BLOT

Para realizar el ensayo tipo Southern Blot se digirieron 15 pg de DNA de plantas
masculinas y de plantas femeninas con EcoRl durante toda la noche a 37°C. Con el DNA
digerido se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% a 90 Volts durante 2
horas aproximadamente. Terminada la electroforesis, el gel se incubd en una solucion de

HCt 0.25M en agitacion suave durante 15 minutos, después se agregd solucion fresca y se
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incub6 15 minutos mas. A continuacién se incubd el gel en una solucién de NaCl 1.5M y
NaOH 0.5M por 15 minutos en agitacion constante, esta incubacion se repitid con
solucion fresca. Una incubacion mas se realizdé con NaCl 1.5M y Tris HCl 1M pH 8 durante
20 minutos en agitacion, por ultimo se incubd 20 minutos en agitacion en una solucion
con SSC 10x (NaCl 1.5M, Na;C¢HsO;—2H,0 -citrato de sodio dihidratado- 0.15M) pH 7.

A continuacion, se realizo la transferencia a membrana de nylon cargada positivamente
Hybond-N+ (Amersham) por capilaridad. En ella se colocd papel filtro sobre una base, de
modo que tuviera contacto con la solucion de transferencia (SSC 10x), sobre el papel
filtro se coloco el gel y sobre el gel la membrana. Todas las burbujas fueron eliminadas y
se colocaron 7 cm de papel periodico recortado con peso encima. La transferencia se
realiz6 durante 8 a 14 horas.

Una vez que se desmonté la transferencia, se fijo el DNA a la membrana con luz UV
durante 15 segundos con el UV-Crosslinker (Hoefer UVC-500). Se lavé la membrana con
SSC 2x por 15 minutos en agitacion suave y después con agua desionizada por 15
minutos. A continuacion se tino la membrana con azul de metileno 0.03% (en acetato de
sodio 3M pH 5), el exceso de azul fue removido con agua y la membrana secada con
papel filtro y almacenada hasta su utilizacion. Antes de realizar la hibridacion, la
membrana se bloqued por 2 horas a 60°C con solucion bloqueadora [SSPE1.5x {el SSPE
20x se compone de NaCl 3.6M, EDTA 0.5M y fosfato didcido de sodio hidratado 0.2M),
leche descremada 1%, DNA de salmén 4 mg/ml y SDS 1%]. Para hibridar, la sonda
marcada radiactivamente {ver mas adelante) se diluy6é en 10 ml de solucién bloqueadora
y se hirvié por 10 minutos. En esta solucion se incubd la membrana y se realizd la
hibridacién en agitacion constante por 6 horas a 60°C. Todas las burbujas fueron
eliminadas para evitar interferencias en la hibridacion.

Transcurrido este tiempo, se lavo la membrana para retirar restos de radioactividad y
uniones inespecificas con solucion de bloqueo a 60°C durante 10 minutos en agitacion

constante o hasta tener una lectura de radiactividad de =700 cuentas por minuto en la

zona donde la senal era esperada.

Para marcar la sonda se purifico el fragmento de DNA amplificado por PCR y clonado de
OstTSL y se cuantifico. El marcaje de la sonda se realizd con el kit Random Primers DNA
Labeling System (Invitrogen). Primero se desnaturalizd el DNA a 95°C por 5 minutos,
posteriormente se anadieron 2 pl de dATP 500uM, 2 pl de dGTP 500uM, 2 pl de dTTP
500pm, 15 pl de Random Primers, 5 pt de [o*2P]dCTP (250pCi), 20 pl de H,0 y 1 pl de
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fragmento Klenow. Esta mezcla se incubo durante una hora a 25°C. A continuacion, se

purificé la sonda con una columna de Sephadex 50G a 4°C.
PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES

Las células competentes se prepararon tomando una colonia aislada de células de E. coli
DH5-a, éstas fueron sembradas en 50 ml de medio LB y se incubaron con agitacion por
12 horas a 37°C. De este cultivo se retomaron 4 ml y se resembraron en 46 ml de medio
LB, se incubd con agitacion a 37°C hasta alcanzar una densidad optica de 0.375
(absorbencia a 590 nm). Posteriormente las células se repartieron en 4 tubos estériles y
se centrifugaron 5 minutos a 3000 rpm, cada boton de células se resuspendio (agitando
suavemente) en 20 ml de una solucion fria de CaCl, 60 mM, y se incubaron en hielo por 5
minutos mas. Las células se centrifugaron nuevamente a 3000 rpm durante 5 minutos a
4°C y fueron resuspendidas en 80 ml de CaCl, 60 mM fria, las células se mantuvieron en
hielo durante 30 minutos. Nuevamente se centrifugaron las células a 3000 rpm por 5
minutos a 4°C y el botdn fue resuspendido en 5 ml de CaCl; 60 mM frio. Finalmente se
hicieron alicuotas de 100 pl, se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a -

70°C hasta su uso.

INCLUSION EN LR-WHITE PARA CORTES HISTOLOGICOS

Estilos de flores masculinas y femeninas fueron removidos y fijados en FAA.
Posteriormente se removio el exceso de fijador de las muestras con agua corriente y se
deshidrataron con una serie de etanoles graduales (70%, 85%, 96%, 100% y 100%) por dos
horas cada uno. A continuacién, las muestras se incubaron en una mezcla de LR-White:
Etanol (1:1), durante dos horas y después se impregnaron en LR-White puro durante 12
horas a 4°C (dos cambios). La inclusién se llevo a cabo en capsulas de plastico a 56°C en
ausencia de oxigeno para promover la polimerizacion. Para realizar el analisis
comparativo entre el gineceo masculino y el femenino, se eligieron 3 zonas de las cuales
se realizaron cortes transversales: la parte apical, parte media y parte basal. Los cortes
se realizaron con un grosor de 1 a 2 ym en un ultramicrotomo RMC-MT990 con cuchillas
de vidrio y fueron tenidos con azul de toluidina. Las laminillas obtenidas se observaron

con microscopia de luz y se tomaron fotomicrografias (Lopez et al., 1998).
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RESULTADOS

ESTRUCTURA DEL ESTIGMA Y ESTILO DE LAS FLORES FEMENINAS

El gineceo de las flores femeninas posee en la parte apical un estigma organizado
regularmente en 8 a 12 loébulos estigmaticos, cada uno de ellos formado por celulas
pequenas y alargadas. Las células epidérmicas del estigma estan diferenciadas en
papilas estigmaticas, éstas cubren en su totalidad a la superficie de los lobulos
estigmaticos (Fig. 1). Las papilas estigmaticas son estructuras unicelulares y alargadas
cuyo citoplasma se tifie fuertemente con azul de toluidina probablemente debido a la
existencia de una gran cantidad de sustancias en su interior, las cuales podrian formar
parte de los exudados estigmaticos (Fig. 2).

En la parte media, el estilo presenta un canal estilar de posicion central. La presencia
de este canal clasifica al estilo de las flores femeninas como del tipo hueco. El canal
estilar esta delimitado internamente por las células secretoras del canal, que
representan la epidermis interna de los carpelos. Subepidérmicamente hay varios
estratos de tejido de transmision, el cual esta formado por células de diametro pequefio
y apariencia secretora. En conjunto el tejido de transmision rodea al canal estilar. El
estrato mas interno del tejido de transmisién, en la cara que da hacia el canal estilar,
forma proyecciones hacia el interior de éste dandole una apariencia estelar el lugar de
circular una caracteristica de los estilos huecos (Fig. 3). La morfologia de las células del
canal secretor es muy parecida a la morfologia de las células que forman las papilas del
tejido estigmatico.

Rodeando al tejido de transmision se encuentran de 20 a 25 estratos de tejido
parenquimatico cuyas células son generalmente de didmetro mayor que las células del
tejido de transmision. Intercaladas en el tejido parenguimatico, se localizan grandes
células cuyo citoplasma se tife por completo con azul de toluidina. Estas células son
responsables de almacenar y secretar sustancias mucilaginosas y resultan muy comunes
en los tejidos de las cactaceas. En conjunto el tejido parenquimatico y las células
mucilaginosas forman al cortex. La parte mas externa del estilo corresponde a una
epidermis uniestratificada compuesta por células cuya pared se muestra engrosada

respecto a los otros tipos celulares que forman parte del estilo (Fig. 3).
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Una caracteristica del estilo que sugiere que el gineceo se compone de 8 a 12 carpelos
fusionados, es la existencia del mismo nimero de haces vasculares inmersos en el tejido
parenquimatico del cortex. Cada haz vascular representa a cada uno de los carpelos que
estan formando al gineceo. El canal estilar en esta region se encuentra practicamente
cerrado y se observan muy pocas células mucilaginosas. Los haces vasculares se hacen

mas evidentes y la epidermis externa continua siendo uniestratificada (Fig. 4).
ESTRUCTURA DEL ESTILODIO DE LAS FLORES MASCULINAS

Al estilo que por diversas razones no cumple con sus funciones durante la polinizacion,
se le denomina estilodio, tal es el caso del estilo de las flores masculinas de Opuntia
stenopetala. Tampoco el ovario es del todo funcional, ya que solo uno de los tres morfos
florales desarrolla 6vulos que no culminan su maduracién. Dado que el gineceo de las
flores masculinas de O. stenopetala carece de superficie estigmatica, éste tampoco es

funcional, por lo tanto, es considerado como un estigmodio.

Al carecer de superficie estigmética, un corte longitudinal del apice del estilodio de las
flores masculinas (Fig. 5) tiene mayor parecido con la parte media o inferior del estilo

femenino (Fig. 1), pero con algunas diferencias.

Figuras 1-4. Cortes histologicos del estigma/estilo de las flores femeninas (%) en antesis. Fig. 1. Corte
longitudinal de la region apical formada por lobulos estigméaticos con multiples papilas (5x). Fig. 2. Corte
transversal de la region estigmatica mostrando varios [6bulos estigmaticos, cada uno formado por epidermis
papilar, un cortex, un haz vascular y tejido de transmision (2.5x). Fig. 3. Corte transversal de la parte
media del estilo mostrando el canal estilar de forma estelar, las células del canal, las células del tejido de
transmision, los haces vasculares y el cortex con células mucilaginosas (2.5x). Fig. 4. Corte transversal en la
region basal del estilo mostrando la poca diferenciacion en esta zona del canal estilar (2.5x).

Figuras 5-8. Cortes histologicos del estilodio de las flores masculinas (&") en antesis. Fig. 5. Corte
longitudinal del apice del estilodio mostrando las células esclerificadas de los dos estratos subepidérmicos y
de la epidermis (no diferenciadas en papilas estigmaticas), asi como numerosas células de mucilago (10x).
Fig. 6. Corte transversal del apice del estilodio mostrando la obstruccion del canal secretor, el reducido
tejido de transmision y la lignificacién de dos o tres estratos subepidérmicos del cortex (2.5x). Fig. 7. Corte
transversal de la region media del estilodio mostrando una mayor obstruccion del canal estilar y la poca
cantidad del tejido de transmision (2.5x). Fig. 8. Corte transversal de la region basal del estilodio
mostrando un mayor numero de células mucilaginosas con respecto a las presentadas en la base del estilo de
las flores femeninas de la figura 4 y el canal estilar completamente cerrado (2.5x).

C= cortex; PE= papilas estigmaticas; CE= canal estilar; CM= celulas mucilaginosas; E= epidermis externa; HV=
haz vascular y. TT= tejido de transmisién;
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El apice del estilodio tiene en el centro un canal estilar muy reducido, casi obstruido y
sin tomar una apariencia de estrella (Fig. 6); sin embargo, las células que la rodean se
tinen fuertemente con azul de toluidina semejandose a aquellas del canal estilar de los
estilos de flores femeninas (Fig. 3). Aunque el canal estilar esté practicamente cerrado,
continua siendo un estilo de tipo hueco porque presenta diferenciacion de las células de
la epidermis interna en células del canal. El tejido de transmisién que rodea al canal
estilar no resulta tan evidente como ocurre en el caso del estilo femenino, ni por tincion
ni por la forma de las células; ademas, no puede observarse que el tejido de transmision
se organice en columnas (Figs. 6 y 7).

El cortex se forma por células parenquimaticas, con un mayor numero de células
mucilaginosas y donde los dos o tres estratos subepidérmicos se esclerifican. Los haces
vasculares inmersos en el cortex pueden ser en menor nimero (de 4 a 6) y corresponden
a los carpelos que conforman el gineceo (Fig. 6). Estos haces no se separan por completo
entre si, como ocurre en el estilo femenino, sino que permanecen muy cercanos unos a
otros, lo cual dificulta su visualizacion. La capa mas externa corresponde a la epidermis
uniestratificada, formada por células isodiamétricas de pared celular mas gruesa que el
resto de los tejidos del estilodio (Fig. 6).

La region media del estilodio conserva las mismas caracteristicas que la region apical,
excepto que el canal estilar es aln mas reducido y hay mayor nimero y tamano de

células mucilaginosas (Fig. 7).

En la base del estilo en las flores masculinas el canal estilar se obstruye casi por
completo comparado con las regiones hacia el apice del estilodio. Al igual que en la zona
media, existe poca cantidad de células parenquimaticas, la mayor parte del espacio es
ocupado por células mucilaginosas de gran tamafio. °

La epidermis sigue siendo uniestratificada y engrosada al igual que los dos o tres estratos

por debajo de ésta. Los haces vasculares no son claramente distinguibles (Fig. 8).

En la Tabla 1 se resumen las diferencias mas notorias encontradas en la estructura del

gineceo de las flores masculinas y la estructura del gineceo de las flores femeninas.
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Tabla 1. Diferencias estructurales encontradas en la antesis entre el estilo-estigma de las flores femeninas y
el estilodio de las flores masculinas. CE= canal estilar; TT= tejido de transmision; HV= haces vasculares.

CARACTERISTICA ESTILO/ESTIGMA FEMENINO ESTILODIO MASCULINO
+= | Epidermis Externa L‘?;r"egi‘:’;" apicta_l 1(_55“33‘:31 dell_g:,n?ceo Uniestratificada
o emenino esta formada por lobulos R -
2 Cortex + HY estigmaticos. La epidermis esta For:lnado‘ ;pc:r celula_: pgrenqmn;atlga;\,{
2 diferenciada en miltiples papilas grandes células mucilaginosas y 8-1 .
S TT+CE estigmaticas. Cada l6bulo estigmatico CE y TT muy reducido.
presenta un corte que rodea a un HV.

Epidermis Externa Uniestratificada Uniestratificada
L]
B Formado sl Simats Estratos subepidérmicos esclerificados.
@ por células parenquimaticas, : s <
= Cortex + HY grandes células mucilaginosas y 10-12 Aum_eégg n';;::ﬁi;?{,ii":g:&;ﬁ{;?:
o muci s
s claramente diferenciados.
N TT + CE TT abundante alrededor del amplio CE TT iy reducids viel CE castobstruldo

de forma estelar y ’ -

- Epidermis Externa Uniestratificada Uniestratificada
H Gran mayoria de células Gran mayoria de grandes células
- Cértex + HY parenquimaticas y muy pocas células mucilaginosas. HY dificilmente
g mucilaginosas. HY mas evidentes. distinguibles.
I TT + CE EL CE tiene taman‘;:nl [Ifrdumdo al igual que CE y TT sumamente reducidos

CLONACION DE UN GEN ORTOLOGO DE STY EN O. stenopetala

Para tratar de clonar a STY en O. stenopetala se procedio a disenar los oligonucledtidos
a partir de 11 secuencias encontradas en el GenBank. Estas secuencias muestran
porcentajes de identidad significativos (Es4e). Nueve de ellas pertenecen a A.
thaliana, una a Oriza sativa y otra de Lycopersicum esculentum (ver tabla 2 para
niimeros de acceso en el GenBank y abreviaturas utilizadas en este estudio).

Tabla 2. Secuencias con altos grados de similitud al gen STY de A. thaliana obtenidas
a partir de una bisqueda en el GenBank.

No. b ABREVIATURA

Especie GE:;\‘c"c:sa UTILIZADA E
Arabidopsis thaliana At3g51060 STY1 0.0
Arabidopsis thaliana At4g36260 sTY2 9e
Arabidopsis thaliana At5g12330 LRP1 4e"
Arabidopsis thaliana At5g66350 SHI 4p
Arabidopsis thaliana At2821400 SRS3 2e™
Arabidopsis thaliana At2g18120 SRS4 5e"7
Arabidopsis thaliana At1g75520 SRS5 42
Arabidopsis thaliana At3g54430 SRS6 2™
Arabidopsis thaliana At1g19790 SRS7 6o
Arabidopsis thaliana At5g33210 SRS8 3e®
Oriza sativa BAB64713 LRP Osa 5¢"
Lycopersicum esculentum * SRS Les *

*La secuencia se encuentra unicamente reportada en Fridborg et al. (2001).
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Todas las secuencias fueron alineadas con el programa CLUSTAL-W, y se identificaron las
regiones mas conservadas, las cuales se utilizaron como base para diseiar los

oligonucledtidos (Fig. 9).

A.8TY1 — O

L from | |

-

B. Oligo FORWARD

LRP1 C
LRF Osa CAG
SRS &

STYLISH1 TAR
SHI

SRsS3 AA
SRS7 CAA
SRSS CARA.
SRS4

STYLISH2 CCG
SRS6 RCA

LRP1

LRP Osa
SRS8
STYLISH]
SHI

SRS3
SRS7

SRS4
STYLISH2
SRS6

D. Secuencia de los Oligonucledtidos Degenerados

STYLISH

STYF (Oligo Forward)

5" CAG CTG TCA AGA YTG TGG RAA YCA AGC IAA GAA AGA 3" T,=59.6 C
STYR (Oligo Reverse)

5' AAG CAG GAA CCC AMG TGC TYITSACGT GRG T 3' Tm=61.0"C

Figura 9. A. El esquema muestra al gen STY de A. thaliana y sus dominios dedos de zinc (RING) y la region
de aminoacidos basicos (IGGH — modificado de Kuusk et al., 2002) En B. y en C. se observan los
alineamientos a nivel de nucledtidos y de residuos de aminoacidos de las secuencias similares al gen STYLISH
de A, thaliana. Unicamente se muestran las zonas elegidas para el disefio de En B. se muestra la zona
utilizada para el oligo STY FORWARD, en C. la zona utilizada para el oligo STY REVERSE. Los nuclectidos
sombrados con negro son identicos en todas las secuencias mostradas. Sombreados con gris se muestran
grupos de aminodcidos con caracteristicas similares. D, Oligonucledtidos degenerados disefiados y su
temperatura optima de alineamiento (T,).
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El analisis de secuencias revel que la region mejor conservada abarca al dominio dedos
de zinc, caracteristico de estas proteinas y otra regién muy conservada, pero que no
muestra similitud significativa con alglin dominio previamente reportado. El dominio
conservado de la proteina tiene una longitud total de 38 residuos de aminoacidos. Este
mismo alineamiento, pero hecho a nivel de nucledtidos, muestra un menor nivel de
conservacion si se compara con la existente a nivel de aminoacidos, por esta razén fue
necesario incluir degeneraciones (ver Apéndice 1) en el oligonucledtido utilizado como
iniciador y asi tener mayor probabilidad de amplificar por PCR un DNA ortologo en O.
stenopetala.

En la Figura 9 se muestra un esquema del gen STY7 y la region flanqueada por los
oligonucledtidos disenados. Dado que esta region muestra altos grados de conservacion
en las secuencias encontradas en el GenBank, se utilizd como base para el disefio de
oligonucledtidos degenerados.

Los nucledtidos elegidos para ser parte de los iniciadores se tomaron de las zonas que
flanqueaban la region conservada, de este modo, un producto de PCR generado con

estos oligonucleotidos, tendria un tamafio aproximado de 110 pb.

AMPLIFICACION DE OstSTY " Y OstSTY € por PCR

Dado la imposibilidad de extraer RNA de los estilos de O. stenopetala, se purificd DNA
gendmico de 30 individuos masculinos y de 30 individuos femeninos. De cada individuo se
tomd 1 pg de DNA y se realiz6 una mezcla que contuviera la misma cantidad de DNA de
cada uno de los 30 individuos. Esta mezcla fue utilizada como molde para llevar a cabo
las reacciones de amplificacion por PCR de los fragmentos de DNA ortologos al gen STY
de A. thaligna. Dos bandas de aproximadamente 120 pb fueron sintetizadas, una
utilizando el DNA de plantas masculinas como molde y la otra con el DNA de las plantas

femeninas, en ambos casos, el tamano correspondia con el esperado (Fig. 10A).

Las bandas amplificadas fueron purificadas del gel de agarosa, ligadas al vector pGEM-t-
Easy, con el cual se transformaron células competentes de E. coli de la cepa DH5-a.
Después de seleccionar a las bacterias que poseian el plasmido recombinante (Fig. 10B),

el mismo se purificd y se secuencio.
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Fig. 10. A. Amplificacion por PCR de un fragmento de DNA de aproximadamente 100 pares de bases usando
como molde DNA masculino (¢") y DNA femenina (). H,0 representa al control sin molde. B. Digestiones de

los plasmidos recombinantes con EcoRI. En ambos casos se libera un fragmento de 100 pb aproximadamente.
PM= peso molecular en pares de bases.

Las secuencias obtenidas fueron analizadas utilizando el programa CLUSTAL-W. Ambas
secuencias fueron traducidas mediante el programa SIXFRAME y las secuencias elegidas
fueron aquellas cuyos marcos de lectura no presentaron codones de término prematuros.
Tanto a nivel de acidos nucleicos como de residuos de aminoacidos, se buscaron
diferencias en las secuencias encontradas de O. stenopetala y luego se alinearon con las
secuencias previamente reportadas que fueron utilizadas durante el disefio de

oligonucledtidos degenerados (Fig. 11).

ANALISIS DE SECUENCIAS

En el genoma de las plantas masculinas y en el de las plantas femeninas existe un
fragmento de DNA homologo a los genes STYLISH de A. thaliana. La secuencia
proveniente de las plantas masculinas (OstSTYd") y la proveniente de las femeninas
(OstSTY2), tienen una longitud de 111 pares de bases y son practicamente iguales
(99.7% de identidad), tnicamente existe un cambio de bases, en la posicion 21; en la
secuencia masculina existe una timina, mientras que en la femenina es una citosina (Fig.
11). Sin embargo, al traducir ambas secuencias, el aminoacido producido no cambia, es
decir, a nivel de residuos de aminoacidos las secuencias son idénticas. La longitud total

del fragmento es de 39 aminoacidos (Fig. 12).

El fragmento OstSTY o a nivel de nucledtidos tiene un porcentaje de identidad de 85.5%

con 5TY1 de A. thaliana, mientras que con STY2 el porcentaje de identidad alcanza el
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77.4%. OstSTY 2. tiene un porcentaje de identidad de 84.7% con STY1 y de 76.7% con
STYZ2.

GGCCACCAGC
ICTCTCACATGA
GCGCACATGAR
GCGCACATGA
NRCTCTCACATGA
STTCTCACATGAR

TTGTTCGAAAE

Figura 11. Alineamiento a nivel de acidos nucleicos del dominio dedos de zinc de los diferentes genes
miembros de la familia SHI de A. thaliana y las secuencias obtenidas de O. stenopetala (OstSTYJ y

OstSTY 9 ). En negro se encuentran los nucledtidos conservados en todas las secuencias. La punta de flecha
indica el nucledtido que difiere entre OstSTYd y OstSTY 2.

A nivel de residuos de aminoacidos la similitud entre OstSTYo y OstSTY £ es de 82.5%

con STY1 y de 80% con STY2. El fragmento muestra altos porcentajes de similitud con el
dominio dedos de zinc de las proteinas de la familia de genes relacionados con SHI de A.
thaliana. Este dominio dedos de zinc comprende 31 residuos de aminoacidos cuya
secuencia consenso  es  Cys-X;-Cys-X;-Cys-X-His-X;-Cys-X;-Cys-X;-Cys-X;-His (=X es
cualquier aminoacido— tabla 3). Estos residuos de aminoacidos que se conservan de
forma casi absoluta, (solo la secuencia SRS8 cambia la segunda cisteina por fenilalanina)
constituyen los ligandos probables a zinc. Esta secuencia consenso también se conserva
en las secuencias obtenidas de arroz (LRP Osa) y de jitomate (SRS Les), y en ambas

secuencias de O. stenopetala sin ningin cambio en los residuos conservados.
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Figura 12. Alineamiento a nivel de residuos de aminoécidos de los dominios dedos de zinc de las secuencias
relacionadas con SHI, en el se muestra que las dos secuencias pertenecientes a 0. stenopetala: OstSTYd y
OstSTY 2son idénticas. En negro se muestran los residuos conservados en todas las secuencias, en gris
aquellos residuos con caracteristicas similares. Las puntas de flecha representan los residuos de Cys e His
que constituyen ligandos putativos a zinc, todos ellos se encuentran conservados en O. stenopetala. Las
secuencias de aminoacidos que aparecen son: de A. thaliana (STYLISH1 y 2, SRS1 a 8, SHI y LRP1) de Oryza
sativa (OsaLRP) y de Lycopersicum esculentum (Les LRP).

Los fragmentos amplificados de O. stenopetala no sélo abarcan el dominio dedos de zinc
de la proteina, sino que continGan con ocho aminoacidos mas que también muestran un
alto grado de conservacion entre todas las secuencias, (excepto con SRS Les de la cual
solo se reporta el fragmento correspondiente al dominio dedos de zinc,). Este fragmento
no muestra ninguna similitud de secuencia con alglin dominio funcional previamente
reportado y el papel que representa en la funcion de estas proteinas no ha sido

determinado.

Tabla 3. Secuencias consenso de los motivos de union a zinc (modificado de Kuusk, 2003).

MOTIVO

RING C x: C X9.3q c X;., H X;.; C Xz C x4-48 C Xz C
RING-HZ C X; € Xo3s C Xi3 H Xaa H X2 C Xsyg C X3 C
PHD C XI C Xg.p C X2.4 C X4.5 H X1 C Xu% C X; C
LIM C % C Xze H X3 € X C X3 € Xiem € X3 C
STY/SHI C X, € X € X H X € X € X € X H
OstSTY € X, € X C X, H X € X € X € X H
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Con las secuencias obtenidas se realizo un analisis filogenético con las secuencias
pertenecientes a otras especies, dichas relaciones fueron representadas en un arbol
filogenético (Fig. 13). En la filogenia se puede observar que las secuencias de O.
stenopetala (Ost STY) tienen mayor parecido con las secuencias STY7 y SRS8 de A.

thaliana. »

ISWL!SH 1
SRS8

Ost STY
SHI
SRS7
, SRS3

L_srss

LRP1
QOsa LRP
Les SRS
STYLISH2

SRS4

SRS6

p——na——
0.05

Figura 13. Analisis filogenético del dominio dedos de zinc de las secuencias relacionadas a SHI de A.
thaliana. Las secuencias de aminoacidos que aparecen son: de A. thaligna (STYLISH1 y 2, SRS1-8, SHI y
LRP1) de Oryza sativa (Osa LRP) y de Lycopersicum esculentum (Les LRP). La secuencia de O. stenopetala,
OstSTY se agrupan junto a STYLISH1 y SRS8 de A. thaliana.

A pesar de que hay varias secuencias reportadas de genes tipo SRS en A. thaliana, estos

no forman un conjunto Unico dentro de la filogenia.

Las secuencias de O. stenopetala, no muestran agrupamiento con la secuencias de
jitomate, lo cual resulta sorprendente si consideramos que la relacion filogenética como
especies, es mas cercana con ella que con A. thaliana. Sin embargo, dada la importancia
del dominio en la funcién de este grupo de proteinas, es logico que los cambios que
existan sean minimos y que aln entre especies muy distantes filogenéticamente, haya
una gran similitud de secuencia. Esto también se ve apoyado por el hecho de que en
otras partes del gen, practicamente no existen zonas conservadas (a excepcion del

dominio IGGH presente en las secuencias parecidas a SHI; Kuusk et al., 2002).
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AMPLIFICACIONES POR PCR INDIVIDUALES

Dado que los genes OstSTYJ y OstSTY 2 fueron clonados a partir de una mezcla de DNA

de 30 individuos, existia la posibilidad de que el gen estuviera presente solo en el
genoma de algunos de los individuos y no en el de todos. Para corroborar la
presencia/ausencia del gen en los 60 individuos, se realizaron reacciones de PCR para
cada uno de los individuos con las condiciones sefnaladas anteriormente. Los productos
de PCR formados se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de
etidio (Fig. 14).

sTY . STY
PM 14 28 30 49 5& 682 & PM 1% 29 3¢ 4% 59 6% 79

A.

Figura 14, Reacciones de PCR individuales para 30 individuos masculinos (A) y 30 individuos femeninos (B)
de 0. stenopetala con los oligonucleétidos para STY. A. En el caso del DNA de los individuos masculinos, 5
de las 6 muestras producen un producte amplificado de -300 pb (14", 24", 44", 57" y 64"). De la muestra que
no produce amplificado (35") se extrajo nuevamente DNA y se repitio la reaccion de PCR, en esa ocasion el
resultado fue positivo (no maostrado). B. La misma situacion se presentd con la muestra 12, nuevamente al

repetir el experimento el resultado fue positivo (no mostrado). En todos los casos, se muestran separaciones
electrofaoréticas de las reacciones de PCR en geles de agarosa al 1.5% tefidos con bromuro de etidio. PM=
peso molecular en pares de bases,

En los 30 individuos masculinos hubo sintesis de un fragmento de DNA de tamafio
aproximado de 120 pares de bases, es decir, coincidiendo con el esperado (Fig. 14A), de
igual forma ocurrio con las reacciones que utilizaron como molde DNA femenino (Fig.
14B). Estas reacciones, ademas de indicarnos la presencia del gen, son Utiles para
examinar la integridad del DNA, en otras palabras, cuando el DNA de los individuos se
encuentra integro, la reaccion de PCR para STY produce fragmentos de 120 pares de
bases aproximadamente.

Cuando no existio producto de amplificacion para STY, fue necesario volver a purificar
DNA genémico del individuo analizado y utilizar éste como molde para una nueva
reaccion de PCR. En los casos en los que fue necesario repetir el experimento, con el
DNA recién purificado siempre hubo formacion de producto (geles no mostrados),
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indicando que el fragmento si esta presente en el genoma del individuo y que la falta de
producto se debe a degradacion del DNA utilizado en los experimentos donde no se
observa el fragmento.

CLONACION DE UN GEN ORTOLOGO DE CRC EN O. stenopetala

De la misma manera que con STY, se procedio a buscar secuencias similares a CRC de A.
thaliana. Se tomaron en cuenta aquellas secuencias con valor de E<3e™®. Los nlimeros de
acceso en el GenBank de las secuencias, asi como la especie de la que provienen y la

abreviatura utilizada en este estudio se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Secuencias obtenidas del GenBank a partir de una bisqueda de secuencias
homélogas al gen CRC de A. thaliana.

e =
Arabidopsis thaliana NP177078 CRC Ath 0.0
Arabidopsis thaliana NP566037 FIL Ath 2e”
Arabidopsis thaliana AAD33716 YABBY2 2™
Arabidopsis thaliana NP567154 YABBY3 3e®
Arabidopsis thaliana AAF22893 YAB Ath 9e
Chrysanthemum x morifolium AA022990 YAB Cxm 1e™
Oriza sativa CAD41514 YAB Osa 1e”
Zea mays AAP79885 YAB Zma 9™

La figura 15 muestra un esquema de un gen YABBY y los dominios existentes. Se
pudieron identificar dos zonas claramente conservadas a partir de las cuales se
disefaron los oligonuclectidos. La primera de ellas corresponde a un dominio dedos de
zinc en la region N-terminal, el segundo dominio se encuentra en la region C-terminal y
corresponde al dominio YABBY, éste forma una estructura de tipo hélice-asa-hélice. De
cada una de estas dos regiones conservadas se eligid una zona para el disefio de
oligonucleotidos degenerados, para lo cual se hizo otro alineamiento con las mismas
secuencias, pero ahora a nivel de nucleotidos, los cuales no tienen un nivel tan alto de
conservacion, por lo que fue necesario incluir degeneraciones en los oligonucledtidos
(ver Apéndice 1) para tener mayor probabilidad de clonar el gen ortdlogo en O.
stenopetala. Un producto de PCR que se genere a partir de estos oligonucleotidos,

debera tener un tamano aproximado de 390 pb.
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D. Secuencia de los Oligonucleétidos Degenerados

CRABS CLAW

CRCF (Oligo Forward) | i
5" TCT GCR ACA_CCA TCCTYGCSG T3 __:__T,,= 64.8°C

CRCR (Oligo Reverse)

5 GCC CAATTY TTI GCAGCI GCRCTR AA 3| T..= 64.2°C

Figura 15. A. Representacion esquematica de un gen YABBY (modificado de Siegfried et al., 1999), en el se
muestran el dominio dedos de zinc y el dominio YABBY y B. alineamiento a nivel de nucledtidos y
aminoacidos de las regiones mas conservadas de las secuencias obtenidas del Banco de Genes con mayor
similitud a CRC de A. thaliana. En B. se muestra la zona utilizada para el oligo CRC Forward y en C. la zona
utilizada para el oligo CRC Reverse. Los nucleotidos sombreados con negro son idénticos en todas las
secuencias mostradas, en D. se muestran las secuencias de los oligonucledtidos degenerados disenados y su
temperatura optima de alineamiento (Tpp).

AMPLIFICACION DE CRC EN O. stenopetala

Dado que CRC en A. thaliana tiene expresion especifica en la flor y ante la imposibilidad
de purificar RNA de estilos de O. stenopetala, se decidid trabajar con
DNA genomico de plantas femeninas y masculinas de O. stenopetala como molde para
llevar a cabo las amplificaciones por PCR y asi clonar un fragmento de DNA homologo a

CRC. Para las reacciones de amplificacion se utilizaron los oligonucledtidos degenerados
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sintetizados a partir de secuencias conocidas de genes de la familia YABBY. Ninguna de
las reacciones realizadas produjo un producto de amplificacion. Existen dos posibilidades
por las que esto puede ocurrir, la primera es que los oligonucledtidos no funcionen
correctamente, o bien, la segunda opcion es que no exista un fragmento de DNA similar
al dominio YABBY en el genoma de O. stenopetala.

Para descartar la primera posibilidad se purifico DNA de A. thaliana para utilizarlo de
control, con él se llevaron a cabo las reacciones de PCR, en éstas se produjeron dos
productos amplificados con tamanos aparentes de 1800 y 900 pares de bases (Fig. 16).
Dado que el fragmento amplificado a partir de DNA gendémico de A. thaliana esperado es

de 928 pares de bases, se decidié clonar Gnicamente el fragmento de este tamano.

(=]
PM CRC L'

Figura 16. Separacion electroforética de los productos de amplificacién por PCR de un fragmento de CRC a
partir de DNA gendmico de A. thaliana. El producto clonado y secuenciado fue el de tamafio aproximado de
900 pares de bases. PM= peso molecular en pares de bases. H,0= control sin molde.

La secuencia obtenida es practicamente igual a la secuencia genémica reportada en
www.arabidopsis.org de CRC (Fig. 17). Unicamente se presentan 11 cambios de
nucleotidos en toda la secuencia y 5 de ellos se localizan en la zona de los
oligonuclectidos degenerados. Este resultado avala la funcionalidad de los
oligonucledtidos disefiados, por lo que es probable que lograra amplificar un fragmento
de DNA homologo a CRC en O. stenopetala debido a que no se encuentra en su genoma o

bien, no presenta altos grados de similitud.
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Acth CRC DA

Figura 17. Alineamiento a nivel de nucledtidos del fragmento de DNA gendémico de A. thaliana utilizando los
oligonucledtidos degenerados disefiados (CRC-900) y la secuencia gendmica reportada (Ath CRC DNA). Ambaos
fragmentos son practicamente idénticos con solo 11 cambios encontrados (bases no sombreadas), de los
cuales 5 se localizan en las regiones de los oligonucledtidos degenerados. En negro se muestran los
nucledtidos idénticos en ambas secuencias.
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CLONACION DE UN GEN ORTOLOGO DE TSL EN O. stenopetala

Se realizé una busqueda de secuencias similares a TSL de A. thaliana y se eligieron
aquellas que presentaron los mayores niveles de similitud (Es1e’®). En este caso se
consideraron secuencias provenientes de animales y plantas para realizar el analisis. En
la tabla 5 se muestran las secuencias utilizadas, la especie de la que provienen, asi como
el niumero de acceso del GenBank y las abreviaturas que se utilizaron este estudio.

Tabla 5. Secuencias obtenidas de la base de datos del GenBank con alto grado de
similitud a la secuencia del gen TSL de A, thaliana.

No. DE ACCESO ABREVIATURA
ESRECE GENBANK UTILIZADA £

Arabidopsis thaliana At5g20930 Ath TOUSLED 0.0

Oriza sativa AAL58952 Osa TLK 0.0

Triticum aestivum AY847708 Tae TLK 0.0

Nicotiana glutinosa AAM94621 Negl TLK e’
Zea mays T001185 Zma TLK1 1e™
Zea mays T001186 Zma TLK4 1'%
Danio rerio AAK52417 Dre pKU-a 1108
Danio rerio AAK52418 Dre pKU-B 1e1%
Homo sapiens AAH32657 Hsa TLK 1e71%
Homo sapiens NP036422 Hsa TLK1 1e'%
Homo sapiens BAA20562 Hsa pKU-B 1e'!®
Homo sapiens BAA20561 Hsa pKU-c 1e104
Mus musculus AAC02226 Mmu TLK 1e%
Mus musculus NP766252 Mmu TLK1 1e™®
Caenorhabditis elegans 540704 Cel TLK 1™
Drosophila melanogaster AADS55423 Dmel TLK 1e®

A nivel de residuos de aminoacidos, se localizo una amplia region altamente conservada,
correspondiente al dominio catalitico de cinasa (Fig. 18). Las secuencias de maiz fueron
utilizadas a pesar de que son secuencias parciales que no cubren la totalidad del
dominio catalitico, dichas secuencias no fueron utilizadas en los alineamientos a nivel de
nucledtidos debido a que no existen estos registros en la base de datos del banco de

genes.

En aquellos casos en los que se presentaron diferencias muy grandes entre las

secuencias, se les asignd mayor peso a las secuencias pertenecientes a plantas.
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El producto amplificado mediante PCR utilizando dichos oligonucleotidos se predice

tendria un tamano aproximado de 300 pb.

1
A.Ath TSL

B. Oligo FORWARD
o R GARJEE

R

“ 686

D. Secuencia de los Oligonucleétidos Degenerados

TOUSLED

TSLF (Olige Forward) ]
5' GAR TAY TGY AGT GGI AAR GAI CTT GAT GC 3" T.=61.6"C
TSLR (Oligo Reverse)

5' GGT ARR TAC CAl GTT CCAGCT CCCTG 3’ Tm=63.7"C

Figura 18. A. Representacion esquematica del gen TSL de A. thaliana (modificado de Silljé et al., 1999) y el
alineamiento de las secuencias de nucleotidos encontradas en el GenBank y utilizadas en el disefio de los
oligonucledtidos degenerados. CAT representa al dominio catalitico de la proteina. B. Zona correspondiente
al oligo forward, C. Zona correspondiente al oligo reverse. En ambos oligonucledtidos, las degeneraciones
fueron elegidas dando mayor peso a las secuencias de plantas. En negro se encuentran los nucledtidos
conservados en todas las secuencias. Los huecos en los alineamientos son indicadas por guiones. D.
Secuencia de los oligonucledtidos degenerados disefados y su temperatura ptima de alineamiento (Ty).

AMPLIFICACION DE OSTTSLS® Y OsTTSL$ porR PCR

La clonacion de fragmentos ortologos al gen TSL en O. stenopetala se realizo a partir de

DNA y de RNA, los resultados se presentan por separado.
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* Secuencias provenientes de RNA

Debido a que solo se clond un segmento de DNA que codifica al dominio de cinasa de
TSL, v a que el cDNA de TSL en A. thaliana es de aproximadamente 2.0 Kpb, se buscd un
tejido de O. stenopetala donde se expresara el gen y que no presentara problemas para
la extraccion de RNA total.

Con los protocolos ensayados para la purificacion de RNA no fue posible recuperar RNA
total del estilo/estigma debido a la gran cantidad de pectinas que contienen. Este no
fue el caso para la purificacion de RNA de los estambres de O. stenopetala de flores
masculinas y de flores femeninas, lo cual fue Gtil para clonar un cDNA de TSL en O.
stenopetala, ya que los reportes indican que los patrones de expresion de este gen no se
limitan al gineceo, sino que se expresa en todos los érganos de las plantas.

Se logro extraer RNA total de estambres tanto de flores masculinas como de flores
femeninas utilizando el método anteriormente descrito (Fig. 19A) y con él se realizaron
reacciones de RT-PCR. Tanto con RNA de las flores femeninas y el RNA de las masculinas
se observod un producto de amplificacibn de aproximadamente 300 pb (Fig. 19B). El

fragmento proveniente de RNA de flores masculinas se denomind cDNAOstTSLS,

mientras que el proveniente de RNA de flores femeninas cDNAOstTSL2. Es de notarse,

que existe mayor cantidad de molde en la reaccién con cDNA femenino que en la
reaccion de cDNA masculino, sin embargo, el producto de amplificacion es de mayor
intensidad en la reaccién con cDNA masculino. Aunque con este resultado no se puede
asegurar, es probable que exista expresion diferencial a nivel de estambres masculinos y
estambres femeninos. Esto nos lleva a pensar que probablemente algo similar ocurra en

los estilos de O. stenopetala, de modo que se esté afectando el desarrollo del gineceo.

* Secuencias provenientes de DNA

Para amplificar por PCR un DNA ortélogo a TSL de A. thaliana en O. stenopetala, se
utilizé como templado una mezcla de DNA que contenia un pug de DNA de cada uno de los
30 individuos masculinos, y otra mezcla con un pg de cada uno de los 30 individuos
femeninos. El resultado de la amplificacion fue un fragmento de tamano aproximado de
300 pb (Fig. 19C) tanto en la reaccion con DNA femenino como en la reaccion con DNA

masculino.



54

300 300

Figura 19. A. RNA total de estambres de flores masculinas (o) y de flores femeninas (%) de O. stenopetala.
Las subunidades 285 y 185 demuestran la integridad del RMA. Electroforesis en gel desnaturalizante de
agarosa al 2% tenido con bromuro de etidio. B. Separacion electroforética del producto de PCR
correspondiente a un fragmento del gen T5L de O. stenopetala, usando como molde cDNAG o cDNA?. C.

Productos de PCR utilizando como molde DNA genomico de plantas masculinas o femeninas. En ambos casos
gel de agarosa al 1.5% tefido con bromuro de etidio. PM= peso molecular en pares de bases. H;0 representa
a la reaccion sin molde (control).

Todos los fragmentos fueron purificados del gel, ligados al vector pGEM-t-Easy para

transformar células de E. coli. Se purificaron los plasmidos recombinantes (Figs. 20A y
20B) y fueron secuenciados, las secuencias obtenidas (OstTSLo® y OstTSL%) fueron

comparadas en la base de datos del GenBank (BLAST).

A. B.

o $

PM

300
300

Figura 20. Digestion con la enzima de restriccion EcoRl de los plasmidos de
pGEM-t-Easy que contienen el DNA de interés, en todos los casos el tamafio corresponde con el esperado
(300 pb). En A. el fragmento de DNA liberado corresponde al amplificado con el molde de DNA genomico
masculino (¢*) o femenino (%), mientras que en B. proviene del cDNA de estambres de flores masculinas (")
o de estambres de flores femeninas (£). En todos los casos, separacion electroforética en gel de agarosa al
1.5% tenido con bromuro de etidio. PM= peso molecular.
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ANALISIS DE SECUENCIAS

Tanto OstTSLg® como OstTSLE tienen un tamafo de 288 nucledtidos y son idénticas

entre si a este nivel y por tanto, también a nivel de residuos de aminoacidos.

Entre cDNAOstTSLa" y cDNAOstTSL2, existe un 100% de identidad a nivel de acidos

nucleicos, en un total de 288 nucledtidos (Fig. 21) y por tanto también a nivel de

residuos de aminoacidos (Fig. 22). De este modo y dado que las secuencias OstTSLe?

como OstTSL% son idénticas a cCDNAOstTSLo y cDNAOstTSL ¢ para los siguientes analisis

se les considera como una sola secuencia denominada OstTSL. EL poder obtener la
clonacion del fragmento a partir de cDNA resulta muy satisfactorio ya que abre la
posibilidad de la clonacion del gen completo de TSL en O. stenopetala.

El porcentaje de identidad de OstTSL con la secuencia reportada de TSL de A. thaliana a

nivel de acidos nucleicos es de 77% y de un 87.5% a nivel de residuos de aminoacidos.

A continuacion, las secuencias TSL de O. stenopetala fueron alineadas con las secuencias
de A. thaliana (Ath TOUSLED) y con otras secuencias reportadas de genes ortologos en
distintas especies de plantas como son: Oriza sativa (Osa TLK), N. glutinosa (Ngl TLK) y
Zea mays (Tae TLK) a nivel de acidos nucleicos y aminoacidos, solo de aminoacidos: Zea
mays (ZmaTLK1 y ZmaTLK4) y secuencias pertenecientes a animales como: Danio rerio
(Dre pKU-a y Dre pKU-B), M. Musculus (Mmu TLK y Mmu TLK1), Homo sapiens (Hsa TLK1,
Hsa TLK2, Hsa pKU-a y Hsa pKU-B), C. elegans (Cel TLK) y D. melanogaster (Dmel TLK).

Es notable el grado de conservacion que se encuentra dentro de las secuencias
pertenecientes a animales y plantas a lo largo del dominio catalitico de las proteinas
TLK's. De un total de 101 residuos de aminoacidos, se presenta un 48% de identidad y un
65% de similitud. Al comparar las secuencias de aminoacidos provenientes de plantas y
de animales por separado, observamos que entre plantas el porcentaje de identidad se
incrementa al 79% y el de similitud a 88%. De igual forma ocurre con los huecos que se
forman en el alineamiento, los cuales son consecuencia de la presencia de un grupo de
aminoacidos que se presenta en las secuencias de los animales, pero que no se localiza

en ninguna de las secuencias de las plantas analizadas (Fig. 22).
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Figura 21. Alineamiento miltiple de las secuencias de nucledtidos de OstTSL de O. stenopetala con las
secuencias de ortologos al gen T5L reportadas para plantas. En negro se muestran los nucledtidos idénticos
en todas las secuencias. Las TLK's representadas son: A. thaliana (Ath TOUSLED), N. glutinosa (Ngl TLK),
arroz (Osa TLK), maiz (Zma TLK1 y Zma TLK4) y trigo (Tae TLK). Los huecos en el alineamiento estan
referidos con guiones.
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Figura 22. Alineamiento de las proteinas putativas de 0. stenopetala con los fragmentos correspondientes al
dominio catalitico de proteinas homologas a TSL de A. thaliagna. En negro se encuentran los residuos
idénticos en todas las secuencias y en gris aquellos residuos que forman grupos con caracteristicas similares.

Los huecos en

el alineamiento estan indicadas con guiones. Los nombres de las secuencias pertenecen a

humano (Hsa TLK1, Hsa TLK, Hsa pKU-a y Hsa pKU-B), raton (Mmu TLK y MmuTLK1), pez cebra (Dre pKU-a y
Dre pKU-B), mosca de la fruta (Dmel TLK), C. elegans (Cel TLK), A. thaliana (Ath TOUSLED), N. glutinosa
(Ngl TLK), arroz (Osa TLK), maiz {Zma TLK1 y Zma TLK4) y trigo (Tae TLK).
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Con el proposito de encontrar la especie cuya secuencia tuviera mayor similitud a las
secuencias de O. stenopetala, se decidio realizar un analisis filogenético con las
secuencias de aminoacidos de los fragmentos de las proteinas TLK's pertenecientes
tanto a especies vegetales y animales (Fig. 23). En él se observa claramente una
separacion de las secuencias correspondientes a plantas de las que corresponden a
animales. Dentro del grupo que forman las secuencias de plantas, se observa que las
secuencias de maiz, trigo y la de arroz forman un grupo, mientras que las secuencias de
A. thaliana y la de N. glutinosa se localizan en la base de la ramificacion. Las secuencias
de O. stenopetala se agrupo con las secuencias de maiz, trigo y de arroz, indicando que
el parecido de las secuencias de estas especies es mayor que con las secuencias de A.
thaliana y N. glutinosa.

Hsa TLK1

Dre pKU-g

Mmu TLK1
Hsa TLK

Hsa pKU-B

A Dre pKU-a
Dmel TLK
Cel TLK

Zma TLK1

Figura 23. Arbol filogenético de los fragmentos correspondientes a los dominios de cinasa de las proteinas
homaélogas a TSL de A. thaliana. Secuencias pertenecientes a plantas (P) son agrupadas aparte de las
pertenecientes a animales (A). La secuencia de O. stenopetala (OstTSL) tiene mayor parecido con las
secuencias de trigo, arroz y maiz. Las TLK’s representadas son: de humano (Hsa TLK1, Hsa TLK, Hsa pKU-a y
Hsa pKU-B), de raton (Mmu TLK y MmuTLK1), del pez cebra (Dre pKU-a y Dre pKU-B), de la mosca de la fruta
(Dmel TLK) de C. elegans (Cel TLK), A. thaliana (Ath TOUSLED), N. glutinosa (Ngl TLK), arroz (Osa TLK),
maiz (Zma TLK1 y Zma TLK4) y trigo (Tae TLK).
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La separacion de las secuencias TLK's de animales y plantas utilizando el dominio
catalitico, también se presenta cuando el mismo andlisis se realiza con las secuencias
completas disponibles (Fig. 24). Lamentablemente, no se conocen las secuencias
completas de maiz ni las de O, stenopetala, asi que no se muestran en el arbol; sin
embargo, ain cuando se incluyan estos fragmentos en este analisis, el resultado es el
mismo. Las secuencias de trigo y de arroz se mantienen agrupadas de la misma manera
que en el analisis de los dominios cataliticos, por lo que es posible que la secuencia
completa de OstTSL también se agrupe como estas proteinas.

Hsa pKU-g

Hsa TLK

Hsa TLK1

Mmu TLK1

1 —— Dre pKU-8
Dre pKU-a

|" Hsa pKU-a

A Mmu TLK

Dmel TLK
Cel TLK

p [ NglTLK

Ath TOUSLED

I: Tae TLK
Osa TLK

1
0.1

Figura 24. Analisis filogenetico de las secuencias de aminoacidos completas de TLK’s de animales y plantas.
Se muestra el mismo patrén de agrupamiento que el arbol filogenético de los fragmentos de los dominios
cataliticos, es decir, secuencias provenientes de animales (A) son separadas de las provenientes de plantas
(P). Las TLK's representadas son: de humano (Hsa TLK1, Hsa TLK, Hso pKU-a y Hsa pKU-B), de ratén (Mmu
TLK y MmuTLK1), del pez cebra (Dre pKU-a y Dre pKU-f), de la mosca de la fruta (Dmel TLK) de C. elegans
(Cel TLK), A. thaliana (Ath TOUSLED), N. glutinosa (Ngl TLK), arroz (Osa TLK) y trigo (Tae TLK).

Puesto que las secuencias de plantas muestran muchas similitudes entre si, se intento
clonar un fragmento de mayor tamano en 0. stenopetala, para ello se disefaron nuevos
oligonuclecdtidos y se realizaron reacciones de PCR usando como molde el DNA de plantas
masculinas y femeninas. Los oligonucledtidos fueron disefados a partir de una region de
aproximadamente 700 pares de bases del gen TSL de A. thaliana. Sin embargo, no hubo
amplificacion a partir del DNA total de O. stenopetala, por lo que se decidio realizar
combinaciones de oligonucledtidos: para una reaccion se utilizaron uno de los utilizados

forward para amplificar el fragmento de aproximadamente 300 pares de bases con el
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oligo reverse destinado a amplificar el fragmento de 700 pares de bases y en otra
reaccion a la inversa. Tampoco en esta ocasion se obtuvo ningln producto de
amplificacion. Estos resultados se pueden explicar de la siguiente forma: la primera
supone un mal funcionamiento de los oligonucleétidos en las reacciones de amplificacion
debido a un mal disefo, la segunda es que no existieran zonas similares en el genoma de
0. stenopetala con las cuales pudieran alinear estos oligonucledtidos y empezar las
reacciones de amplificacién y por Gltimo, que el producto a ser amplificado tenga un
tamano demasiado amplio debido a la existencia de uno o varios intrones y que la Taq
polimerasa utilizada no pueda llevar a cabo la reaccion por su baja procesividad. Para
descartar el primer supuesto se realizaron amplificaciones por PCR usando como molde
cDNA de boton floral de A. thaliana, el resultado fue un producto amplificado de 690
pares de bases, el cual se clond y secuenci6. La secuencia de este producto de PCR fue
esencialmente la misma que la reportada en la base de datos para TSL de A. thaliana
(Fig. 25).

Figura 25. Alineamiento a nivel de nucleotidos de la secuencia parcial de TSL generada con los
oligonucleatidos TSLyoF y TSL;R utilizando como molde ¢DNA de boton floral de A. thaliana. Ambos
fragmentos son practicamente idénticos. En negro se muestran los nucledtidos completamente conservados
en ambas secuencias. Este fragmento del gen corresponde a casi la totalidad del dominio catalitico de la
cinasa TSL.
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La secuencia de AthTSL-700, solo presenta 2 cambios de nucledtidos con la secuencia
reportada de TSL. Este resultado lleva a la conclusion de que el funcionamiento de los
oligonucledtidos es correcto y que las zonas utilizadas para disefar los oligonucledtidos
(conservadas en las secuencias de plantas), podrian ser diferentes a las de O.

stenopetala.
AMPLIFICACIONES POR PCR INDIVIDUALES

Para evaluar la presencia/ausencia de OstTSL en individuos de una poblacion natural se
realizaron reacciones de PCR utilizado como molde DNA individual de 30 plantas

masculinas y de 30 plantas femeninas (Fig. 26).

TSL TSL
A 1e 20 30 42 5a 6a & C oM 1% 27 39 43 59 6¢ 79

sTY 5tY
1¢ 29 39 492 5% 6% 7¢

Figura 26. Reacciones de PCR individuales para 30 individuos masculinos y 30 individuos femeninos de O.
stenopetala (solo se muestran 6 masculinos y 7 femeninos). En A. se observa un producto de amplificacion
en 4 de las 6 muestras masculinas mostradas (14", 24°, 44" y 65°) con un tamaino de 300 pb. B. El DNA de los
mismos 6 individuos masculinos produce un producto de amplificacion cuando se utilizan los oligonucledtidos
de STY de aproximadamente 100 pb. En el caso del DNA de los individuos femeninos. C. En 4 de las 7
muestras se sintetiza un producto amplificado de -300 pb (2%, 3%, 4%, 62 y 7%). Las dos muestras que no
producen amplificado (1% y 59) con TSL, si lo producen cuando se utilizan los oligonucledtidos de STY. D.
El producto de -100 pb esta presente en todas las muestras femeninas. En todos los casos, se muestran
separaciones electroforéticas de las reacciones de PCR en geles de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de
etidio.

De los 30 individuos masculinos, en 17 de ellos se sintetizé un producto de amplificacion
de OstTSL, mientras que en los individuos femeninos el nimero fue de 23. Este no fue el

caso de OstSTY, ya que todos los individuos masculinos y femeninos presentan
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amplificaciéon para este gen. Es notable que en algunos individuos masculinos y
femeninos no fue posible amplificar un producto de PCR, esto podria deberse en primera
instancia a una mala calidad del templado utilizado; sin embargo, al amplificarse en
todos los individuos el producto de OstSTY es indicativo de una buena calidad del DNA,
por lo que dicha situacion se vuelve poco probable .

Para confirmar la presencia de OstTSL en el genoma de O. stenopetala, se realizd un
ensayo tipo Southern-Blot, en el que se utilizaron 10 pg de DNA digerido con EcoRl de
una mezcla de DNA de 30 individuos femeninos y de la mezcla de 30 masculinos. Como
sonda de DNA se utilizé el fragmento amplificado de OstTSL2 marcada con **P[dCTP].

En la Fig. 27 se observa que la sonda hibridd con un fragmento de DNA de
aproximadamente 2.0 Kpb tanto en plantas masculinas como en femeninas. Este
resultado sugiere que OstTSL es de copia Unica en el genoma de O. stenopetala.

Figura 27. Southern Blot de OstTSL. La hibridacién mas clara se produce con un
fragmento proveniente del genoma masculino (&") de aproximadamente 2 kilobases. La
hibridacién de la sonda en el genoma femenino () no es clara probablemente a que no
es especifica. Aunque este resultado no pudo mejorarse, es claro que en el genoma de
las plantas masculinas sélo existe una copia del gen OstTSL.




63

DISCUSION

ESTRUCTURA DEL ESTILO/ESTIGMA EN O. stenopetala

Los procesos de diferenciacién sexual conllevan a cambios anatomicos y estructurales en
las flores femeninas y masculinas en O. stenopetala. En etapa de antesis, son notorios
los cambios morfologicos a simple vista. El gineceo de las flores femeninas estad
compuesto de ovario, con multiples dvulos funcionales, estilo y l6bulos estigmaticos con
multiples papilas estigmaticas. Por otro lado, el gineceo de las flores masculinas
presenta un ovario reducido en el cual pueden existir algunos évulos escasamente
desarrollados, y el estilo termina en punta debido a la carencia de tejido estigmatico
(Orozco, 2002). Sin embargo, los estudios en los cuales se aborda el desarrollo del
gineceo, incluso aquellos realizados en especies con flores unisexuales, han enfocado su
atencion a los ovulos Unicamente y han dejado de lado al estilo y al estigma.

En O. stenopetala existen marcadas diferencias estructu.rales entre el estilo/estigma de
las flores masculinas y el de las flores femeninas. Las mas evidentes se relacionan con la
no diferenciacidon estigmatica en flores masculinas, las caracteristicas del canal estilar al
centro del estilo, la cantidad de tejido de transmision, el numero de células
mucilaginosas y los haces vasculares.

Hasta el momento el Unico reporte estructural completo del estilo-estigma de alguna
cactacea hermafrodita que nos permita realizar un analisis comparativo, es el realizado
por Parada (2004) en Mammillaria san-angelensis y M. haageana. Estas dos especies
presentan un canal estilar muy evidente hacia la region estigmatica, el cual
paulatinamente disminuye su tamafio de modo que en la region media el estilo es
completamente solido y continua asi hasta la base del estilo.

Existen dos reportes mas en los que se mencionan la estructura del estilo y del estigma.
El primero se presenta en Mauseth (1988) y es Unicamente un corte transversal de estilo
de la cactacea Homalocephala texensis. En él se encuentra la presencia de un canal
estilar de pequeias dimensiones. Alrededor de él se encuentra el tejido de transmision,
el cual se compone de una epidermis interna (la cual se proyecta hacia el canal estilar) y
varias capas adyacentes de mesofilo (cortex). Las tres cactacaeas anteriores son
hermafroditas y aunque pertenecen a una subfamilia diferente (Cactoideae) a la que
pertenece O. stenopetala (Opuntioideae), algunas de las caracteristicas estructurales de

los estilos se observan en 0. stenopetala.
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El segundo reporte resulta de mayor interés ya que se trata de una cactacea trioica:
Consolea spinosissima (Strittmatter et al., 2002), que ademas pertenece a la misma
subfamilia (Opuntioideae) que O. stenopetala. En él se reportan tres morfos sexuales,
femenino, masculino y hermafrodita, los tres presentan estigma pentalobulado y en un
corte transversal el estilo se compone de epidermis externa, coértex (formado de
parénquima), cinco haces vasculares, tejido de transmision, células mucilaginosas y un
canal estilar rodeado de un estrato epidérmico glandular. Los autores mencionan que el
estilo es de tipo semisolido (Strittmatter et al., 2002). Lamentablemente, no se reporta

a que nivel del estilo se realizo esté corte y es el Unico de estilo que presentan.

En todas estas especies se reporta la presencia de un canal estilar, el cual varia
dependiendo de la region del estilo que se analiza. En M. san-angelensis y M. haageana
se localiza solo en el apice del estilo y desaparece hacia la base (Parada, 2004). En el
estilo de las flores femeninas de O. stenopetala ocurre algo similar, en la parte apical y
media, el canal estilar se encuentra mas abierto que en la parte basal, donde casi se
encuentra completamente cerrado pero aln esta presente. En el estilodio de las flores
masculinas, el espacio generado por el canal estilar es minimo y asi permanece a lo
largo de esta estructura.

En la parte media y basal del estilo de M. san-angelensis, M. haageana (Parada, 2004) y
en H. texensis (Mauseth, 1988) se reporta la presencia de tejido de transmision, ademas
de que los haces vasculares se encuentran inmersos en el cortex. Estas mismas
caracteristicas se encuentran en los estilos femeninos y estilodios masculinos de O.
stenopetala.

El estilo que se presenta en los tres morfos sexuales de C. spinosissima resulta mas
parecido estructuralmente al estilo de las flores femeninas que al estilodio de las flores
masculinas de O. stenopetala. En ambas, el canal estilar es evidente, hay presencia de
tejido de transmision, las células mucilaginosas en el cortex no son abundantes y la

epidermis externa es uniestratificada. [

Los haces vasculares en el estilodio de O. stenopetala tienen una distribucién diferente
a la de los haces vasculares del estilo femenino. En el estilodio se encuentran
concentrados y muy cercanos al canal estilar debido a que el tejido de transmision se
encuentra reducido y a que el canal estilar-esta obstruido, mientras que en los estilos

femeninos se encuentran dispersos en el cortex e intercalados con células mucilaginosas.
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No hay alguna descripcién de estilo de especies unisexuales en cactaceas, sin embargo,
algunos mutantes del gineceo de A. thaliana mencionan cambios en los patrones del

desarrollo vascular (Kuusk et al., 2002; Sessions y Zambryski, 1995).

OstSTY " Y OstSTY £ soN GENES ORTOLOGOS A STY DE A. thaliana

El desarrollo de las flores y de los 6rganos que la conforman, depende de una serie de
procesos que involucran la correcta y oportuna diferenciacion de tipos celulares
especificos. Durante estos procesos, la participacién de determinados genes, tal como
los genes STY1 y STY2, puede ser vital para la correcta formacion y desarrollo del estilo

y del estigma.

En el caso de STY1 de A. thaliana provoca cambios morfologicos restringidos al gineceo,
los cuales se manifiestan por una disminuciéon en la produccién de células estilares y
reduccion del tejido estigmatico (Kuusk et al., 2002).

Una situacion similar, aunque con un fenotipo mas dramatico ocurre en el gineceo de las
flores masculinas de O. stenopetala, en las cuales hay disminucién en la cantidad de
tejido estilar (comparado con el gineceo de las flores femeninas), y ausencia total de
tejido estigmatico. Por lo que existe la posibilidad de que un gen similar a STY1, esté
cumpliendo las mismas, o muy similares funciones en esta especie. Esta hipétesis supone
que un alelo de OstSTY en las plantas masculinas podria estar mutado afectando su
secuencia o su nivel de expresion comparado con el alelo silvestre de OstSTY de las
plantas femeninas; de esta manera, al estar suprimida o disminuida esta funcion durante
el desarrollo del gineceo en las plantas masculinas de O. stenopetala, este alelo seria
responsable, al menos parcialmente (si existieran otros genes involucrados), del fenotipo

mutante.

En los genomas masculino y femenino de O. stenopetala se encuentran segmentos de
DNA homoélogos a genes miembros de la familia SHI de A. thaliana. Las proteinas
codificadas por los miembros de la familia génica SHI estan caracterizadas por la
presencia de dos dominios conservados: un dominio dedos de zinc localizado hacia el
extremo amino terminal, y hacia el extremo carboxilo terminal un dominio IGGH de
funcién desconocida. La secuencia de dedos de zinc es similar a la del dominio anillo

dedo de zinc, otro dominio de unidn a zinc, el cual facilita las interacciones proteina-
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proteina y ha sido encontrada en proteinas que intervienen en la transferencia de
ubiquitina a proteinas blanco y durante la represion transcripcional (Borden, 2000 citado
en Kuusk, 2003).

Los fragmentos de secuencias provenientes de plantas mascutinas y de plantas femeninas
en O. stenopetala son practicamente idénticos, solo existe una diferencia a nivel de
nucledtidos que no ocasiona un cambio de residuos de aminoacidos en la cadena
proteica putativa. Esta proteina tiene mucha similitud con la region de aminoacidos de
los miembros de la familia de genes SHI de A. thaliana correspondiente al dominio anillo
dedo de zinc. En él, se han identificado los residuos de cisteina e histidina que
constituyen probables ligandos del zinc, estos residuos no se encuentran conservados en
todas las secuencias pertenecientes a A. thaliana; sin embargo, si se encuentran
presentes en los genes que se ha demostrado que se expresan en las partes apicales del
gineceo en desarrollo: STY7, STY2 (Kuusk et al., 2002), SHI y SRS5 (Kuusk, 2003); y
también se conservan en la secuencias de arroz (LRP Osa), jitomate (SRS Les) y de O.

stenopetala (Ost STY® y Ost STYJ).

El grado de conservacion existente en las secuencias del dominio, es reflejo de la baja
tasa de mutacion permitida en esta region y por tanto de la importancia de la zona para
la funcion de ésta proteina. Este dominio hace suponer que estas proteinas estan
relacionadas en la regulacion de las interacciones proteina-proteina con numerosas
proteinas no relacionadas (Kuusk et al., 2002).

Genes ortologos a los genes de la familia SH! solo se han identificado en especies de
plantas como jitomate, soya, alfalfa, girasol, arroz y recientemente en el musgo
Physcomitrella, pero no en sistemas animales, lo cual sugiere que es una clase de genes
Unica de plantas (Kuusk, 2003). Lamentablemente, hasta el momento solo las secuencias
de arroz y jitomate se encuentran disponibles en la base de datos (la de jitomate solo

esta presente en forma parcial).

PosIBLE PAPEL DE OstSTY EN EL DESARROLLO DEL GINECEO

Las secuencias de O. stenopetala tienen los residuos conservados que constituyen la
estructura del dominio dedos de zinc: C-X-C-X7-C-X-H-X3-C-X;-C-X7-C-X;-H 6 C3HC3H.
Esta secuencia consenso es similar a' varios otros motivos de unién a zinc como el

dominio dedo de zinc RING de humanos [identificado en el gen Really Interesting New
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Gene en humanos (secuencia consenso C-X;-C-Xo.39~C-X5.3-H-X2.3-C-X3-C-X4.45-C-X5-C &
C3HC4)] o el dominio dedo PHD (Plant Homeodomain) y el dominio LIM [Lin11/Isl-1/Mec-
3 (ver Kuusk, 2003)]. Ademas, las proteinas que contienen cualquiera de estos motivos
(RING, PHD o LIM) pueden participar en el control transcripcional mediante
interacciones con complejos de union a DNA, lo cual sugiere que las proteinas
relacionadas a SHI podrian regular procesos del desarrollo mediante interacciones con

factores de transcripcion o complejos de ubiquitinacién (Kuusk, 2003).

En el desarrollo del gineceo de O. stenopetala, las proteinas relacionadas con SH!
pueden ser de gran interés dada la participacién de los factores de transcripcién de la
familia de los genes MADS-BOX. Si bien no existen diferencias en las secuencias
pertenecientes a plantas masculinas y a plantas femeninas en este dominio, es posible
que cualquier otro cambio en otras partes de la secuencia masculina si logren que la
proteina producida no sea funcional. Los cambios pueden afectar la estructura
tridimensional de la proteina y anular o disminuir su actividad; o bien podrian afectar las
interacciones con otras proteinas, en especial con aquellos factores de transcripcién
involucrados en el desarrollo del gineceo.

Cabe mencionar que el Unico blanco de interaccion de las proteinas relacionadas con SH/
que se ha identificado, es el factor de transcripcion MYB75, el cual interactiia con STY?.
Aunque MYB75 se ha involucrado en la biosintesis de antocianinas, la relevancia

bioldgica de la interaccion con STY? no ha sido dilucidada (Kuusk, 2003).

En A. thaliana las proteinas STY1 y STY2 al parecer tienen funciones redundantes, las
cuales se piensa que afectan el transporte de auxinas, especificamente durante la
transmision de su seial en tejidos especificos (Kuusk et al., 2002; Sohlberg et al., 2003).
Otra de las funciones en las que se ha propuesto que pueden estar participando STY71 y
STY2, es formando parte del sistema de-reprimible, que involucra la degradacion
proteolitica marcada por ubiquitina de uno o varios reguladores negativos de las
respuestas de auxina mediada por el complejo SCF™ [Skp1p/Cdc53p/Cullin/F-box
protein (ver Kuusk et al., 2002 y Kuusk, 2003)]. Las proteinas STY? y STYZ estan
hipotéticamente involucradas en la regulacion de las respuestas a auxina via
degradaciéon de proteinas marcadas. La presencia de un dominio dedos de zinc con su
regiéon rica en cisteinas, es muy similar al que se presenta en proteinas asociadas a

procesos de ubiquitinacion (Kuusk et al., 2002).
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El papel de las auxinas en el desarrollo del gineceo se ha estudiado mediante la
inhibicion del transportador polar de auxina (PAT), la cual afecta los patrones regionales
del gineceo; el ovario se reduce, la region del estilo se expande, los haces vasculares
laterales terminan prematuramente y el punto de bifurcacion de la vena media se
recorre hacia la base (Kuusk, 2003). La baja cantidad de células estilares de tas plantas
sty1-1 pueden ser reflejo de baja produccion o baja acumulacion de auxina en las partes
apicales del gineceo, o bien de una reduccion en la sensibilidad a la hormona (Kuusk et
al., 2002).

La morfologia del gineceo de las plantas sty?-1 probablemente resulta de la pérdida
parcial del control de las divisiones celulares y/o de la expansion irregular y
desorganizada de las células estilares, es decir, STY? contribuye a la especificacion de la
identidad de las células estilares, de forma redundante o en conjunto con otras
proteinas (Kuusk et al., 2002). En el apice del gineceo de las plantas masculinas de O.
stenopetala las divisiones celulares al parecer se detienen totalmente llevando con ello
a la formacion de un estilo incompleto y carencia de tejido estigmatico, es decir, al

parecer, el mal funcionamiento del gen Ost STY& no seria suficiente para provocar los

cambios morfologicos observados en O. stenopetala. Sin embargo, en A. thaliana se ha
comprobado que la formacién de células estilares no sélo es dependiente de la presencia
de STY1 o STY2, sino que también depende de otros genes que tienen funciones
especificas en el estilo como CRC o SPT (Bowman y Smyth, 1999; Alvarez y Smyth, 1999)

o de las interacciones existentes entre ellos.

Dado que las secuencias de Ost STY son iguales en el genoma masculino y en el
femenino, presuponemos que las diferencias encontradas en el desarrollo del gineceo,
no se deben a mutaciones localizadas en el dominio funcional del gen; sin embargo, no
podemos descartar que existan mutaciones en otras partes del gen que también tienen
gran relevancia, por lo que es de suma importancia obtener la secuencia completa del
gen. Los genes de la familia SHI de A. thaliana tienen dos dominios conservados en todos
los miembros, estos incluyen a una sefal de localizacion nuclear y un dominio IGGH sin
homologias reconocidas (Kuusk et al., 2002). Si bien no se ha realizado un mapeo
funcional del gen, no resulta dificil suponer que cambios drasticos de las secuencias

resultarian en la falta de funcionalidad del gen.
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Et ndmero limitado de blancos de los genes de identidad de los o6rganos florales han
limitado los esfuerzos por entender cuestiones elementales en la formacion de los
organos florales. Dado que todos los genes de identidad de los 6rganos codifican factores
de transcripcion, estos presumiblemente especifican los cambios morfoldgicos regulando
la expresion de los genes blanco, que de hecho deben controlar funciones celulares

basicas requeridas para los procesos de diferenciacion (Zik e Irish, 2003).

OstSTY TIENE MAYOR SIMILITUD cON STY 1 DE A. thaliana

Basada en un analisis filogenético de la familia de genes relacionados con SHI, Kuusk
(2003) considera como los genes ancestrales a LRP1 y SRS6, dado que estos se agrupan
con el homdlogo del musgo Physcomitrella y el homoélogo de arroz. Junto a estas
secuencias, nosotros esperariamos que se localizaran las secuencias de O. stenopetala,
debido a que de inicio, pertenecen a otra especie, la cual se encuentra muy distanciada
filogenéticamente de las demas especies analizadas. Sin embargo, el analisis
filogenético, indica que las secuencias pertenecientes a O. stenopetala forman un grupo
con STY1, SRS8 y SHI de A. thaliana (estas secuencias forman un clado en la filogenia de
Kuusk, 2003). Dado que en este analisis se consideraron Unicamente los fragmentos
correspondientes al dominio dedos de zinc, es probable que el agrupamiento de las
secuencias de O. stenopetala responda al hecho de que los dominios dedos de zinc no
han sido sujeto de las mismas presiones de seleccion a las que han sido sujeto las
distintas partes de las secuencias que comprenden a esta familia de genes. Por otra
parte, resulta muy interesante que OstSTY tenga mayor parecido con STY1 de A.
thaliana porque este gen tiene expresion especifica en el gineceo y al parecer es el que
tiene mayor participacion en su desarrollo, por encima de STYZ (Kuusk et al., 2002). De
esta manera, es muy probable que OstSTY esté cumpliendo funciones similares a STY?
en el desarrollo del gineceo de A. thaliana.

El hecho de que Ost STYJ y OstSTYQ estén presentes en todos los individuos de O.

stenopetala analizados, no necesariamente indica que este fragmento de DNA tenga la

misma secuencia o niveles de expresion en plantas masculinas y femeninas.
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NoO SE ENCONTRARON GENES ORTOLOGOS A CRC EN O. stenopetala

El gen CRC aparentemente controla el diametro del gineceo y su elongacion en las flores
de A. thaliana (Alvarez y Smyth, 1999), mientras que en arroz su ortoélogo, el gen DL, es
necesario para la especificacion del carpelo teniendo una contribucién crucial en su
especificacién (Yamaguchi et al., 2004).

Aunque en general los miembros de la familia de proteinas YABBY parecen estar
involucrados en promover el destino celular abaxial en los 6rganos laterales (Siegfred et
al., 1999), excepto CRC quien ademas de este papel esta involucrado en el desarrollo de
nectarios (Alvarez y Smyth, 1999; Bowman y Smyth, 1999). Es improbable que DL esté

involucrado en la especificacion abaxial en el maiz (Yamaguchi et al., 2004).

Aparentemente, los genes YABBY han adquirido una amplia diversidad de funciones
durante la evolucion de dicotiledéneas y monocotiledoneas (Yamaguchi et al., 2004),

aunque en todos los casos se involucran en el desarrollo del gineceo.

El hecho de no encontrar un fragmento de DNA homélogo a CRC en 0. stenopetala,
probablemente se deba a que la similitud de la regién elegida para amplificar (dominio
dedos de zinc y el dominio hélice-asa-hélice) no sea significativa entre la secuencia de
0. stenopetala y el resto de las secuencias tomadas como referencia.

Dado el papel preponderante que pueden llegar a tener los genes YABBY, es dificil
pensar que no exista al menos un miembro en 0. stenopetala y que esté involucrado en
el desarrollo del carpelo. Sin embargo, su identificacion probablemente deba comenzar
a partir de los fragmentos de secuencia que se encuentren mas conservados en distintas
especies, aunque el tamano de dicho fragmento seguramente serd pequeno. Para
lograrlo, quiza sea necesario el conocimiento de mas secuencias pertenecientes a la
familia de genes YABBY que pertenezcan a una amplia variedad de especies

representantes de numerosas familias.

OstTSLS y OstTSLYQ SoN GENES ORTOLOGOS A TSL DE A. thaliana

El gen TOUSLED se encuentra presente en una gran cantidad de organismos: plantas,
animales y hongos. Codifica una cinasa de serina-treonina localizada en el nicleo (Roe

et al., 1993). Mutaciones en TSL ocasionan multiples defectos en el desarrollo de la
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planta, siendo los mas dramaticos los que ocurren en la flor, especificamente en el
gineceo, en él se presenta desarrollo reducido de tejidos estilares y estigmaticos lo cual
provoca que la planta sea completamente estéril en la parte femenina (Roe et al.,
1997b).

Las secuencias parciales obtenidas a partir de las plantas femeninas (OstTSL? vy

cDNAOstTSL?) y de plantas masculinas (OstTSLo y cDNAOstTSLG) son idénticas entre si

y en ambos casos tienen altos porcentajes de similitud con el gen TOUSLED de A.
thaliana, especificamente el fragmento corresponde a una regién del dominio catalitico
de esta proteina, con la cual comparten mas del 90% de identidad. El dominio catalitico
de ta proteina TSL de A. thaliana comprende los aminoacidos 409 a 688 (Roe et al.,
1993), las secuencias de aminoacidos deducidas a partir de los fragmentos clonados de
0. stenopetala tienen 87.5% de similitud con los aminoacidos 491 a 587 de TSL de A.

thaliana.

Basados en los porcentajes de identidad existentes entre las secuencias reportadas de
los genes tipo TSL en diferentes organismos y del propio TSL en A. thaliana, resulta
evidente que el mayor grado de conservacion se localiza dentro del dominio catalitico de
la proteina, es decir, la misma zona donde se sitOan los fragmentos de DNA clonados de
O. stenopetala. Por tanto, no resulta extrano estas regiones de DNA tengan porcentajes
de identidad tan altos con las proteinas TLK’s. Una cosa mas que puede deducirse de los
altos porcentajes de identidad, es el hecho de la importancia de la conservacion de la
region para que ésta pueda llevar a cabo su actividad biolégica. Con estos antecedentes,
suponemos que OstTSL forma parte de un gen que codifica una proteina que posee en su

estructura el dominio catalitico de cinasa de serina/treonina tipo TSL.

Los residuos de aminoacidos del extremo carboxilo de los fragmentos de proteinas tipo
TSL se encuentran altamente conservados en todas las secuencias, no solo las
pertenecientes a plantas, sino también aquellas correspondientes a animales. Si bien
hasta el momento no existe un mapeo que muestre la importancia estructural o
funcional de los residuos de aminoacidos, los Unicos cambios que se reportan como
inhibidores de la actividad de cinasa se localizan en zonas que se reconoce participan en

la union a ATP o la transferencia de fosfatos (Hanks et al., 1988), o cambios drasticos en
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el marco de lectura. Por ejemplo, la mutacion en el gen que origina al fenotipo tsi-1 en
A. thaliana, es una insercién de T-DNA que cambia el marco de lectura en la region
correspondiente al dominio catalitico y que se ha probado es suficiente para anular la
actividad de la proteina (Roe et al., 1993; 1997a; 1997b). Pocos cambios puntuales en la
secuencia de aminoacidos de TSL provocan pérdida de actividad de cinasa de la
proteina; tal es el caso de la mutacion que cambia a la Lys**® en Glu en la secuencia TSL
de A. thaliana (Roe et al., 1997a, Ehsan et al., 2004). En otras cinasas de proteina se ha
sustituido con diferentes residuos de aminoacidos la Lys” y en todos los casos se ha
perdido la actividad catalitica de cinasa. Al parecer esta lisina esta involucrada
directamente en la reaccidon de transferencia de fosfatos, posiblemente mediando la
transferencia de protones (Hanks et al., 1988). Roe et al.(1993) sefhalan que el fenotipo
mutante de tsl-2 resulta de un cambio de A por T en la posicion 1369 el cual reemplaza
a la Val**® por Asp, en tsl-3 el nucledtido 912 cambia a T por A, convirtiendo el
aminoacido 203 en un codon de paro prematuro (la proteina queda reducida mas de dos
tercios); en ambos casos parece que la actividad de TSL se ve afectada puesto que

existen malformaciones en el gineceo.

Aunque no se presentan cambios en las secuencias de O. stenopetala en la region del
dominio catalitico, no se puede descartar la existencia de cambios en otras zonas del
gen que igualmente afecten la actividad de TSL. El extremo amino terminal donde se
encuentran las SLN, al parecer tiene dos funciones reguladoras; la primera esta asociada
con dirigir a la proteina al nicleo, ya que la delecion de las dos primeras SLN consenso
deja a la proteina en el citoplasma (no se sabe si las dos son necesarias o basta con una
de ellas), mientras que la tercera sola no es suficiente para dirigir a la proteina al
nucleo. La segunda funcidn reguladora del extremo amino terminal es intervenir en la
oligomerizacion de TSL. Los estudios de delecion indican que al menos el primer
segmento a-hélice de la region de 'rosca superenrollada’ es critica para la
oligomerizacion de TSL. Ademas se sabe que el motivo de cierre de leucina encontrado
en la segunda a-hélice, no es suficiente para su oligomerizacion, por lo que su
contribucion para la funcién de TSL aln es incierta. Al parecer, el extremo amino
terminal regula positivamente la funcién de cinasa de la proteina, esto se deduce a
partir de que el dominio catalitico de TSL es inactivo si se encuentra solo. Estos datos
sugieren que se requiere la oligomerizacion de TSL para activar el dominio catalitico. De

manera muy probable, dicha interaccion puede darse a través de la union directa de
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moléculas de TSL, esta unidn podria provocar un cambio conformacional al dominio
catalitico que de esta forma toma su estructura completamente activa o bien es una
fase transitoria donde una molécula de TSL puede activar a otra mediante su

autofosforilacion (Roe et al., 1997a).

Los altos grados de similitud encontrados en las diferentes secuencias no resultan
sorpresivos, las regiones cataliticas de las proteinas suelen ser regiones muy conservadas
debido a que muchas variaciones o cambios demasiado drasticos podrian por un lado
anular o disminuir la actividad de la proteina, aunque por otro lado, podrian provocar
que la proteina adquiera nuevas funciones.

Si OstTSL cumple las mismas, o muy similares, funciones a TSL de A. thaliana, resulta de
gran interés investigar cual es su participacion en el desarrollo del gineceo de O.
stenopetala, principalmente saber si esta relacionado con el fenotipo del gineceo de las

flores masculinas, especificamente en la morfologia del estilo y del estigma.

EXISTE UNA COPIA DE OstTSL EN EL GENOMA DE O. stenopetala

Los datos sugieren que en el genoma de O. stenopetala existe una sola copia del gen
OstTSL. Al parecer, una sola copia de las TLK’s en el genoma es una situacioén constante
en las plantas. Existe solo una copia en el genoma de A. thaliana (Roe et al., 1993), y
solo se ha reportado una secuencia TLK para O. sativa, T. aestivum, N. glutinosa y
ahora en O. stenopetala. En animales, la situacion es un poco diferente pero se
mantiene la tendencia a tener un numero bajo de copias. Existe solo un gen reportado
en D. melanogaster y C. elegans, dos copias en M. musculus y D. rerio, y
aparentemente tres copias en el humano.

Dada la importancia de los genes TLK’s en la continuidad del ciclo celular y el hecho de
que se encuentran Unicamente de una a tres copias del gen en los genomas de plantas y
animales, es evidente que la copia del gen debe permanecer practicamente inalterable
(principalmente en la regién correspondiente al dominio catalitico). Esto es debido a que
la mayoria de los cambios en secuencia del gen resultarian letales para el organismo y
muy pocos cambios serian aceptados y heredados. Por ello no resultan sorprendentes
los attos grados de conservacion existentes entre secuencias de animales y plantas y en
el caso de O. stenopetala, entre plantas masculinas y femeninas. Si bien pudiera haber

otras regiones del gen diferentes al dominio catalitico que pudiera permitir mutaciones,
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también habria problemas ya que podria afectarse su localizacién dentro de la célula e
incluso sus patrones de expresion que generaran el mismo fenotipo mutante.

Ademas, debido a que al parecer hay solo una copia del gen OstTSL en el genoma de O.
stenopetala, el fragmento de gen expresado en estambres seguramente provendria de

la misma region de DNA que el fragmento expresado en estilos.
OstTSL TIENE MAYOR SIMILITUD CON LAS SECUENCIAS DE MAizZ, TRIGO Y ARROZ

Los fragmentos de secuencias de aminoacidos alineadas de TSL y de TLK’s, fueron
utilizadas para producir un arbol en el cual se reflejaron la similitud de las secuencias
analizadas. Dado que se utilizaron secuencias provenientes de animales y de plantas, no
resulto sorprendente observar que estos grupos se encuentren separados. Por un lado se
ubicaron las secuencias pertenecientes a plantas y por otro lado, las secuencias
provenientes de animales. Esta division también resulta valida cuando el agrupamiento
se realiza tomando en cuanta las secuencias completas de los organismos, es decir, las
secuencias que provienen de plantas son claramente distinguibles de aquellas que

provienen de animales, ya que ambas poseen caracteristicas Unicas de cada taxa.

Las secuencias obtenidas de O. stenopetala tienen mayor similitud con las secuencias de
maiz, arroz y trigo. La similitud existente entre las secuencias es explicable si tenemos
en cuenta que estas tres Gltimas especies pertenecen al mismo orden: Poales. Por otro
lado, las secuencias de N. glutinosa y A. thaliana se localizan en la base del
agrupamiento. De cierto modo, estos agrupamientos reflejan de forma general la

clasificacion de estas especies dentro de las angiospermas (Soltis y Soltis, 2003).

Opuntia stenopetala pertenece al orden Caryophyllales, el cual se encuentra en la parte
basal de la filogenia de las eudicotiledoneas, este orden no esta muy alejado de la
separacion entre monocotiledéneas (entre las cuales ubicamos al orden Poales) y
eudicotiledoneas. Las eudicotiledéneas se subdividen en dos subclases: Rosidae y
Asteridae, en la primera encontramos al orden Brassicales (al que pertenece A. thaliana)
y en la segunda al orden Solanales (N. glutinosa), es decir, estos dos oOrdenes se
encuentran filogenéticamente cercanos, y distanciados del orden Caryophyllales y adn

mas de Poales (Soltis y Soltis, 2003).
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Los agrupamientos y similitudes encontradas entre las secuencias TSL de plantas
analizadas es entendible si tomamos como base las relaciones filogenéticas existentes
entre estos drdenes. Dado que TSL es un gen con gran importancia en la continuidad del
ciclo celular (Blackwell y Walter, 2003), es evidente que durante la evolucion de los
organismos, se han tolerado muy pocos cambios en su secuencia, al menos en la parte
correspondiente al dominio catalitico, Por esta razon encontramos que los
agrupamientos basados en la similitud del gen no varian con respecto a las relaciones
filogenéticas existentes entre estas especies. Para poder confirmar esto es necesario
tener conocimiento de muchas mas secuencias ortélogas de este gen en distintas
especies de plantas. Sin embargo, estos resultados son un comienzo alentador para un

estudio de este tipo.

PosSIBLES FUNCIONES DE OstTSL EN EL DESARROLLO DEL GINECEO

La funcién que puede estar cumpliendo el gen TSL en las plantas no se ha esclarecido
completamente todavia. El fenotipo del gineceo de las plantas tsl indica que éste podria
estar participando en la promocion de las divisiones celulares durante la formacion del
estilo y durante la expansidon de los margenes carpelares, y es que las areas disminuidas
de estos tejidos aparentemente no son consecuencia de falta de capacidad de las células
de diferenciarse correctamente, sino de fallas en la especificacion y/o reduccién de la
proliferacion de células correctamente especificadas como estilo y estigma. De este
modo, la funcién de TSL es requerida para el desarrollo del carpelo (sin importar donde

se forme, en el caso de las mutaciones homedticas; Roe et al., 1997b).

Las proteinas cinasas tienen importantes papeles en las vias de sefalizaciéon de los
factores de crecimiento en la mayoria de los organismos superiores. En A. thaliana, la
actividad de TOUSLED se ha implicado en la transduccion de sefales o bien, se cree que
participa en vias reguladoras diferentes a aquellas involucradas en la especificacion de
organos, o identidad del meristemo, y es requerida para el desarrollo apropiado de hojas

y flores (Roe et al., 1993).

Aunque en animales se ha avanzado bastante en el descubrimiento de los posibles

sustratos de las cinasas TLK's, muchos de estos sustratos no resultan ser los mismos en
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plantas, o al menos en cultivos de células en suspension de A. thaliana (Ehsan et al.,
2004).

Mientras que en células animales las TLK’s se han involucrado en la remodelacion de la
cromatina posterior a la replicacién del DNA (G2/M, Blackwell y Walker, 2003), en
cultivos celulares de A. thaliana no existe evidencia de que TSL actue especificamente
durante la replicacién del DNA, sino que la expresion del mRNA y de la proteina TSL es
constitutiva a lo largo del ciclo celular (Silljé et al., 1999), aunque a diferencia de las
TLK’s de humanos, su expresion no parece estar regulada por el ciclo celular (Menges et
al., 2002).

La actividad cinasa de TSL oscila durante el ciclo celular de A. thaliana, con un pico
maximo durante la transicién G2/M y la fase G1 (Ehsan et al., 2004), a diferencia de lo
que ocurre en humanos, donde la mayor actividad se presenta en la fase S (Sitljé et al.,
1999). Otra diferencia importante radica en que en A. thaliana no se encuentra accion
especifica de TSL durante la replicacion del DNA (Ehsan et al., 2004) misma que se ha
reportado en humanos (Silljé et al., 1999), aunque si hay actividad de TSL durante la
fase S (Ehsan et al., 2004).

Dado que Asf1 (Anti Silencing Function 1) es un sustrato de las TLK s de humanos (Silljé
et al., 2001), uno de los sustratos potenciales de TSL en A. thaliana es Asf1b/SGA1 (un
gen tipo Asf1 de humanos cuya producto participa en el ensamblaje de la cromatina), a
la cual fosforila in vitro, esto puede llevar a un silenciamiento génico via el ensamblaje
de los nucleosomas o bien, a la regulacion de la cromatina via la interaccion con
complejos proteicos especificos (Ehsan et al., 2004). TSL también interactia y fosforila
a TKH (Tousled Kinase Interacting Protein 1) en el dominio proteico SANT/myb. Este
dominio puede actuar como un activador transcripcional en levadura. Al parecer estos
dominios tienen papeles criticos en la interaccién de proteinas en complejos que estan
involucrados en la remodelacion de la cromatina por medio de la interaccion con el
extremo N-terminal de las colas de histonas y de enzimas como la acetiltransferasa de
histonas y la desacetilasa de histonas (ver Ehsan et al., 2004).

La interaccion de estas dos proteinas con TSL parece estar mediada por uniones
diferentes. Mientras que Asfib/SGA1 se une fuertemente al extremo N-terminal del
dominio regulador de TSL, TKI1 se une Unicamente a la forma activa de la cinasa y no
solo al dominio regulador. El dominio SANT/myb de TKI1 no es requerido para la union
con TSL (Ehsan et al., 2004).
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La proteina TKI1 es homoéloga en el dominio SANT a la proteina cramped del grupo
Polycomb, el cual probablemente esta involucrado en la regulacion de la cromatina
durante el desarrollo de D. melanogaster (Yamamoto et al., 1997 citado en Ehsan et al.,
2004). Los genes del grupo Polycomb (PcG) codifican proteinas que mantienen el estado
reprimido de genes inactivados a través de la formacion de complejos multiproteicos, los
cuales interactian con la cromatina. En D. melanogaster, los genes PcG regulan el
estado activo/inactivo de los genes homeodticos HOX desde la embriogénesis hasta etapas
posteriores del desarrollo. Por tanto, el aislamiento de genes tipo PcG que regulen la
expresion de los genes de los 6rganos de identidad floral se vuelve particularmente
interesante. Dado que los genes MADS-box no tienen relacion estructural con los genes
~Hox, es posible que los genes PcG de animales y plantas evolucionaran de manera
convergente para regular los genes homedticos en ambos tipos de organismos (Francis y
Kingston, 2001 citado en Zik e Irish, 2003). El unico gen tipo PcG en A. thaliana que se
ha demostrado que especificamente regula la identidad organelar es CURLY LEAF (CLF),
éste es requerido para que la hojas y flores tengan una morfologia normal y la planta
tenga un adecuado tiempo de floracion (Goodrich et al., 1997). Un posible papel para
CLF es reprimir la transcripcidn de AGAMOUS en hojas y tallos de las inflorescencias y
mantener la represion en los dos primeros verticilos de la flor (Zik e Irish, 2003).

TSL también fosforila a la histona H3 in vitro (Ehsan et al., 2004). H3 en humanos es
fosforilada por TLK1B (un producto del procesamiento por splicing alternativo de la
cinasa TLK1) en Ser' (Li et al., 2001); la fosforilacién de la histona H3 modula su
interaccién con la cromatina y probablemente esté involucrada en la segregacion de los
cromosomas durante la mitosis y en la transcripcion (Jenuwein y Allis, 2001 citado en
Ehsan et al., 2004). Sin embargo, la fosforilacion de H3 por TSL no resulté detectable en
extractos de botones florales mediante ensayos de Western-blot (Ehsan et al., 2004).

Las TLK's se inactivan rapidamente en respuesta al dafo al DNA e inhibidores de la
replicacion (Silljé et al., 1999). El dano al DNA ocurrido durante la fase G1 o G2 del ciclo
celular lleva al estancamiento del crecimiento en los limites G1/S y G2/M,
respectivamente, mientras que si ocurre en la fase S, existe una inhibicidn transitoria de

la sintesis del DNA y la supresion de la entrada a la mitosis (Canman, 2001).

La evidencia de la importancia del control epigenético a distintos niveles durante la
regulacién del desarrollo floral y su diferenciacion crece dia a dia. La metilacién y

remodelacion de la cromatina se han implicado durante el control de los genes que
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regulan la identidad de los organos florales y por lo tanto en la modulacion del
desarrollo floral. Aunque los mecanismos epigenéticos operan en las plantas para regular
muchos procesos de desarrollo, el desarrollo floral parece particularmente sensible a
estos controles. Es posible que los procesos de floracion estén regulados en multiples
niveles para asegurar que la esencia del mecanismo de reproduccion se mantenga sin

importar las circunstancias (Zik e lrish, 2003).

Sabiendo que TSL tiene vital importancia durante el desarrollo del gineceo, no resulta
desatinado proponer que este gen esté involucrado en el desarrollo incompleto del
gineceo de las plantas masculinas de O. stenopetala. En D. melanogaster, la pérdida de
tlk ocasiona un alto en la progresion del ciclo celular durante la interfase, lo cual
subsecuentemente, lleva a la muerte apoptética (Carrera et al., 2003). En el gineceo de
0. stenopetala pudiera estar ocurriendo algo similar, de modo que en el tejido en
division del estilo y estigma no se lleven ba cabo de manera correcta las divisiones
celulares, y como consecuencia se desencadene el proceso de muerte celular
programada (MCP). En nuestro grupo de investigacion se tiene evidencia de que la MCP
ocurre en las anteras jovenes de las plantas femeninas de O. stenopetala durante el
desarrollo de los granos de polen (Flores y Vazquez-Santana, datos no publicados). En
estas anteras se ha detectado que las células madres de las microsporas no cumplen
correctamente con el proceso de meiosis ocasionando que se desencadene la MCP de
estas células y que no se formen granos de polen. Las fallas en la meiosis han tomado un
papel preponderante en la esterilidad masculina en plantas.

Se tienen evidencias de que la estructura de la cromatina puede desempenar un papel
muy importante en que el ciclo celular meiotico llegue a buen término (Mercier et al,
2001).

En humanos, se piensa que la sobreexpresion de TLK1B puede ayudar a evitar una sefal
apoptotica activada por rompimientos en la doble cadena del DNA, mediante la
activacion de antagonistas de la (MCP) tales como ATF2 (Activating Transcription Factor
2) , GCK/NK-xB, JNK/p38 o cinasas de dafo a DNA (Ivanov et al., 2000 citado en Li et
al., 2001).

El efecto de las mutaciones de TSL en A. thaliana resulta menos severo que la

inactivacion de las TLK’s en C. elegans o D. melanogaster, esto sugiere algln grado de
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divergencia entre los papeles que tienen las TLK’s entre plantas y animales (Fourquin et
al., 2005), lo que resulta evidente es el papel primordial de las TLK's en las divisiones
meiéticas y mitoticas en plantas y animales, y especificamente en plantas, el papel de
TSL se relaciona con el desarrollo del gineceo. Ahora que conocemos que el estilo-
estigma de las flores masculinas presenta fallas en su formacioén debido a la interrupcion
de las divisiones mitéticas [asi como las meidticas en los évulos en desarrollo {Orozco,
2002)], resulta muy interesante ir descubriendo los elementos que pueden estar
relacionados con estas divisiones en 0. stenopetala, al hacerlo, ademas de contribuir al
conocimiento del desarrollo del gineceo en las angiospermas, se pueden dilucidar los
mecanismos que operaron o estan operando en esta especie durante su camino en la
evolucion hacia la unisexualidad funcional de las flores y al establecimiento del

dioicismo como sistema reproductor.

OstTSL No SE AMPLIFICA EN Topos LOS INDIVIDUOS DE O. stenopetala

Dado que los fragmentos de OstTSL y cDNAQstTSL se amplificaron a partir del DNA y/o
RNA de una mezcla de diferentes individuos, fue necesario corroborar la presencia o
ausencia del fragmento OstTSL en cada uno de los 30 individuos femeninos y 30
masculinos de O. stenopetala. En el 72% de los individuos femeninos y en el 55% de los
individuos masculinos se logro amplificar un fragmento de aproximadamente 300 pb
correspondiente con el tamario esperado para OstTSL. En el porcentaje restante no fue
posible sintetizar el fragmento (Fig. 26).

La falta de amplificacion en individuos masculinos resulta entendible, ya que al carecer
la proteina de gran parte del dominio catalitico seguramente no es funcional. La falta de
actividad de OstTSL en el gineceo masculino podria causar las malformaciones
observadas. Sin embargo, la falla en la amplificacion del dominio catalitico de OstTSL no
es logica en los individuos femeninos, ya que poseen estilo y estigma completamente
desarrollado y funcional. Algunos argumentos para explicar esta situacién son: (1) en
estos individuos hay mayor variacion en las regiones de union de los oligonucleédtidos de
modo que las condiciones de PCR utilizadas resultan demasiado astringentes. Sin
embargo, dado que el dominio catalitico de las TLK s se encuentra muy conservado en
plantas y animales, se espera que la variacién existente entre individuos de una misma
especie sea minima. De este modo, al utilizar oligonucleodtidos degenerados disenados a

partir de secuencias homotogas conocidas de plantas y animales, las probabilidades de
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amplificacién aumentan. (2) La explicacion mas razonable supone una degradacion del
DNA utilizado en la reaccion de PCR. Esta degradacion no afecta al fragmento OstSTY
debido, a su corta longitud por lo que al conservarse intacto logramos amplificarlo. Por
otro lado, un fragmento de mayor tamano como lo es OstTSL, se ve afectado por el
proceso de degradacion impidiendo su amplificacidon. Lo anterior genera la necesidad de
obtener la secuencia completa de OstTSL para disenar oligonucledtidos especificos y
realizar el andlisis de presencia/ausencia amplificando al gen completo, de este modo,
sera posible determinar si estos individuos presentan deleciones en el dominio catalitico

o en alguna otra parte del gen.
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CONCLUSIONES

» El estilo de las flores femeninas comparado con el estilodio de las flores masculinas
presenta menor nimero de células mucilaginosas, mayor cantidad de tejido de
transmision, mayor grado de diferenciacién de los haces vasculares y diferente forma
y mayor diametro del canal estilar.

» Existen genes ortélogos a TSL de A. thaliana en plantas masculinas y femeninas de
Opuntia stenopetala (OstTSL).

» Entre si estos genes son idénticos, al menos en el fragmento correspondiente al
dominio catalitico de cinasa.

» OstTSL tienen mayor parecido con las secuencias de maiz, trigo y arroz.

» Existe una sola copia del gen OstTSL en el genoma de O. stenopetala.

* OstTSL se presenta con mayor frecuencia en los individuos femeninos que en los
masculinos.

» Existen fragmentos de DNA homologos al dominio dedos de zinc de la proteina STY en
0. stenopetala.

» Estos fragmentos son idénticos en el genoma de las plantas masculinas y femeninas.
OstSTY se encuentra presente en todos los individuos masculinos y femeninos.

* Aparentemente no existe en O. stenopetala un gen que conserve los dominios
caracteristicos de los genes YABBY, o bien, de existir, la similitud de secuencia en la

region analizada es muy baja.
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PERSPECTIVA

Dada la importancia de los genes estudiados en el desarrollo del gineceo, resulta
importante obtener las secuencias completas de estos genes en O. stenopetala,
mediante técnicas basadas en PCR como el 5° RACE y 3’ RACE para poder realizar el
analisis completo de las secuencias. Una vez que se obtengan, se pretende explorar a
una poblacion natural de O. stenopetala y buscar cambios existentes en individuos
masculinos y femeninos.

Otra aproximacion se puede realizar buscando proteinas con las que OstTSL y OstSTY
estén interactuando, aunque para realizar estudios bioquimicos es mas adecuado
realizar los experimentos en Nicotiana tabacum porque es un buen modelo
experimental.

Es muy importante estudiar los patrones de expresion de estos genes. Dada la
imposibilidad de trabajar con RNA de estilos, podria intentarse mediante el uso de

anticuerpos especificos o bien por medio de hibridaciones in situ.
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APENDICE 1

Cuadro de Combinaciones de Bases

Letra Bases

AyG
CyT
AyC
GyT
CyG
AyT
ACyT
C,GyT
A CyG
AGyT
ACGyT

— U< ITnRNIT <D
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