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RESUMEN
Opuntia stenopetala es una especie dioica cuyas flores presentan alguno de los dos

órganos sexuales atrofiado en la madurez. El gineceo en las flores femeninas (estériles

masculinas) , presenta un ovario con numerosos óvulos, estilo y superficie estigmática

compuesta por múltiples lóbulos, mientras que el gineceo de las flores masculinas

(estériles femeninas) , puede carecer de ovario . Además los óvulos , cuyo desarrollo no se

completa, se encuentran sólo en la base de los ovarios reducidos. El estilo también tiene

un desarrollo incompleto, termina en punta y carece de superficie estigmática , dado que

no cumple con su función, se le llama estilodio.

El estilo de las flores femeninas a diferencia del estilodio de las flores masculinas,

presenta un canal estilar más amplio, mayor cantidad de tejido de transmisión , menor

número de células mucilaginosas y haces vasculares más diferenciados.

Nuestra hipótesis es que en O. stenopetala la atrofia de uno de los órganos sexuales en

las flores que inician el desarrollo como hermafroditas, obedece posiblemente a una

alteración de la expresión de genes involucrados en la determinación 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 morfológicos en el gineceo. Los fenotipos mutantes que presentan mayor

similitud con el gineceo de las flores masculinas de O. stenopetala están asociados a los

genes STYLlSH (STY) , TOUSLED (TSL) y CRABS CLAW (CRC). El objetivo en esta

investigación fue clonar genes ortólogos a STY, TSL y CRC en O. stenopetala y asociar su

presencia/ausencia con los fenotipos masculino y femenino en una población natural de

o. stenopetala. Con una estrategia experimental basada en PCR se logró amplificar un

fragmento del gen ortólogo a TSL (OstTSL) y otro fragmento de DNA homólogo a STY

(OstSTY), tanto de plantas masculinas como de plantas femeninas. OstSTY t iene

similitud con una familia de genes que se relaciona con las vías de señalización del ácido

giberélico; mientras que OstTSL tiene homología con el dominio catalítico de una cinasa

involucrada en la progresión del ciclo celular y remodelación de la cromatina. Dado que

no se encontraron homólogos a CRC, es probable que este gen presente mucha variación

entre taxa. Aunque no existen diferencias a nivel de aminoácidos en las secuencias

proteicas de OstTSL y OstSTY entre individuos masculinos y femeninos , no se descarta la

posibilidad de que existan otras regiones de la proteína en las que se presenten

polimorfismos en sus secuencias que pudieran correlacionarse con los fenotipos
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femenino o masculino . Asimismo, se evaluó 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 femen inas elegidas a l azar

en una población natural de O. stenopetala. OstSTY está presente en todos los

individuos masculinos y femeninos ; mientras que el dominio catalítico de OstTSL está

presente sólo en 17 individuos masculinos y 22 femeninos.

Finalmente , se discute sobre el posible papel que tienen estos genes, como una

combinación de factores , que dan como resultado flores funcionalmente unisexuales en

O. stenopetala. Además, esto ayudará en el entendimiento de los eventos o mecanismos

bioquímicos y celulares que promueven la polinización cruzada en aquellas especies que

inician su desarrollo floral siendo bisexuales .
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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 , th is brings about abnormal

development of the male flower gynoecium.

In Arabidopsis thaliana several genes have been ide nt ified to cause morphological

defects in the gynoecium. This mutant phenotype resembles those of O. stenopetala

male flowers gynoecia and is associated with the STYUSH (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 ta xa.

Although we could not find any differences with in 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 ampl ified OstSTY and OstTSL from genomic
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DNA of 3D 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 cellular basis that promotes

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

REPRODUCCiÓN SEXUAL EN ANGIOSPERMAS

Las angiospermas son el grupo más abundante de plantas sobre la tierra en la

actualidad. Su estructura reproductiva , la flor, muestra una amplia variedad de formas ,

tamaños y colores . Las flores tienen una arquitectura básica que consiste en cuatro tipos

de órganos: sépalos, pétalos, estambres y carpelos. La amplia diversidad de las formas

florales existente en diferentes especies se debe a variaciones simples de la arquitectura

básica. 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 biología vegetal (Zik e lrish,

2003).

La mayoría de las angiospermas producen flores hermafroditas (aproximadamente 90%),

en las cuales se desarrollan los órganos reproductivos femeninos (carpelos) y masculinos

(estambres), siendo ambos funciona les en la madurez de la flor. Aunque el

hermafroditismo es más común , alrededor del 10% de especies de angiospermas

producen flores unisexuales en las cuales sólo se desarrolla uno de los dos órganos

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

De forma paralela a la aparición del ca rpe lo en las angiospermas, la unión de los

esporangios masculinos y femeninos en una misma estructura , dio como resultado la

evolución de la flor hermafrodita . El diseño de la flor resultó atractivo para los animales

polinizadores para promover el entrecruzamiento, lo cua l probablemente contribuyó

significativamente a la rápida diversificación de las angiospermas (Kuusk, 2003).

En la mayoría de las especies de angiospermas existen mecanismos reproductivos que

promueven la polinización cruzada, evitándose así los efectos deletéreos de la depresión

endogámica y promover la heterocigocidad , la variab ilidad genética y el inte rcambio

genético. Lo anterior trae como consecuencia efectos ve ntajosos para la supervivencia a

largo término y la adaptación de las especies (Dellaporta y Calderón-Urrea , 1993).

Uno de los mecanismos que las plantas han desarrollado para promover la polinización
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cruzada, incluye la producción de flores unisexuales estaminadas o pistiladas en la

misma plan ta (monoicismo) o en dife ren tes plantas (dioicismo).

SISTEMAS SEXUALES EN ANGIOSPERMAS

Los sistemas sexuales tienen diversas implicaciones para la reproducción cruzada así

como en los mecanismos de polinización yen la conducta del polinizador (Dafni, 1992).

Uno de los cambios evolutivos de gran importancia y de reciente origen en las

angiospermas , es la aparición de especies con flores unisexuales distribuidas en diversas

familias, siendo muchas de éstas de gran importancia agronómica. 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 evolución de la unisexualidad y la naturaleza

de la ruta evolutiva (Ainsworth, 2000).

Varios sistemas sexuales se originan con la presencia de flores unisexuales y

dependiendo de la distribución de las flores unisexuales en los individuos o en la

población , 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

población es denominada dioica. Si en la población existen individuos con flores

masculinas, individuos con flores femeninas e individuos con flores bisexuales, entonces

se dice que forman un población trioica . Diferentes combinaciones de flores unisexuales

y flores bisexuales en el mismo o en diferentes individuos dan origen a poblaciones

ginodioicas (las poblaciones están formadas por plantas con flores hermafroditas y

plantas con flores femen inas), 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 número de especies, la transición hacia la unisexualidad ha sido seguida

por la evolu ción de cromosomas sexuales , que presum iblemente han evolucionado como

consecuencia de la necesidad de limitar la recomb inación entre los diferentes genes

determinantes del sexo (de modo que no se generen individuos hermafroditas por
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recombinación de estos genes ; Negrutiu et al. , 2001). En el estudio de la evolución de la

determinación del sexo y de los cromosomas sexuales, las plantas ofrecen una

oportunidad única debido a que estos eventos son relativamente recientes en la historia

del reino vegetal (Ainsworth, 2000; Negrutiu et al., 2001) . Del gran número de especies

dioicas que existen , sólo unas pocas presentan cromosomas sexuales , de hecho, no todas

las especies dioicas de un mismo género los presentan (Charlesworth, 2002). Además,

dichos estudios toman mayor interés porque existen muchas similitudes entre los

procesos de determinación del sexo tanto en plantas como en animales (ta les como

individuos masculinos heterogaméticos, dimorfismo sexual extenso y dosificación

compensada del cromosoma X) , aunque en estos últimos e l origen de los cromosomas no

es reciente (Negrutiu et ai. , 2001). A pesar de las numerosas investigaciones en distintas

especies de plantas, poco se conoce sobre las bases moleculares de la determinación del

sexo y aún es difícil estimar el número de genes involucrados en el proceso,

particularmente sobre los genes que regulan la supresión de órganos. Las aproximaciones

que se han hecho en los intentos por identifica r genes determinantes del sexo en

plantas, es mediante el estudio de genes ortólogos que están involucrados en el

desarrollo floral en plantas modelo hermafroditas como Arabidopsis thaliana o

Antirrhinum majus ; o usando estrategias de clonación 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 órganos sexuales, el

genoma de estos individuos debe de incluir a todos los genes necesarios para la

expresión de estambres y carpelos, por lo que la diferenciación sexual de estos órganos

en flores masculinas y femeninas , debe estar regulada por la acción de genes que

controlan la expresión diferencial de genes específicos de estambres y carpelos.

Se cree que la unisexualidad se ha originado independientemente a partir del

hermafroditismo muchas veces en la evolución de las angiospermas , estas aseveraciones

se basan en: (1 ) la existencia de flores unisexua les en taxa no emparentados , (2) la

mayoría de las flores unisexuales poseen órganos re productivos 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 mayoría de las flores de las especies

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

órganos sexuales faltantes indicando que nunca se inició su desarrollo (Ainsworth, 2000).

Los análisis comparativos indican que la separación de sexos puede haber evolucionado

más 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 determinación 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

morfológicos que gobiernan el desarrollo de flores unisexuales, se sugiere que son varios

los genes que están involucrados en el proceso. Cucumis sativus por ejemplo, es una

especie monoica cuya interrupción en el desarrollo de estambres en las flores

femeninas, ocurre previo a la diferenciación del filamento y la antera. Mientras que en

flores masculinas la diferenciación del gineceo se detiene hasta antes del desarrollo del

estigma y el ovario (Bai et 01., 2004). Existe una considerable variación entre taxa

cuando se trata de reconocer la etapa en la cual se atrofian los órganos reproductivos en

flores que inicialmente son bisexuales. Por ejemplo, en Si/ene fatifolia, las flores

masculinas detienen el desarrollo del gineceo cuando los primordios de los carpelos se

han iniciado (Matsunaga et al., 1996; Farbos et 01., 1997). En lea mays, las flores

masculinas detienen el desarrollo del gineceo cuando ya comienza cierta diferenciación

dentro de los carpelos (Calderón-Urrea y Dellaporta , 1999). En Vitis vinif era, el

desarrollo de los órganos femeninos se detiene hasta que los óvulos se han desarrollado

casi completamente (Caporali et al. , 2003).

Losestudios morfológicos del desarrollo floral están cobrando importancia para tratar de

entender la evolución de las flores unisexuales en diversos sistemas reproductores,

principalmente en los sistemas dioicos (Buzgo et 01.,2004) .

Lo anterior lleva a considerar la importancia de los análisis y estudios detallados de los

eventos morfológicos, estructurales , moleculares y genéticos que se combinan para dar

como resultado las flores unisexuales de los sistemas dioicos. Uno de los trabajos

pioneros fue la detallada descripción morfológica del desarrollo floral del maíz, lo cual
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facilitó el descubrimiento de la muerte celular progra mada como una causa directa de la

atrofia del desarrollo del pistilo en flores masculinas (Calderón-Urrea y Dellaporta ,

1999).

DESARROLLO fLORAL

En las plantas, las estructuras florales se derivan de células meristemáticas previamente

involucradas en la organización del cuerpo somático de la planta. Con las señales

endógenas y ambientales apropiadas, los ápices individuales cesan la producción de los

primordios de hojas y reprograman los patrones de expres ión genética y comienzan la

producción de estructuras florales : sépalos, pétalos, estambres y carpelos (Bracale et

al., 1991). El desarrollo de la flor es un proceso de múltiples pasos , entre ellos se

incluyen: una fase de transición del crecimiento vegetativo al reproductivo, la formación

de un meristemo floral , el establecimiento de iden tidades de los órganos y por último la

diferenciación de las estructuras florales (Okada y Shimura , 1994; Zik e lrish, 2003).

Diferentes tipos de mecanismos de señalización, entre o dentro de las cé lulas, deben

tener papeles importantes en cada paso del desarrollo floral, debido a que en cada fase

se requ iere de divisiones ce lulares, elongación celular y diferenciación celular en formas

y tiempo precisos. Con el propósito de descifrar los mecanismos de señalización y sus

sistemas genéticos reguladores, se han realizado análisis genéticos, bioquímicos ,

anatómicos y fisiológicos de los procesos del desarrollo floral , util izando modelos como

Arabidopsis thatiana, Ant irrhinum majus, Petunia hybrida, lea mays, Si/ene iatifotia y

otras especies (Okada y Shimura , 1994).

El o los carpelos en conjunto, constituyen el órgano reproductivo femenino: el gineceo,

en él son fácilmente reconocibles tres estructuras: el estilo , el estigma y el ovario. El

estigma es responsable de la adhesión , hidratación y germinación de los granos de polen .

El estilo es responsable del crecimiento del t ubo polínico . El desarrollo del gineceo

empieza con la formac ión de los primordios carpelares en el ápice del meristemo floral.

En la primeras etapas, usualmente se lleva a cabo la fusión de los carpelos para da r

lugar a la formación del ovario , en cuyo interior surgen y se van desarrollando los óvulos.

Cuando los carpelos se fusionan basalmente, la parte distal a punto de fusionarse ,

comienza a extenderse verticalmente para formar uno o más estilos, mediante la

división y elongación celular. Una vez que el estilo está diferenciado, generalmente se
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distingue una zona central de células elongadas que constituyen el tejido de transmisión

rodeado de tejido parenquimático y epidermis. El estigma se desarrolla en la región

apical y más distal del carpelo por proliferación y extensión de las células epidérmicas

en papilas de longitud variable , y por diferenciación de las células subepidérmicas en

células secretoras. Las células secretoras del estigma producen un exudado que cubre la

superficie de los estigmas húmedos y por tanto es considerado importante en la adhesión

del polen al gineceo (Mauseth, 1988) .

Durante la evolución de las angiospermas, el desarrollo del carpelo probablemente ha

tenido un papel decisivo en su éxito reproductivo. Los carpelos proveen protección a los

óvulos contra los herbívoros y además, le permiten discriminar a los gametos masculinos.

En la mayoría de las especies, el carpelo se desarrolla en el fruto, el cual protege a las

semillas en desarrollo y funciona co mo medio de dispersión para éstas.

GENES DE IDENTIDAD fLORAL

De gran importancia resulta el establecimiento de la identidad de los órganos

reproductivos así como el conocimiento de los genes necesarios para la regionalización

normal de los diferentes tejidos. Una mutación en alguno o algunos de los genes

involucrados, podría ocasionar esterilidad parcial o total y de este modo establecerse la

unisexualidad func ional representada en diversos sistemas reproductores no

hermafroditas.

Desde la década pasada se ha puesto mucho énfasis en entender los mecanismos de

formac ión de patrones en las plantas a nivel genético, molecular y celular. La

identificación de genes con funciones importantes en la formación 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 evolución de la

unisexualidad, ya que algunos de ellos tienen importantes func iones en la evoluc ión de

la arquitectura vegetal , mientras que otros darán 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 MJNICHROMOSOME MAINTENANCE 1

(MCM1) de levadura , AGAMOUS (AG) de A. thaliana , Q.EFICIENS (OEF) de Antirrhinum y

lERUM RESPONSE FACTOR (SRF) de humanos. Estos genes codifican factores de

transcripción que comparten un dominio de unión al DNA. En A. thaliana existen más de

40 genes MADS-box identi ficados, cumpliendo una amplia gama de funciones. Por

ejemplo, participan en el control del t iempo de floración y el desarrollo vegetativo, y en

la formación de flores, incluidas las estructuras reproductoras. Estos resultados han

llevado a muchos biólogos evolucionistas a estudiar la función de los genes MADS-box en

la evoluc ión de la arquitectura floral y el control de l tiempo de floración tanto en las

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

Mientras que la evolución morfológica se piensa que es controlada por muchos genes, el

cambio de unos cuantos factores que controlan las diferencias fenotípicas entre

diferentes taxa pueden causar grandes efectos. Se ha propuesto que existen dos

principales mecanismos moleculares que alteran las estructuras durante la evolución: la

primera y más común es mediante cambios en los patrones de expresión de genes

reguladores clave a través de alteraciones en las regiones de control que actúan en cis;

el segundo mecanismo involucra la duplicación de genes que codifican factores de

transcripción , seguido de procesos de diversificación 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

organ ismos sésiles , han desarrollado mecanismos para determinar cuando el ambiente es

más favorable para producir las estructuras reproductoras y así maximizar las

oportunidades de propagación y perpetuación. Los experimentos genéticos realizados en

A. thaliana muestran que varios genes MADS-box se requiere n para regular la transición

del desarrollo vegetativo al reproductivo. Este cambio involucra la producción de flores

en lugar de hojas y tallos asociados , para lo cual se requiere la acción de genes de

identidad de meristemo floral, cuya expresión se regula antes de la terminación del

desarrollo del primordio floral (Jack , 2001; Ng YYanofsky, 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 homeóticos florales (GHF).

Los GHF actúan 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 sépalos, los tipos A Y B especifican los pétalos, los tipos B Y

C especifican los estambres y los tipo e solos especifican los carpelos. Ejemplos de los

genes del tipo A homeóticos en A. thaliana incluyen APETALA 1 (AP1) Y 2 (AP2), entre

los genes B encontramos a APETALLA 3 (AP3) Y PISTILLATA (PI) y el gen C AGAMOUS

(AG). Todos estos genes, excepto AP2 son genes MADS-box. Además, RNAs mensajeros de

los GHF se han encontrado en los mismos tejidos que son afectados cuando éstos se

encuentran mutados. Esto indica que la regulación de los GHF puede ocurrir

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

Los patrones de expresión y las funciones de los genes homeóticos en plantas distintas a

las eudicotiledóneas (el clado más grande dentro de las Angiospermas) ha ayudado a

evaluar la existencia de conservación del modelo ABe. Este estudio se realizó con maíz,

una monocotiledónea cuyas flores poseen estructuras altamente modificadas que tienen

muy poca semejanza a las estructuras de las flores de eudicotiledóneas. En maíz, se han

identificado genes clase B y clase e. En la primera clase está el gen silky 1 (511), un

ortólogo de AP3, y en la segunda clase está lea AG1 (lAG 1 -ortólogo de AG-). Cuando

existe un doble mutante si1-zag1, en la posición de los tres verticilos internos se

desarrollan estructuras no reproductoras (ver Ng y Yanofsky, 2001). Dado que las

monocotiledóneas y eudicotiledóneas son ramas separadas del árbol filogenético de las

angiospermas , la evidencia genética y molecular apoya la conservación del modelo ABe

indicando que éste puede reflejar una red de regulación originada antes de la

divergencia de estos dos grupos (hace aproximadamente 200 millones de años). En

cuanto a la conservación de los genes MADS-box , un estudio sobre los genes tipos B y e,

indica que éstos estaban presentes en el último ancestro común de angiospermas y

gimnospermas , y que el patrón de la expresión génica homeótica en las estructuras

reproductivas ocurrió antes de la divergencia de estos dos grupos de plantas, hace

aproximadamente 300 millones de años (Winter et al. , 1999).
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GENES LIGADOS A LA DETERMINACiÓN DEL SEXO

Por determinación del sexo en plantas se entiende el proceso en el cual se aborta

selectivamente el androceo o el gineceo de primord ios florales inicialmente

hermafroditas; es decir , el desarrollo de estambres o pistilos es selectivo, dando como

resultado flores unisexuales. Sin embargo, debe incluirse en esta definición la

diferenciación 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 decis ión tardía en el ciclo de vida de la planta ,

restringido a la organogénesis floral o diferenciación de los órganos reproductivos

(Negrutiu et al., 2001) . Por tanto , las preguntas fundamentales en la determinación del

sexo serían (1) ¿cómo y por qué se detiene el desarrollo de los órganos reproductivos en

etapas particulares del desarrollo? y (2) ¿Puede la producción de flores unisexuales ser

controlada por activación o inactivación selectiva de las funciones de los genes

homeóticos?

Los datos generados a partir del análisis de mutantes de flores bisexuales de Arabidopsis

y Antirrhinum no apoyan la participación de los GHF en la formación de flores

unisexuales. Los fenotipos resultantes de la mutación en uno de los alelas de los genes

homeóticos resulta en transformaciones homeóticas de los órganos florales de dos

verticilos adyacentes en distintas estructuras; estos patrones son atípicos 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 homeóticas no ha sido

demostrada como un mecanismo de determinación sexual en poblaciones naturales. La

unisexualidad en las plantas es usualmente causada por reducción o aborción de los

primord ios de los órganos sexuales , es decir , aparentemente los genes determinan tes del

sexo actúan posteriormente o de forma independiente a los genes homeóticos.

Consistente con esta explicación existen varias descripciones del desarrollo de flores

unisexuales que pasan una etapa bisexual en la cual todos los órganos florales inician su

desarrollo. Algunos de los genes involucrados han sido identificados en maíz mediante el

anál isis de mutantes con irregula ridades en el programa normal de unisexualidad

(De lla porta y Calderón -Urrea , 1993).

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

genes homeóticos únicamente 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

formación de carpelos (Dellaporta y Calderón-Urrea, 1993). En las especies unisexuales

examinadas , la diferenciación sexual involucra repres ión del primordio en desarrollo y

no un cambio en la identidad de los órganos (Hardenac k y Grant, 1997).

En Si/ene tatitoua , una especie dioica, se ha demostrado que los genes MADS-box no se

encuentran directamente relacionados con la determinación del sexo, aunque los

patrones de expresión si se ven alterados, esto es resultado de los factores que afectan

el desarrollo de los órganos reproductivos (Hardenack et al. , 1994). De manera sim ilar,

en ssporagus officinali5, una especie dioica, un gen MADS-box llamado AOM1 t iene

niveles similares de expresión en las flores femeninas y masculinas , por lo que no se le

relaciona con la diferenciación sexual en esta especie (Caporali et ai., 2000).

Aunque se ha demostrado que la expresión y función de AG es suficiente para especificar

a los carpelos en plantas silvestres de A. thaliana , algunas propiedades carpelares (como

el tejido estigmático, la fusión de los carpelos por sus márgenes y la producción de

óvulos), 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 función de AG.

Varios genes reguladores con funciones en el gineceo han sido identificados, aunque aún

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 órganos florales activan nuevos conjuntos

de genes que promueven el crec imiento y diferenciación de los primordios de los

órganos florales. Este paso probablemente es mediado por cascadas de regulaci ón

transcripcional. Esta suposición se basa en el hecho de que los genes de identidad de los

órganos codifican proteínas con características de factores transcripcionales (Okada y

Shimura, 1994).

Algunos genes que pare cen determinar el sexo han sido identi f icados en Zea moys, en los

cuales de existir mut aciones , alteran el proceso de desarrollo de las flores que

normalmente al madur ar son unisexuales. Entre ellos se incluyen a los genes OWARF (O),

SILKLESS (SK1) y TASSELSEE01 y 2 (T51 Y T52) (Dellaporta y Calder ón-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 producción de estambres sin afectar el desarrollo

del gineceo. Al parecer, las mutaciones bloquean pasos específicos en la vía biosintética

de las giberelinas, las cuales han sido implicadas en la feminización de la.s flores del

maíz y específicamente en la aborción de estambres (Deliaporta y Calderón Urrea,

1994).

Las mutaciones del gen SK1 en el maíz, evitan la formación del gineceo en las flores

femeninas, lo cual resulta en flores estériles , sugiriendo así que el producto génico de

SK1 es requerido sólo para el desarrollo del pistilo (DelIaporta y Calderón-Urrea , 1994).

El gen Ts1 codifica una proteína parecida a la alcohol deshidrogenasa cuya función es

necesaria para el aborto del gineceo en las flores masculinas del maíz, ya que

mutaciones en este gen resultan 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 así la producción del

carpelo y la expresión sexual (Kinney et al. , 2003). Aunque se han clonado genes

ortólogos a Ts2 en Si/ene latifolia y en Arabidopsis thaliana no se ha detectado ninguna

expresión en tejidos femeninos , por lo que es poco probable que conserven la misma

función 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 a110. 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 función , los genes Men

parecen estar involucrados en la síntesis de prote ínas masculino-específicas de la pared

celular (Scutt et al. , 1999).

En A. thaliana se ha demostrado que la identi dad carpelar puede ser especificada por

dos vías separadas (Bowman et al., 1999; Bowman y Smyth, 1999), la primera mediada

por el gen homeótico clase C AG, y la otra mediada por genes como SPATULA (SPD,

CRABS CLAW (CRC) , STYLlSH1 (STY1), STYLlSH2 (STY2) y TOUSLED (TSL) , que participan

de dist intas formas en la diferenciación del carpelo , especialmente de las partes

especializadas en promover la fecundación, como el estigma y el estilo, incluido el

tejido de transmisión. •
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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

únicamente flores con uno de los órganos 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 múltiples

óvulos), estilo y estigma (organizado en lóbulos rodeados de papilas estigmáticas). 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 más común es que la cavidad del ovario se encuentra reducida en comparación con la

de las flores pistiladas y presentar óvulos únicamente en la base cuyo desarrollo no se

completó, (2) la cavidad del ovario puede no presentar óvulos, y (3) la forma menos

común es que no existe la cavidad del ovario y en su lugar se encuentre tejido

parenquimático. En los tres tipos de flores

estaminadas se encuentra la estructura del estilo

en cuyo ápice no se desarrollan lóbulos y en su

superficie no se encuentra ningún remanente de

tejido estigmático (Fig. A). La ausencia de tejido

estigmático 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 vía del

desarrollo del ovario, uno relacionado con la

formación de la cavidad ovárica y el otro con el

desarrollo de los óvulos.

Figura A. Parte apical del estilodio de las flores masculinas de
O. stenopetala, es evidente la ausencia de superficie
estigmática (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 participación en el desarrollo del gineceo de ésta cactácea.

La finalidad del estudio es relacionar la función de STY, TSL y CRC en el desarrollo del

gineceo con la disminución o pérdida de estos tej idos en las plantas masculinas de O.

stenopetala , dando como resultado flores funcionalmente unisexuales .

A continuación se abordará 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

formación del gineceo y la posible participación que t ienen en el desarrollo de esta

estructura en O. stenopetala.

STYLlSH

STYLlSH1 y STYLlSH2 (STY1 y STY2, respectivamente) son genes que fueron identificados

por Fridborg et al. (1999), como nuevos genes miembros de la familia génica con

características similares al gen SHORT INTERNODES (SHI) en A. thaliana. Los miembros

de esta familia han sido involucrados en la vía de señalización del ácido giberélico (GA) o

en la vía de síntesis del GA (Fridbo rg 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 SHI

comprende 10 miembros : SHI, STY1 , STY2 , LRP1 y SRS]·8 (Fridborg et al. , 2001; Kuusk,

2003).

En todos los miembros está presente al menos una señal de localización nuclear, un

dominio dedos de zinc y una región acídica rica en glutaminas (formando un dominio 

IGGH· sin similitud reportada con algún dominio proteico ante riormente reportado) . Los

tres dominios son características de proteínas que func ionan como reguladores

transcripcionales (Kuusk, 2003).

La comparación de las secuencias de cDNAs indica que STY1 está formado por dos exones

y codifica para una proteína de 370 aminoácidos, mientras que STY2, también con dos
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exones, codifica una proteína de 322 aminoácidos, entre ambas proteínas comparten

43% de identidad . En la búsqueda de alelos mutantes para estos genes, se encontraron

dos inserciones de transposones en la posición 484 de la secuencia codificante de STYl y

en la 483 de STY2 (Kuusk et al. , 2002).

Plantas mutantes homócigas de A. thaliana con inserciones de T-DNA en el gen STYl

(mutante styl-l ), muestran diferencias morfológicas respecto al tipo silvestre , las

aberraciones están restringidas a las flores , específicamente a las partes apicales del

gineceo; mientras que las plantas homócigas defectuosas para STY2 (mutante sty2 -1), no

muestran diferencias morfológicas respecto al tipo silvestre . En la mayorías de los estilos

maduros de styl -l algunas células estilares se expanden anormalmente , su patrón de

crecimiento resulta en la presencia de células epidérmicas estilares en los márgenes

apicales del gineceo, donde el tipo silvestre forma papilas estigmáticas. Una minoría de

gineceos mutantes styl-l , son muy parecidos al tipo silvestre, y en ocasiones se

encuentran defectos morfológicos más severos en las partes basales o apicales de las

inflorescencias. Como consecuencia de estos cambios, la mayoría de los mutantes styl-l

exhiben una reducción en la fertilidad dado que los óvulos superiores de cada silicua

generalmente abortan. Cuando estudiaron al doble mutante styl-l sty2-1, observaron

que el fenotipo styl-1 aumentó de intensidad . El estilo ahora muestra de fectos más

evidentes que en el mutante sencillo styt-t. El gineceo en el doble mutante muestra

durante el desarrollo, una cavidad central alargada que está rodeada de células estilares

crec iendo en lóbulos que posteriormente pueden formar pequeñas protusiones, esto en

ocasiones causa la formación de células estilares epidérmicas no solo en el ápice , sino

también ada xialmente , es decir, adentro del gineceo. En cada orilla de los lóbulos y a

partir de las células estilares en posición adax ial , se forman papilas estigmáticas que en

ocasiones forman grupos con forma de bulto. La cantidad de tejido estilar y estigmático

en cada gineceo del doble mutante , es marcadamente menor que en el mutante sencillo

styl-l , a pesar de estos cambios en el gineceo, no se encuentran reducciones

significativas en la fertilidad comparada con la fertilidad del mutante styl-1 (Kuusk et

al. , 2002 ).
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El mutante sty1-1 muestra una morfología de

estilo aberrante muy probablemente como

resultado de una pérd ida parcial del control de

las divisiones celulares y/o de una expansión

irregular y desorganizada de las células

estilares. Por tanto STY1 puede actuar

coordinando las tasas y planos de las divisiones

celulares y regulando la expansión celular en

el estilo de las plantas silvestres (Kuusk et al. ,

2002).

Figura B. Parte apical del gineceo del doble mutante de
A. thaliana stv t-t sty2 -1 Aunque hay parche s de tejido
estigmático (flecha) , éste se encuentra
considerablemente reducido respecto al fenotipo
silvestre (Tomado de Kuusk er al., 2(02) .

Dado que en el doble mutante sty1-1 sty2-1 (Fig. B), la reducción del tej ido estilar y

estigmático aunada al crecimiento sin coordinación de las células estilares da origen a

un estilo con arqu itectura muy distorsionada, tanto STY1 y STY2 parecen regular la

formación del estilo y del estigma y contribuir al establecimiento de la forma del estilo.

Tomando como base que la expresión ectópica de cualquiera de los dos da origen a los

mismos efectos fenotípicos, es probable que ambos codifiquen proteínas con las mismas,

o bien muy similares, prop iedades bioquímicas. Los patrones de expresión sugieren que

estas proteínas promueven el desarrollo estilar y estigmático actua ndo en vías

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

CRABS CLAW

El gen CRABS CLAW (CRC) fue identi f icado por Alvarez y Smyth (1999) en una búsqueda

de genes mutados que específicamente alteraran la morfogénesis del carpelo de A.

thaliana. Las plantas mutantes crc-1 muestran un gineceo más corto pero al mismo

tiempo más ancho en las partes lateral y medial, que el gineceo de las plantas silvestres

(Fig. C). Los dos carpelos no se encuent ran fusionados en el tercio superio r. Aunque
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todos los tipos celulares están presentes en los lugares correctos, el estilo se encuentra

notablemente abreviado y presenta dos parches de papilas estigmáticas entremezcladas.

El numero total de óvulos por gineceo es menor en rel ación con las plantas silvest res. El

mutante crc-2 presenta estas mismas características, 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 diferenciación de tejidos no está afectada dado

que todos los tipos de tejidos carpelares se origin an en los mutan tes ere (Álvarez y

Smyth, 1999).

El único 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 ere producen semillas viables, aunque en

número reducido aparentemente debido a una falla

en el inic io del desarrollo de muchos de los

primordios de óvulos producidos (Ferrándiz et al. ,

1999).

Figura C. Gineceo del mutante crc t-t de A. thal iana con las
regiones est ilar y estigmática notablemente reducida respecto
al genotipo silvestre (tomado de Kuusk et al., 2002).

El gen CRC codifica una proteína de 181 aminoácido s la cual contiene un dominio t ipo

dedos de zinc ( 2-(2 cerca del dominio amino terminal. En la parte central, se locali za un

dominio rico en serinas y proLinas (17-20 aminoácidos) característico de los dominio s de

activación de los factores de transcr ipción , hacia el ext remo carboxilo se encuent ra un

potencial dominio asa-hélice-asa, muy cerca se ubica una zona rica en aminoácidos

básicos que potencialmente sirven como señal de localización nuclear. El análisis 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 combinación de los dominios dedos de zinc y asa-hélice-asa en una misma

proteína se encontró en varios genes de A. thaliana y de arroz, Bowman y Smyth (1999)

decidieron agruparlos para forma r una fam ilia de proteínas llamada YABBY, Y debido al

grado de conservación 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 proteína (Bowman y Smyth,

1999). La caja HMG es un dominio conservado de unión a DNA de aproximadamente 80

aminoácidos formando tres hélices alfa , la caja está presente en una gran familia de

proteínas eucarióticas.

Mie mbros de la familia de genes YABBY como FlLAMENTOUS FWWER (FlL), YABBY2

(YAB2) Y YABBY3 (YAB3), se expresan de forma polar en todos los primordios de los

órganos laterales del meristemo floral , al parecer los miembros de esta familia son

responsables de la especificación del destino de las células abaxiales de éstos órganos de

A. thaliana (Siegfried et al. , 1999).

En arroz el gen DROOP1NG LEAF (DL), un gen muy similar a CRC, fue descrito por

Nagasawa et al. (2003) , mutaciones severas a este gen provocan conversiones

homeóticas totales o parciales del carpelo por estambres en la flor , el resto de los

órganos no se ve afectado.

Dado que las mutaciones en CRC no provocan transformaciones homeóticas , al parecer

DL ha adqu irido diferentes funciones durante la especificación y desarrollo del carpelo

en el arroz. Entre ellas se incluyen especificación de la ide nti dad carpelar, control en la

determinación del meristemo floral y regulación antagonista con los genes clase B, es

decir, al parecer DL tiene un papel predominante en la especificación del carpelo en

arroz porque pocos genes pueden estar regulando el desarrollo del carpe lo, mientras que

en A. thaliana las mutaciones en CRC no son tan serias porque son muchos los genes que

están coordinando específicamente la compleja diferenciación del carpelo (Yamaguchi

et al. , 2004).
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TOUSLED

El gen TOUSLED (TSL) fue identificado en A. thaliana a partir de una línea mutagenizada

por inserciones de T-DNA. Las plantas con el gen tsl mutado (t sl-1) presentan ligeros

defectos en la mayoría de los órganos; sin embargo, el aspecto más dramático del

fenotipo se observa durante el desarrollo de la flor, los primordios de los órganos no

inician su desarrollo con un patrón simétrico como lo hacen en el tipo silvestre. Los

órganos florales formados se encuentran dentro de los dominios apropiados de la flor (al

menos en relación al orden secuencial de aparición y el patrón apical/basal de los

distintos órganos), es deci r, estos se forman en orden correcto. No obstante, en

ocasiones, hay un decremento en el número de primordios de sépalos, pétalos y

estambres que inician su desarrollo en el meristemo flo ral (Roe et al. , 1993). El gineceo

maduro de las plantas tsl es estéril. Los tejidos estilares y estigmáticos se encuentran

reducidos en cant idad , carecen de septo y un estilo fusionado. La separación parcial del

gineceo parece ser resultado de un crecimiento irregular y falto de coordinación en los

márgenes del primordio carpelar en desarrollo (Roe et al. , 1997b). Las papilas

estigmáticas están presentes en parches reducidos en los márgenes apicales de los

carpelos, . también algunas células estilares epidérmicas se encuentran en posiciones

anormales como los márgenes del ovario o la superficie interna del gineceo (Ferrándiz et

al., 1999). Estos resultados sugieren que las funciones de TSL en el gineceo de plantas

silvestres son promover divisiones celulares

durante la formación del estilo y la expansión de

los márgenes carpelares (Roe et al. , 1997b). Dos

mutantes más fueron obte nidos (tsl-2 y tsl-3 ); sin

embargo, presentan el mismo fenotipo de tst-t ,

aún cuando las mutaciones en este gen mapean en

distintos sitios. Esto refleja el hecho de que quizá

ninguno de los mutan tes cumple las func iones de

TSL (Roe et al. , 1993).

Figura D. Gineceo del doble mutante tsl-l ag-5 de A.
thalia na, el cual muest ra gran similitud con el fe noti po del
gineceo de las flores masculinas de O. stenopetala. En ambos
casos, la región est igmáti ca está ause nte y la región est ilar
reducida. El mutante sencillo tsl-l muestra redu cción de la
región estil ar (tom ado de Roe et al. , 1993).
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TOUSLED codifica una cinasa de serina/treonina nuclear de 688 aminoácidos cuyo

dominio catalítico 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 múltiples

secuencias consenso correspondientes a señales de localización nuclear (SLN) que

pueden estar regulando la localización subcelular de la proteína permitiendo el acceso a

potenciales factores reguladores y sustratos blanco; y una región ' rosca superenrollada'

(coiled-coil) que incluye un motivo cierre de leucina , cuya participación puede estar

relacionada con int eracciones proteína-proteína que afecten la actividad de cinasa (Roe

et al. , 1997b). El domin io catalítico de TSL de A. tha liana únicamente tiene entre un 24

y un 33% de identidad con el dominio catalítico de otras cinasas de proteínas, por lo

tanto, no fue clasificada dentro de alguna de las subfamilias por homología, sino que dio

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

La proteína TSL es una cinasa que se autofosforila en los residuos de serina y treonina,

además, puede fosforilar in vitro sustratos exógenos tales como la proteína básica de

mielina (MBP) y la caseína (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 función a partir de su clasificación. Varios

homólogos de TSL están presentes en animales como Caenorhabditis eiegans (Han et al.,

2003) y en el humano (Yamakawa et al. , 1997; Groth et al , 2003), las cuales se

denominan Tousled Like Kinase (TLK- Ctnasa tipo Tousled). Las TLK's de humanos (TLK1

y TLK2) no solo comparten un alto grado de simil itud de secuencias con TSL de A.

thaliana en el dominio catalítico de la proteína , sino que además comparten

propiedades funcionales, tales como las señal de localización nuclear, expresión ubicua ,

la preferencia por el MBP como sustrato exógeno y la aparente capacidad de

dimerización y autofosforilación (Roe et al. , 1997a; Silljé et al. , 1999). Por lo tanto ,

podría suponerse que las TLK's y TSL cumplen funciones similares tanto en animales

como en plantas .
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HIPÓTESIS

Algunos genes que controlan el desarrollo del estilo y del estigma están muy

conservados en las angiospermas; por lo que una mutación en uno o varios de

éstos podrían ocasionar el fenotipo observado en el gineceo de las plantas

masculinas de Opuntia stenopeta/a.

OBJETIVOS
------- - -- - - -------- -------------- ---

General

Clonar los genes ortólogos a TSL, STY y CRC en Opuntia stenopeta/a y evaluar

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

Particulares

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

y flores femeninas en antesis de o. stenopeta/a.

Clonar de o. stenopeta/a genes involucrados en la formación y desarrollo del

estilo/estigma ortólogos a STY, TSL y CRC de Arabidopsis thatiana.

Determinar como se relaciona la pres encia de STY, TSL y CRC con los fenot ipos

masculinos ó femeninos en una población natural de Opuntia stenopeta/a.
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MATERIALES Y MÉTODOS
MATERIAL BIOLÓGICO

• 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 Vizarrón, cerca de la desviación a

Bellavista. La primera se localiza en el kilómetro 12 (26·00.000'N, 104· 03.750 'W) y la

segunda en el kilómetro 17 (20· 41.212 N, 99· 35.933W). En estas localidades se

determinó el sexo de las plantas de o. stenopetala mediante la observación 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 nitrógeno líquido y almacenado a -70 'C hasta su utilización ,

y otra fue fijada en FM (formol: ácido acético: etanol 96%: agua destilada ; 2:1:10:7)

para realizar cortes histológicos. Para las extracciones de DNA se colectaron muestras de

tallo de 30 individuos femeninos y 30 individuos masculinos, se congelaron con nitrógeno

líquido y se almacenaron a -70·e.

PURIFICACiÓN DE RNA TOTAL

Para clonar un gen ortólogo a TSL , STY y CRC de A. thaliana, se purif icó RNA total de

estilos/estigmas de diversas etapas de desarrollo de flores masculinas y de flores

femeninas de o. stenopetala. El método de extracción util izado había 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 logró extraer fue mínima

en el caso de los estilos de las flores mascul inas y no se tuvo éxito con los estilos de las

flores femeninas, la posible razón de esto es que la gran cantidad de mucílago y pectinas

presentes en los estilos copurifican con los ácidos nucleicos ; al eliminar estos

meta bolitas, se eliminó también al RNA. Debido a esta situación se probaron métodos

alternos de extracción; el primero, optimizado por Valderrama et al. (2002) para

purificar RNA de la cáscara del fruto del nopal presentó problemas de inicio debido a

que fue diseñado para trabajar con 5 gramos de tejido para cada extracción , dicha
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cantidad de tejido es muy difícil de alcanzar con los estilos de O. stenopetala (teniendo

en cuenta que esta estructura es pequeña -aún en las flores de mayor tamaño

comparada con el fruto , que aunado a la presencia de esp inas y glóquidas en las flores

dificulta la disección y obtención de estilos y que la época de floración de la planta es

de únicamente un par de meses al año , 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 real izar la purificación de RNA. Con

este método no se obtuvieron resultados satisfactorios , en este caso , ni para los estilos

mascul inos ni para los estilos femeninos .

El otro método que se probó, había 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 extracción de RNA debido a varias razones: primero, la

limitada cantidad de material vegetal con la que se cuenta así como lípidos, proteínas

de almacén y metabolitos secundarios (compuestos fenólicos y mucílagos) , que están

presentes en grandes cantidades en estas semillas. Para O. stenopetala este método

logró incre me ntar ligeramente la cantidad de RNA extraído de los estilos de flores

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

Debido a esta situación, se decidió extraer RNA de estambres. Para esto se utilizó el

método de Vicient y Delseney (1999) con algunas modificaciones. Se tomó un gramo de

tejido (esta mbres) tanto de flores femeninas como de flores masculinas para

pulverizarlos con nitrógeno líquido. Al polvo se le agregaron 10 mI de buffer de

extracción (LíCl 8M Y ~-Mercaptoetanol al 2%) y se mezclaron durante 3 minutos y se

incubaron toda la noche a 4 0 C. Transcurrido el tiempo, se centrifugaron los tubos

brevemente (30 segundos) y se recuperó e l sobrenadante , el cual se centrifugó por 30

minutos a 13000 rpm a 4oc.

El botón formado se lavó con etanol al 70%y se dejó secar, posteriormente se disolvió en

5 mI de buffer de solubilización (SDS 0.5 %, NaCl 100mM, EDTA 25mM, Tris-HCI 10mM pH

7.6 Y~-mercaptoetanol 2% -agregado en el momento de la extracción-) , posteriormente

se extrajo dos ve ces con volúmenes iguale s de fenol, una con un volume n de PCI (fenol

cloroformo-alcohol isoamílico , 25:24 :1) Y en 2 ocasiones más con volúme nes iguales de

cloroformo-isoamílico (24:1). Después de cada extracción se centrifugaron los tubos por
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15 minutos a 13000 rpm a 4· C y se recuperó la fase acuosa. A la última fase acuosa se le

añadieron 0.1 volúmenes de acetato de sodio 3M y 1.5 volúmenes de etanol absoluto

(100%), se incubó por 30 minutos como mínimo a -20·C y después se centrifugó por 30

minutos a 13000 rpm a 4 ·C, el botón formado fue lavado con etanol al 70% y dejado

secar para finalmente resuspenderto en 100 ul de HzO DEPC (dietilpirocarbonato). El RNA

total purificado se almacenó a -70· C hasta su uso.

Para evaluar el proceso de purificación de RNA se realizó una electroforesis en gel de

agarosa al 2% en presencia de formaldehído, este gel fue teñido con bromuro de etidio

para visualizar su integridad a través de los rRNAs: 1asy 2as.

PURIFICACiÓN DE DNA TOTAL

Se tomaron muestras de tallo de 30 diferentes individuos femeninos y 30 individuos

masculinos de O. stenopetala. A partir de este tejido se siguió el protocolo de

purificación de DNAde Cruz-González (2002).

Se tomaron 0.5 gramos de tejido que fueron pulverizados con nitrógeno líquido, al polvo

se le añadieron 5 rnt de buffer de lisis (Tris-HC1100 mM, EDTA 20 mM pHa, NaCI 1.4 M,

CTAB 1% Y PVP·40 2%) precalentado a 65· C y se mantuvo a esa temperatura durante 30

minutos más agitando ocasionalmente, posteriormente se enfrío la muestra cambiándola

a una temperatura de 35·C y se mantuvo así por 10 minutos. Una vez hecho esto, se

realizó la primera extracción con 5 mI de PCJ. Esta mezcla se centrifugó 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 extracción con 5

rnl de PCI y se agregó 1 rnl de CTAB 5x (CTAB 5% y NaCl 0.7 M), este último sirvió para

precipitar carbohidratos. Se realiza una centrifugación y nuevamente se recupera la fase

acuosa. A partir de esta fase acuosa se hizo una primera precitación de ácidos nucleicos

agregando 3.5 rnl de isopropanol e incubando a temperatura ambiente durante una hora

como mínimo, pasado este tiempo se volvió a centrifugar para formar un precipitado, el

cual se resuspendió en 3 rnl de agua desionizada y se realizó una segunda precipitación

añadiendo un volumen de acetato de amonio 10M Y dos volúmenes de etanol 100% e

incubando dos horas como mínimo a -20· C. Nuevamente se centrifugó y el precipitado

resultante se resuspendió en 300 ~d de agua desionizada.
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Para evaluar la pureza y cantidad de DNA obtenido, se diluyó un ¡.Al de la solución de DNA

en 70 ul de agua, y se midió su absorbancia a 280 y a 260 nm. Los ácidos nucleicos

absorben a 260 nm y las proteínas a 280 nm, por lo que el resultado obtenido de la

relación de las absorbancias a 260 nm entre las absorbancias a 280 nm (260/280) indicó

un buen grado de pureza que se acerca a 2, es decir, el DNA obtenido tiene una porción

baja de proteínas contaminantes.

La cuantificación de DNA se lleva a cabo teniendo en cuenta que cada unidad de

densidad óptica corresponde a 50 ~g/!!l de DNA. Para realizar la mezcla de DNA de los 30

individuos femeninos y la de 30 masculinos, se colocó un ¡.Ag de DNA de cada individuo,

posteriormente se liofilizaron las muestras para concentrarlas, a continuación se volvió a

cuantificar la cantidad de DNA existente en la muestra.

AMPLIFICACiÓN POR PCR y CLONACiÓN

Para amplificar secuencias ortólogas a los genes STY, CRC y TSL de A. tha/iana en O.

stenopetala, fue necesario diseñar oligonucleótidos a partir de las secuencias reportadas

de estos genes en otras especies. Para ello se realizó una búsqueda en el GenBank

(Banco de Genes) de secuencias proteicas que tuvieran altos grados de similitud con las

secuencias previamente reportadas en A. tha/iana.

De la comparación de las secuencias obtenidas, se elig ieron aquellas regiones que están

altamente conservadas en las secuencias de la mayoría 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 idént icas entre sí, fue necesario

sintetizar oligonucleótidos degenerados con el fin de aumentar las probabilidades de

amplificación.

Las amplificaciones de fragmentos de DNA ortólogos a los genes STY, CRC y TSL , se

realizaron mediante una reacción de PCR preparada de acuerdo a la tabla A y las

condiciones de amplificación utilizadas se encuentran descritas en la tabla B:
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Tabla A. Mezcla de reacción para PCR
REACTIVO

dNTP's (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) 25 mM
Buffer PCR 10x (Tris-HCI 100mM pH 8.3 ,

KCl 500mM, MgCh 15mM y gelatina 0.01%)
Primer 1 (Forward) 0.5 mM
Primer 2 (Reverse) 0.5 mM

JumpStart Taq DNA Polimerasa (Sigma)
DNA molde

CONCENTRACiÓN FINAL
0.2 mM

1x

12.5 ~lM

12.5 ~IM

2.5 u
1 ¡.tg

30
ciclos

H20 para un volumen final de 20 ul

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

agarosa al 1.5%y se t iño con bromuro de etidio .

Tabla B. Condiciones de amplificación utilizadas
TEMPERATURA TIEMPO No. DE CICLOS

94· C 2 minutos 1
94· C 30 segundos
60·C 1 minuto
72· C 1 minuto
72•C 4 minutos

PURIFICACiÓN DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

Las bandas correspondientes a los productos de amplificación fueron cortadas del gel y

colocadas en una columna de fibra de vidrio (formada por un tubo Eppendorf de 600 ¡.tI

con tres perforaciones en el fondo y un tapón de fi bra de vidrio, montado en un tubo

Eppendorf de 1.5 mi) , esta columna se centrifugó a 11,000 rpm durante 7 minutos a

temperatura ambiente. El eluato se precipitó con 60 ¡,tg de glucógeno , un tercio de

volumen de acetato de amonio 10M, 2 volúmenes de etanol 100%, y se incubó a -20· C

durante tres horas minimo. Posteriormente se centrifugó 15 minutos a 13,000 rpm a

temperatura ambiente, el botón formado fue resuspendido en 20 ¡,tI de agua desionizada

estéril. Con la finalidad de evaluar la eficiencia de la purificación , se hizo un gel de

agarosa aI1.5%en el cual se cargaron 3 ¡,t I de la muestra .
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CLONACiÓN DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS

Los productos amplificados mediante PCR ya purificados fueron ligados al vector de la

serie Tf A pGEM-t-Easy (Promega), mediante una reacción de ligado con los componentes

descritos en la tabla C:

Tabla C. Reactivosutil izados para la clonación de productos amplificados
REACTIVO CONCENTRACiÓN FINAL

DNA 50 ng
Buffe r Ligado 2x (Tris-HCI60mM pH 7.8, 1

MgCl2 20mM, OTI 20mM, ATP 2mM y polietilenglicoI10%) x
Vector pGEM-t-Easy (Promega) 1 ul (50 ng)

T4 DNA Ligasa 3 u/ul
H20 para un volumen final de 10 ul

La reacción de ligado se llevó a cabo por 4 horas a temperat ura ambiente, o toda la

noche a 4°C.

Una vez transcurrido el tiempo, se llevó a cabo la transformación de células

competentes de E. coii DH5-a. A una alícuota de 100 ul de células se les agregó 5 !!l de

la reacción de ligado y se le incubó durante 20 minutos a 4°C, después se transfirieron

de 40 a 45 segundos a 42 o C e inmediatamente después se colocaron a 4 o C por dos

minutos. Posteriormente, se le agregó 1 mi de solución SOC [medio LB líquido (triptona

1%, NaCl 1% y extracto de levadura 0.5%) y glucosa 0.02M] y se incubaron a 37"C con

agitación constante durante dos horas. Después, se centrifugaron las células por 15

segundos y el bot ón de células se resuspendió 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 ~gf m l ), X-Gal (80 !!gfml) 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 Ilgfml) ya que codifica el gen de la ¡}-lacta masa cuyo

producto hidroli za a la ampicilina del medio. Además, el vector incluye el gen que

codifica el extremo amino de la ~ -ga lac to sidasa (gen Loel) que al insertarse en células

que codifican el extremo carboxilo de la ¡I-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 múltiple de clonación, 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 análogo de la lactosa), no tuvieron coloración, mientras

que aquellas que adquirieron el vector vacío, tuvieron la enzima activa y fueron capaces

de hidrol izar al X-Gal, que al precipitarse dio una coloración azul. De este modo se

eligieron las 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 transcripción del

promotor del operón de la lactosa que regula al gen de la ~-galactosidasa .

Las bacterias que contenían los plásmidos recombinantes (colonias blancas), · se

sembraron en 6 ml de med io LB líquido con ampicilina y se dejaron creciendo toda la

noche a 37" C con agitación constante . Después se centrifugó todo el cultivo celular y se

siguió el procedimiento para purificar el plásmido según el protocolo del kit Genelute

Plasmid Miniprep Kit (Sigma). Brevemente, se resuspendie ron las células en 200 ¡ll de

solución de resuspensión utilizando cuidadosamente la pipeta , a continuación se

agregaron 200 ¡ll de solución de lisis y se mezcló suavemente (sin utilizar la pipeta) y se

dejó reposar a temperatura ambiente por 5 minutos como máximo. Para detener la

reacción de lisis se agregaron 350 ul de solución de neutralización y se mezcló

suavemente . La mezcla se centrifugó a 13000 rpm durante 10 minutos. Se retomó la Jase

acuosa y se transfirió a la columna previamente preparada (para prepararla se añadieron

500 ul de la solución para la preparación de la columna y se centrifugó a 13000 rpm

durante un minuto) y se centrifugó a 13000 rpm durante un minuto: Posteriormente se

realizó un lavado para eliminar restos de proteínas y sales contaminantes añadiendo

750¡ll de solución de lavado a la columna y se centrifugó un minuto a 13000 rpm.

Finalmente , para eluir el DNA plasmídico purificado, se agregaron 50 ul de solución de

elusión a la columna y se centrifugó a 13000 rpm durante un minuto.

Con el plásmido purificado, se realizaron reacciones de digestión para comprobar la

presencia del DNA de interés. Dado que e l vector contiene las secuencias donde corta la

enzima EcoRI flanqueando el inserto , es posible que con esta digestión el inse rto sea

liberado. La reacción de digestión se llevó a cabo como indica la tabla D:
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Tabla D. Componentes de la reacción de digest ión
REACTIVO CONCENTRACiÓN FINAL
Plásmido 5 ¡.¡l

Reactivo- 3 10x 1x
EcoRI (Invitrogen) 1 U/¡.¡l

H20 para un volumen final de 10 ul

La reacción de digestión se incubó durante 2 horas a 37'C. Finalmente, se realizó una

separación electroforética en gel de agarosa teñida con bromuro de etidio, para

visualizar los resultados de la digestión . Es importante corroborar que el inserto liberado

corresponde con el tamaño esperado. Una vez que se obtuvieron los plásmidos con el

DNA de interés, se concentró el plásmido a 300 ng/¡.¡l para posteriormente secuenciar.

La secuenciación se hizo utilizando el oligonucleótido T7 y fue realizada en la Unidad de

Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM.

ANÁLISIS DE SECUENCIAS

La edición de las secuencias a analizar se realizó 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 página Web http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Las

secuencias obtenidas fueron entonces alineadas utilizando el algoritmo CLUSTAL-W

(Thompson et al., 1994). La traducción a proteína de la secuencia se realizó con el

algoritmo SIXFRAME y tamb ién se determinaron los porcentajes de identidad y similitud

con el algoritmo L-ALlGN, estos tres algoritmos se encuentran disponibles en la página

web ht t p:/ / workbench.sdsc.edu, en todos los casos se utilizaron los parámetros

preestablecidos por el sistema. Los árboles filogenéticos se reali zaron 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 EcoRI durante toda la noche a 37' C. Con el DNA

digerido se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% a 90 Volts durante 2

horas aproximadamente . Terminad a la electroforesis, el gel se incubó en una solución de

HCl 0.25M en agitación suave durante 15 minutos , después se agregó solución fresca y se
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incubó 15 minutos más. A continuación se incubó el gel en una solución de NaCl 1.5M Y

NaOH 0.5M por 15 minutos en agitación constante , esta incubación se repitió con

solución fresca. Una incubación más se realizó con NaCI1.5M y Tris HCl1M pH 8 durante

20 minutos en agitación , por últ imo se incubó 20 minutos en agitación en una solución

con SSC 10x (NaCl 1.5M, Na3C6H507-2H20 -citrato de sodio dih idratado- O.15M) pH 7.

A cont inuación, se realizó la t ransferencia a membrana de nylon cargada positivamente

Hybond-N+ (Amersham) por capilaridad. En ella se colocó papel filtro sobre una base, de

modo que tuviera contacto con la solución de transferencia (SSC 1Ox) , sobre el papel

filtro se colocó el gel y sobre el gel la membrana. Todas las burbujas fueron eliminadas y

se colocaron 7 cm de papel periódico recortado con peso encima. La transferencia se

realizó durante 8 a 14 horas.

Una vez que se desmontó la transferencia, se fijó el DNA a la membrana con luz UV

durante 15 segundos con el UV-Crosslinker (Hoefer UVC-500). Se lavó la membrana con

SSC 2x por 15 minutos en agitación suave y después con agua desionizada por 15

minutos. A continuación se tiñó 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 utilización. Antes de realizar la hibridación, la

membrana se bloqueó por 2 horas a 60· C con solución bloqu eadora (SSPE1.5x (el SSPE

20x se compone de NaCl 3.6M, EDTA 0.5M Y fosfato diác ido de sodio hidratado 0.2M),

leche descremada 1%, DNA de salmón 4 mg/ml y SDS 1%). Para hibridar, la sonda

marcada radiactivamente (ver más adelante) se diluyó en 10 ml de solución bloqueadora

y se hirvió por 10 minutos. En esta solución se incubó la membrana y se realizó la

hibridación en agitación constante por 6 horas a 60· C. Todas las burbujas fueron

eliminadas para evitar interferencias en la hibridación.

Transcurrido este tiempo, se lavó la membrana para retira r rest os de radioactividad y

uniones inespecíficas con solución de bloqueo a 60· C durante 10 minutos en agitación

constante o hasta tener una lectura de radiactividad de 2:700 cuentas por minuto en la

zona donde la señal era esperada.

Para marcar la sonda se purificó el fragmento de DNA ampli f icado por PCR y clonado de

OstTSL y se cuantificó. El marcaje de la sonda se reali zó con el kit Random Primers DNA

Labeling System (Invitrogen). Primero se desnaturalizó el DNA a 95· C por 5 minutos,

posteriormente se añadieron 2 pl de dATP 500~M, 2 ~ l de dGTP 500~M , 2 pl de dTIP

500~m, 15 111 de Random Primers, 5 111 de (a32P]dCTP (250I1Ci), 20 111 de H20 y 1 111 de
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fragment o Klenow. Esta mezcla se incubó durante una hora a 25"C. A continuación , se

purificó la sonda con una columna de Sephadex 50G a 4"C.

PREPARACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES

Las células competentes se prepararon tomando una colonia aislada de células de E. coli

DH5-a, éstas fueron sembradas en 50 mI de medio LB y se incubaron con agitación por

12 horas a 37" C. De este cultivo se retomaron 4 mI y se resembraron en 46 mI de medio

LB, se incubó con agitación a 37"C hasta alcanzar una densidad óptica 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 botón de células se resuspendió (agitando

suavemente) en 20 mI de una solución fría de CaClz 60 mM, y se incubaron en hielo por 5

minutos más. Las células se centrifugaron nuevamente a 3000 rpm durante 5 minutos a

4"C y fueron resuspendidas en 80 mI de CaClz 60 mM fría , 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 botón fue resuspendido en 5 mI de CaClz 60 mM frío. Finalmente se

hicieron alícuotas de 100 ul, se congelaron con nitrógeno líquido y se almacenaron a 

70"C hasta su uso.

INCLUSiÓN EN LR-WHITE PARA CORTES HISTOLÓGICOS

Estilos de flores masculinas y femeninas fueron removidos y fijados en FAA.

Posteriormente se remo vió 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 continuación, 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 inclusión se llevó a cabo en cápsulas de plástico a 56"C en

ausencia de oxígeno para promover la polimerización. Para realizar el análisis

comparativo entre el gineceo masculino y el femenino , se eligieron 3 zonas de las cuales

se real izaron cortes trans versales: la parte apical , parte media y parte basal. Los cortes

se realizaron con un grosor de 1 a 2 IJm en un ultramicrotomo RMC-MT990 con cuchillas

de vidrio y fueron teñ idos con azul de toluidina. Las laminillas obtenidas se observaron

con microscopía de luz y se tomaron fotomicrografías (López 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 ap ical un est igma organizado

regularmente en 8 a 12 lóbulos estigmáticos , cada uno de ellos formado por células

pequeñas y alargadas. Las células epidérmicas del estigma están diferenciadas en

papilas estigmáticas, éstas cubren en su totalidad a la superficie de los lóbulos

estigmáticos (Fig. 1). Las papilas estigmáticas son estructuras unicelulares y alargadas

cuyo citoplasma se tiñe fuertemente con azul de toluidina probablemente debido a la

existencia de una gran cantidad de sustancias en su inte rior, las cuales podrían formar

parte de los exudados estigmáticos (Fig. 2).

En la parte media , el estilo presenta un canal estilar de posición central. La presencia

de este canal clasifica al estilo de las flores femeninas como del tipo hueco. El canal

estilar está delimitado internamente por las células secretoras del canal , que

representan la epidermis interna de los carpelos. Subepidérmicamente hay varios

estratos de tejido de transmisión, el cual está formado por células de diámetro pequeño

y apariencia secretora . En conjunto el tejido de transmisión rodea al canal estilar. El

estrato más interno del tejido de transmisión , en la cara que da hacia el cana l estilar,

forma proyecciones hacia el inte rior de éste dándole una apariencia estelar el lugar de

circular una característica de los estilos huecos (Fig. 3). La morfología de las células del

cana l secretor es muy parecida a la morfología de las células que forman las papilas del

tejido estigmático.

Rodeando al tejido de transmisión se encuentran de 20 a 25 estratos de tej ido

parenquimático cuyas células son generalmente de diámetro mayor que las células del

tej ido de transmisión. Intercaladas en el te jido parenquimático, se localizan grandes

células cuyo citoplasma se tiñe por completo con azul de tolu idina . Estas células son

responsables de almacenar y secretar sustancias mucilaginosas y resultan muy comunes

en los tejidos de las cactáceas. En conjunto el tejido parenquimático y las células

mucilaginosas forman al córtex. La parte más externa del estilo corresponde a una

epiderm is uniestratificada compuesta por células cuya pared se muestra engrosada

respecto a los otros tipos celulares que forman parte del estilo (Fig. 3).



Ep

e

TI

CE

o PE--

liV-

36

....CE

IIV-

TI

e

CM
J.

-".,. I:p



37

Una característ ica de l estilo que sugiere que el gineceo se co mpone de 8 a 12 ca rpe los

fusionados, es la existencia del mismo núme ro de haces vascula res inme rsos en e l tejido

parenquimático del córtex. Cada haz vascu lar representa a cada uno de los carpelos que

están formando al gineceo. El cana l estilar en esta región se encuent ra prácticamente

cerrado y se observan muy pocas cé lulas mucila ginosas . Los haces vascu lares se hacen

más evidentes y la ep idermis externa continua sie ndo uniestratificada (Fig. 4).

ESTRUCTURA DEL ESTILODIO DE LAS fLORES MASCULINAS

Al estilo que por dive rsas razones no cumple con sus funciones durante la polinizac ión,

se le denomina estilodio , tal e s el caso del estil o de las flores masculinas de Opunt ia

stenopeta/a. Tampoco el ovario es del todo funcional, ya que solo uno de los tres morfas

florales desarrolla óvulos que no culminan su madura ción. Dado que el gine ceo de las

flores masc ulinas de O. stenope ta /a carece de superficie estigmática , éste tampoco es

funcional, por lo tanto , es cons iderado como un estigmodio.

Al carecer de superficie es t igmática , un corte longitudinal del ápice de l es t ilodio de las

flores masc ulinas (Fig. 5) tie ne mayor parecido con la parte media o inferi or del estilo

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

Figuras 1-4. Cortes histo lógicos del estigma/estilo de las flores feme ninas (~) en ante sis. Fig, 1. Corte
longitud inal de la región apical formada por lóbulos esti gmáticos con múlt iples pap ilas (5x). Fig. 2. Corte
transversal de la región estigmática mostr ando varios lóbulos est igmát icos, cada uno formado por epider mis
papilar , un córtex, un haz vascular y tejido de t ransmisión (2.5x). Fig. 3. Corte tr ansversal de la parte
media del est ilo mostrando el canal estilar de forma este lar, las células de l ca nal, las cé lulas del tejido de
transmisión, los haces vasculares y el córtex con células mucilaginosas (2.5x). Fig. 4. Corte transversal en la
región basal del estilo most rando la poca diferenciación en esta zona de l canal est ilar (2.5x).

Figuras 5-8 . Cortes histológicos del estilodio de las llores masculinas (0" ) en ant esis. Fig. 5. Corte
longitud inal del ápice del estilodio most rando las célu las escle rificadas de los dos es t ratos subepidérmicos y
de la epide rmis (no diferenciadas en papilas estigmáttcas). así como nume rosas célul as de mucilago (10x).
Fig. 6. Corte tran sversal del ápice de l estilodio mostra ndo la obst rucción del ca nal secretor, el reduci do
tejido de tra nsmisión y la lignificación de dos o t res est ratos subepidérmicos de l córtex (2.5x). Fig. 7. Corte
transversal de la región media del estil odio mostrando una mayor obst rucción del canal estilar y la poca
cantidad del te jido de transmisión (2.5x). Fig. 8. Corte transversal de la región basa l de l estilodio
most rando un mayor número de cé lulas mucilaginosas con respecto a las pres entadas en la base del estilo de
las flores femeninas de la figura 4 y el ca nal estilar complet amente cerrado (2.5x).

C: córt ex; PE: papilas est igmát icas; CE: canal estilar ; CM: células mucilaginosas; E: epider mis externa; HV:
haz vascular y. TI: tejido de transmisión;
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El ápice 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

tiñen fuertemente con azul de toluidina semejándose a aquellas del canal estilar de los

estilos de flores femeninas (Fig. 3). Au nque el canal estilar esté prácticamente cerrado,

continúa siendo un estilo de tipo hueco porque presenta diferenciación de las células de

la epidermis interna en células del canal. El te jido de transmisión que rodea al canal

estilar no resulta tan evidente como ocurre en el caso del estilo femenino, ni por tinción

ni por la forma de las células; además, no puede observarse que el tej ido de transmisión

se organice en columnas (Figs. 6 y 7).

El córtex se forma por células parenquimáticas, con un mayor número de células

mucilaginosas y donde los dos o tres estratos subepidérmicos se esclerifican. Los haces

vascula res inme rsos en el córtex pueden ser en menor número (de 4 a 6) y corresponden

a los carpelos que conforman el gineceo (Fig. 6). Estos haces no se separan por completo

entre sí, como ocurre en el estilo femenino , sino que permanecen muy cercanos unos a

otros, lo cual dificulta su visualización. La capa más externa corresponde a la epidermis

uniestratificada, formada por células isodiamétri cas de pared celular más gruesa que el

resto de los tejidos del estilodio (Fig. 6).

La región media del estilodio conserva las mismas características que la región apical,

excepto que el canal estila r es aún más reducido y hay mayor número y tamaño 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 hacía el ápice del estilodio. Al igua l que en la zona

media, existe poca cantidad de células parenquimáticas , la mayor parte del espacio es

"ocupado por cé lulas mucilaginosas de gran tama ño.

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 dist inguibles (Fig. 8).

En la Tabla 1 se resumen las diferencias más noto rias encontradas e n 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 estíto-estigma de las flores femeninas y
1 '1 d' d 1 fl li CE lId d . h Ie est íto 10 e as ores mascu mas. = cana esti aro TT= teii o e transmtsíón: HV= aces vascu ares.

CARACTERISTlCA ESTILO/ESTIGMA FEMENINO ESTILODIO MAsCULINO

"¡;j Epidermis Externa La región apical (estigma) del gineceo Uniestratificada
v femenino está formada por lóbulos
Q. Córtex + HY estigmáticos. La epidermis está Formado por células parenquimáticas,« grandes células mucilaginosas y 8'10 HV.
'" diferenciada en múltiples papilas
<:
o TI+CE estigmáticas. Cada lóbulo estigmático CEy TI muy reducido.N

presenta un corte Que rodea a un HV.

Epidermis Externa Uniestratificada Uniestratificada

'"=ti Formado por células parenquimáticas, Estratos subepidérmicos esclerificados.
Ql Aumenta el número y tamaño de células
~ Córtex + HV grandes células mucilaginosas y 10-12

'" HV mucilag inosas . Los HVno se encuentran
e claramente diferenciados.o
N TI abundante alrededor del amplio CETI+CE

de forma estelar
TT muy reducido y el CE casi obstruido.

¡¡; Epidermis Externa Uniestratificada Uniestratificada

'" Gran mayoría de células Gran mayoría de grandes células'"lO Córtex + HY parenquimáticas y muy pocas células mucilaginosas. HVdificilmente

'" mucilaginosas. HV más evidentes. distinguibles.eo El CEtiene tamaño reducido al igual queN TI+CE CEy TI sumamente reducidos
el TT.

CLONACiÓN DE UN GEN ORTÓLOGO DESTY EN O. stenopetala

Para tratar de clonar a STY en O. stenopetala se procedió a diseñar los oligonucleótidos

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

números 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 búsqueda en el GenBank.

ESPECIE
No. DE ACCESO ABREVIATURA

GENBANK UTILIZADA
E

Arabidopsis thaliana At3g51060 STYl

Arabidopsis thaliana At4g36260 STYZ

Arabidopsis thaliana At5g12330 LRPl

Arabidopsis thaliana At5g66350 SHI
Arabidopsis thaliana At2g21400 SRS3

Arabidopsis thaliana At2g18120 SRS4
Arabidopsis thaliana Atl g75520 SRS5

Arabidopsis thaliana At3g54430 SRS6

Arabidopsis thaliana Atl g19790 SRS7

Arabidopsis thaliana At5g33210 SRSB

Oriza sativa BAB64713 LRP Osa

Lycopersicum esculentum * SRS Les

0.0
ge ·2l

4e,,7

4e,42

2e.'4
5e,,7

4e,22
2e,l1

6e'21

3e·l S

5e' 19

*
"La secuencia se encuentra únicamente 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 más conservadas, las cuales se utilizaron como base para diseñar los

oligonucleótidos (Fig. 9).

LRPI

LRP O$a
SRS 8
STrLISBI

SB1
SRSJ
SRS7
SRS.5
SRS4
=1SB2
SRS6

A.STY1

B. Ollgo FORWARD

LRPl
LRP O$a
5R58
5TYLI5Bl
5HI
5R5J
5R57
5RS5
5R54
5TYLI5B2
5R56

-l00bp

C. Ollgo REVERSE

D. Secuencia de los Ollgonucle6ttdos Degenerados

STYUSH
STVF (Oligo Forward)
5' CAGCTG TCA'AGAYTG TGG RAA YCA AGC'IAA GAA AGA 3'

: STVR (Oligo Reverse) -, -
r 5~' MGCAG' GM'CCC'-AMG TGC'1YfTSA CGT'GRGT'],

Tm=59.6 'C

Tm=61.0 ' C

Figura 9. A. El esquema muestra al gen 5TY de A. tha/iana y sus dominios dedos de zinc (RING) y la región
de aminoácidos básicos (IGGH - modificado de Kuusk er al. , 2002) En B. y en C. se observan los
alineamientos a nivel de nucleótidos y de residuos de aminoácidos de las secuencias similares al gen 5TYLlSH
de A. tha/iana. Únicamente se muestran las zonas elegidas para el diseño de En B. se muestra la zona
utilizada para el oligo 5TY FORWARD, en C. la zona utilizada para el oligo STY REVER5E. Los nucleótidos
sombrados con negro son idénticos en todas las secuencias mostradas. Sombreados con gris se muestran
grupos de aminoácidos con caracteristicas similares. D. Oligonucleótidos degenerados diseñados y su
temperatura óptima de alineamiento (Tm),
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El análisis de secuencias reveló que la región mejor conservada abarca al dominio dedos

de zinc, característico de estas proteínas y otra región muy conservada, pero que no

muestra similitud significativa con algún dominio previamente reportado. El dominio

conservado de la proteína tiene una longitud total de 38 residuos de aminoácidos. Este

mismo alineamiento, pero hecho a nivel de nucleótidos, muestra un menor nivel de

conservación si se compara con la existente a nivel de aminoácidos, por esta razón fue

necesario incluir degeneraciones (ver Apéndice 1) en el oligonucleótido utilizado como

iniciador y así tener mayor probabilidad de amplificar por PCR un DNA ortólogo en O.

stenopetala.

En la Figura 9 se muestra un esquema del gen STY1 y la región flanqueada por los

oligonucleótidos diseñados. Dado que esta región muestra altos grados de conservación

en las secuencias encontradas en el GenBank, se utilizó como base para el diseño de

oligonucleótidos degenerados.

Los nucleótidos elegidos para ser parte de los iniciadores se tomaron de las zonas que

flanqueaban la región conservada, de este modo, un producto de PCR generado con

estos oligonudeótidos, tendría un tamaño aproximado de 110 pb.

AMPLIFICACiÓN DE OstSTYel' y OstSTY.!f POR PCR

Dado la imposibilidad de extraer RNA de los estilos de O. stenopetala, se purificó DNA

genómico de 30 individuos masculinos y de 30 individuos femeninos. De cada individuo se

tomó 1 ~g de DNA y se realizó 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 amplificación por PCR de los fragmentos de DNA ortólogos al gen STY

de A. thaliana. 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 tamaño correspondía con el esperado (Fig. 1DA) .

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 poseían el plásmido recombinante (Fig. 10B),

el mismo se purificó y se secuenció.
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o
PM:E r:l' !jl.

Fig. 10. A. Amplificación por PCR de un fragmento de DNA de aproximadamente 100 pares de bases usando
como molde DNA masculino (ci'l y DNA femenino (Ji! l. H¡Qrepresenta al control sin molde . B. Digestiones de
los plásmidos recomb inantes 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 ácidos nucleicos como de residuos de aminoácidos, se buscaron

diferencias en las secuencias encontradas de O. stenopetala y luego se alinearon con las

secuencias previamente reportadas que fueron utilizadas durante el diseño de

oligonucleótidos degenerados (Fig. 11).

ANÁLISIS DE SECUENCIAS

En el genoma de las plantas masculinas y en el de las plantas femeninas existe un

fragmento de DNA homólogo a los genes STYUSH de A. thaliana . La secuencia

proveniente de las plantas masculinas (OstSTYd') Y la proveniente de las femeninas

(OstSTY!f), tienen una longitud de 11 1 pares de bases y son prácticamente iguales

(99.7% de identidad), únicamente existe un cambio de bases, en la posición 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 aminoácido producido no cambia, es

decir, a nivel de residuos de aminoácidos las secuencias son idénticas. La longitud total

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

El fragmento OstSTYd' a nivel de nucleótidos tiene un porcentaje de identidad de 85.5%

con STY1 de A. thaliana, mient ras que con STY2 el porcentaje de identidad alcanza el
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77.4%. OstSTY!f. t iene un porcentaje de identidad de 84.7% con STY1 y de 76.7% con

STY2.

SRSJ ...p..¡.. GTG1'ACAl'GI'
SRS7 fooA1' CC1'CA1'A1'G.-
SHS 5 .r..;..1' CC1'CA1'A1'GA
LRP¡ .".CG AAGCAGAGGC
SRS ·; .=-.GC • ACGC".CGGGC
Srr L ! 5U2 AGC ACTCA1'I'.1'GC
LRP Os a ACe - GGCCACCAGC
SU! AGe TC1'CAG\TGA
Os tSTY ~ AGC GCGCACA1'G.'
Cls tST,' el' ".GC GCGCACATG¡'
SRSS AGC TCTCACATGI'
S7T1.. 15H l .'o.GC TTC1'CACJI.TG!'
SRS ~ GT" TTG1'TCGAM

SRs 3 . -CTTCC GCCTA
SRS ? G1'TTG GCTGC
SRS5 ~CTTTC GCTGC
LRPl C1'TTG GC1'GC
S!\S4 ; ACTCC - ATTGC
STl' 2 ATTCG GT1'GC
LRP Os a C1'TCG GCCGC
SHI CCT1'G GCCGC
OstST!" !f GTTC' GCTT;"
Os tST;' el' -GTTC!' GC1'1'A
SP.SS C1'1'CG GeTAC
ST !'"L I 5 Hl C1'TCG GC1'GC
SRS ti T ~A1'ACI' 1'TC1'1'C

Figura 11. Alineamiento a nivel de ácidos nucleicos del dominio dedos de zinc de los difere ntes genes
miembros de la familia SHI de A. thaliana y las secuencias obtenidas de O. stenopetala (OstSTYel' y

OstSTY !f l. En negro se encuentran los nucleótidos conservados en todas las secuencias. l a punta de flecha

indica el nucleótido que difiere entre OstSTYel' y OstSTY!f .

A nivel de residuos de aminoácidos la similitud entre OstSTY el' y OstSTY!f 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 proteínas de la familia de genes relacionados con SHI de A.

thaliana. Este dominio dedos de zinc comprende 31 residuos de aminoácidos cuya

secuencia consenso es Cys-X2-CYS-XrCys-X -His-X2-CYS-XrCYS-XrCys-X2-His (-X es

cualquier aminoácido- tabla 3). Estos residuos de aminoácidos que se conservan de

forma casi absoluta, (sólo la secuencia SRS8 cambia la segunda cisteína por fenilalan ina)

constituyen los ligandos probables a zinc . Esta secuencia consenso tamb ién se conserva

en las secuencias obtenidas de arroz (LRP Osa) y de jitomate (SRS Les), y en ambas

secuencias de O. stenopetala sin ningún cambio en los residuos conservados.
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Os t STY !? 11 PA
Os t STY él' 11 PA
STY Nta ¿? PA
ST YLI SHl 144 PA
SRSS ¿? PA
SHI 120 PA
SRS3 10 PA
SRSS 125 PA
SRS7 119 SA
LRPl 112 SA
LRP Os a 11 PA
SRS Le s 11

STYLISH2 94 PV
SRS 4 72 PI
SRS 6 PS

A A A A

Figura 12. Alineamiento a nivel de residuos de aminoácidos de los dominios dedos de zinc de las secuencias
relac ionadas con SHI, en el se muestra que las dos secuencias pertenecientes a O. stenopetala: OstSTY ri' y

OstSTY !?son idénticas. En negro se muestran los residuos conservados en todas las secuenc ias, en gris
aquellos residuos con caracte rísticas similares. Las puntas de flecha rep rese ntan los residuos de Cys e His
que constituyen ligandos putativos a zinc, todos ellos se encuentran conservados en O. stenopetala. Las
secuencias de aminoácidos que aparecen son: de A. thalia na (STYLlSH1 y 2, SRSl a 8, SHI y LRP1) de Oryza
sa tiva (OsaLRP) y de Lycopersicum esculentum (Les LRP).

Los fragmentos amplificados de O. stenopetala no sólo abarcan el dominio dedos de zinc

de la proteína, sino que cont inúan con ocho aminoácidos más que también muest ran un

alto grado de conservación entre todas Las secuencias, (excepto con SRS Les de La cuaL

sóLo se report a eL fragmento correspondiente al dominio dedos de zínc.). Este fragmento

no muestra ninguna similitud de secuencia con aLgún dominio func ionaL previamente

reportado y el papeL que representa en la función de estas proteínas no ha sido

determinado.

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

MOTIVO

RING e Xz e X9-]9 e Xl -] H Xz.] e Xz e ~-48 e Xz e
RING-H2 e Xz e X9-]9 e x., H Xz.] H Xz e X4.48 e Xz e
PHD e Xz e X9-Z, e XZ-4 e ~.s H Xz e X12·46 e Xz e
L1M e Xz e X 17. l9 H Xz e Xz e Xz e X ' 6.Zl e Xz.] e
STY/SHI e Xz e X7 e X, H Xz e Xz e X7 e Xz H
Ost STY e Xz e X7 e X, H Xz e Xz e X7 e Xz H
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Con las secuencias obtenidas se realizó un análisis filogenético con las secuencias

pertenecientes a otras especies, dichas relaciones fueron representadas en un árbol

filogenético (Fig. 13). En la filogenia se puede observar que las secuencias de O.

stenopetala (Ost STY) tienen mayor parecido con las secuencias STY1 y SRSB de A.

thatiana.

STYLlSH 1
,------/

SRS8

L-------Ost STY

L------SHI

SRS7

,--------------SRS3

SRSS

r---------LRP1

Osa LRP

,------Les SRS

r------,STYLlSH2

.-----------------SRS4

L-----------------SRS6

0.05

Figura 13. Análisis filogenético del dominio dedos de zinc de las secuencias relacionadas a SHI de A.
thaliana. Las secuencias de aminoácidos que aparecen son: de A. thaliana (STYLlSH1 y 2, SRS1 ·8 , SHI y
LRP1) de Oryzasativa (Osa LRP) y de Lycapersicum esculentum (Les LRP). La secuencia de O. stenopetala,
OstSTY se agrupan ju nto a STYLlSH1 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 único 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 relación filogenética como

especies, es mas cercana con ella que con A. thatiana. Sin embargo, dada la importancia

del dominio en la función de este grupo de proteínas, es lógico que los cambios que

existan sean mínimos y que aún 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, prácticamente no existen zonas conservadas (a excepción del

dominio IGGH presente en las secuenciasparecidas a SHI ; Kuusk et at. , 2002).
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AMPLIFICACIONES POR PCR INDIVIDUALES

Dado que los genes OstSTYel' y OstSTY!f fueron clonados a partir de una mezcla de DNA

de 30 individuos, existía la posibilidad de que el gen estuviera presente sólo 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 señaladas anteriormente. Los productos

de PCR formados se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5% teñido con bromuro de

etidio (Fig. 14).

A.

100 -

STY

PM 1 ~ 2 ~ 3~ 4~ 5~ 6~ ~
B.

100 -

STY

PM 1 V 2 v 3 9 4 9 59 6 9 7 9

Figura 14. Reacciones de PCR individuales para 30 individuos masculinos (A) y 30 individuos femeninos (B)
de O. stenopetata con los oligonucleótidos para STY. A. En el caso del DNA de los individuos masculinos, 5
de las 6 muestras producen un producto amplificado de -300 pb (l d'. 2d'. 4d'. 5d' Y6d'). De la muestra que
no produce amplificado (3d') se extrajo nuevamente DNA y se repitió la reacción de peR, en esa ocas ión el
resultado fue positivo (no mostrado). B. La misma situación se presentó con la muestra 1!f, nuevamente al
repetir el experimento el resultado fue positivo (no mostrado) . En todos los casos, se muestran separaciones
electroforéticas de las reacciones de PCR en geles de agarosa al 1.5% teñidos con bromuro de etidio. PM=
peso molecular en pares de bases .

En los 30 individuos masculinos hubo síntesis de un fragmento de DNA de tamaño

aproximado de 120 pares de bases, es decir, coincidiendo con el esperado (Fig. 14A), de

igual forma ocurrió con las reacciones que utilizaron como molde DNA femenino (Fig.

146). Estas reacciones, además de indicarnos la presencia del gen, son útiles para

examinar la integridad del DNA, en otras palabras, cuando el DNA de los individuos se

encuentra íntegro, la reacción de PCR para STY produce fragmentos de 120 pares de

bases aproximadamente.

Cuando no existió producto de amplificación para STY, fue necesario volver a purificar

DNA genómico del individuo analizado y utilizar éste como molde para una nueva

reacción de PCR. En los casos en los que fue necesario repetir el experimento, con el

DNA recién purificado siempre hubo formación de producto (geles no mostrados),
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indicando que el fragmento si está presente en el genoma del individuo y que la falta de

producto se debe a degradación del DNA utilizado en los experimentos donde no se

observa el fragmento.

CLONACiÓN DE UN GEN ORTÓLOGO DE CRC EN O. stenopetala

De la misma manera que con STY, se procedió a buscar secuencias similares a CRC de A.

thaliana. Se tomaron en cuenta aquellas secuencias con valor de Es3e'06
• Los números de

acceso en el GenBank de las secuencias, así 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 búsqueda de secuencias
homólogas al gen CRCdeA. thaliana.

ESPECIE No. DE ACCESO ABREVIATURA E
GENBANK UTILIZADA

Arabidopsis thaliana NP177078 CRC Ath 0.0
Arabidopsis thaliana NP566037 FIL Ath 2e'21

Arabidopsis thaliana AAD33716 YABBY2 2e'2~

Arabidopsis thaliana NP567154 YABBY3 3e'06

Arabidopsis thaliana AAF22893 YABAth ge·1O

Chrysanthemum x morifolium AA022990 YABCxm 1e·2~

Driza sat iva CAD41514 YAB Osa 1e'17

lea mays AAP79885 YAB lma ge'16

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

diseñaron los oligonucleótidos. La primera de ellas corresponde a un dominio dedos de

zinc en la región N-terminal, el segundo dominio se encuentra en la región ( -terminal y

corresponde al dominio YABBY, éste forma una estructura de t ipo hélice-asa-hélice. De

cada una de estas dos regiones conservadas se eligió una zona para el diseño de

oligonucleótidos degenerados, para lo cual se hizo otro alineamiento con las mismas

secuencias, pero ahora a nivel de nucleótidos, los cuales no tienen un nivel tan alto de

conservación , por lo que fue necesario incluir degeneraciones en los oligonucleótidos

(ver Apéndice 1) para tener mayor probabilidad de clonar el gen ortólogo en O.

stenopetala. Un producto de PCR que se genere a partir de estos oligonucleótidos,

deberá tener un tamaño aproximado de 390 pb.
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G

DOMINIO
DEDOS DEZINC DOMINIO YAB8YA.CR:9~

YABBY2 Aee,T ' G ;
CRASS CLAJf ~ ce - G :: '.
YAB CXm ce ', G

YABBY) t A
FIL v
YAB CXm r
YAB 0". r z

YAB ZJu e .¡

CRABS CLAW
YAB Atb r
YABBY2 I r

D. Secuencia de los OIigonucleótidos Degenerados
ICRAB5 CLAW

Figura 15. A. Representación esquemática de un gen YABBY (modificado de Siegfried et ai., 1999), en el se
muestran el dominio dedos de zinc y el dominio YABBY y B. alineamiento a nivel de nucleótidos y
aminoácidos de las regiones más conservadas de las secuencias obtenidas del Banco de Genes con mayor
similitud a CRC de A. tho/iono. En B. se muestra la zona utilizada para el oligo CRC Forword y en C. la zona
utilizada para el oligo eRC Reverse. Los nucleótidos sombreados con negro son idénticos en todas las
secuencias mostradas, en D. se muestran las secuenc ias de los oligonucleótidos degenerados diseñados y su
temperatura óptima de alineamiento (Tm),

AMPLIFICACiÓN DE CRC EN O. stenopeta/a

Dado que CRC en A. thaliana tiene expresión específica en la flor y ante la imposibilidad

de purificar RNA de estilos de O. stenopetala, se decidió trabajar con

DNA genómico de plantas femeninas y masculinas de O. stenopetala como molde para

llevar a cabo las amplificaciones por PCR y así clonar un fragmento de DNA homólogo a

CRe. Para las reacciones de amplificación se utilizaron los oligonucleótidos 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 amplificación. Existen dos posibilidades

por las que esto puede ocurrir, la primera es que los oligonucleótidos no funcionen

correctamente , o bien, la segunda opción es que no exista un fragmento de DNA similar

al dominio YABBY en el genoma de O. stenopetala.

Para descartar la primera posibilidad se purificó 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 tamaños aparentes de 1800 y 900 pares de bases (Fig. 16).

Dado que el fragmento amplificado a partir de DNA genómico de A. thaliana esperado es

de 928 pares de bases, se decidió clonar únicamente el fragmento de este tamaño.

o
PM CRc:E

Figura 16. Separación electroforética de los productos de amplificación por PCR de un fragmento de CRC a
part ir de DNA genómico de A. thaliana. El producto clonado y secuenciado fue el de tamaño aproximado de
900 pares de bases . PM= peso molecular en pares de bases . H20= control sin molde.

La secuencia obtenida es prácticamente igual a la secuencia genómica reportada en

www.arabidopsis.org de CRC (Fig. 17). Únicamente se presentan 11 cambios de

nucleótidos en toda la secuencia y 5 de ellos se localizan en la zona de los

oligonucleótidos degenerados. Este resultado avala la funcionalidad de los

oligonucleótidos diseñados, por lo que es probable que lograra amplificar un fragmento

de DNA homólogo 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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TTTGGTGG;'~GTGACTATAAG~;GGG~;GCTCTTCTTCTTCCTCTTCCTCCACCTCCAGC

TTTGGTGG~~GTGACTAT;~G~;GGG~;GCTCTTCTTCTTCCTCTTCCTCCACCTCCAGC

;TCTACACACATATATAGGTTGGGATACCATTG;'~GAG~;TGCTTGACACGGTr_;CGGTG

ATCTACACACATATATAGGTTGGGATACCATTG;~GAG~;TGCTTGACACGGT;~CGGTG

TTCTGACTCCTTTTTCTTCTAT~~;CTT~;TCACTATCTACATATATATGATTATCTGT!

TTCTGACTCCTTTTTCTTCTAT&;ACTT&;TCACTATCTACATATATATGATTATCTGTI

ATA! :TTGCATGACCeTATA TATGTTGAT.~;TATCACATACATG CT.~;GCTATACATA!

ATA1 :TTGCATGACCCTATATATGTTGATAATATCACATACATGCT~;GCTATACATAT

CTTCATCTTTTT TTGA~;C~~;ATATAr

:TTCATCTT TTTTTG~~;CAAAATATArT

JCGGT.;;'~¡TATTACCTACATATAAG;'~GATATAT~;GCATA~

JCGGT~~;TTATTACCTACATAT~;G;'~GATATAT~~GeATAí

~.;;.r.;T~;TTTAG

AAATAT.;';TTTAG

GAACATCTTTGGTATTGTAGCTCCTGAGAA~~;GCAGAGGCTCC CATCTGCATACAACCG

G~;CATC TTTGGTATT GTAGCTCCTGAGAAG AAGCAGAGGCTCCCATCTGCATACAACCG

CTTCATGAGGTTT~~C CTTTGACATATACTCTTTAGTTCCAAG TT.;;"TTATG&;ATTTA;

CTTCATGA GGTTTAACCTTTGACATATACTC TTTAGT TCC~~GTT&;TTATG&;;"TTT&~

JACCAGeCeeeATeTceeTeAccMCCCTTTGTCGTC;'_;AeGT;'~ TT~;GeTTATTACeA!

JACCAGCCCCCATCTCCC TCAC C ~CCCTTTGTCG TC.~;ACGT.;;'.TT.~;GCTTATTACCA!

JTTAGCCTC ACCCTTCAGGTATAT .~;CACTTGTGTT ATAGTTATACATACGAG T1'.TAAT1

GTTAGCCTCACCCTTC AGGTATAT~~CACTTG TGTTATAGTTATACATACGAGT1'.TAAT!

TGTTGTTTATGTTA TATATATATATATTTCTTC~~;TT TTCGAGC T.~;TTTGT~;CCG;

TGTTGTTTATGTTAT ATATATATATATT TCTTC;'JL;TTTTC GAGCTr_;TTTGT~;CC G;

~;ATGCGGCCATT GTGGT~;CCTCTCGTTT CTCACCACAr.CTCCTCCTCTTC.;AGGCC AT
I
~;ATGCGGCCATTGTGGT~;CCTCTCGTTTCTCACCAC;'_;CTCCTCCTCTTC.;AGGCCA1

Te
e TC

:TTTTTATAC&;;~JL; CTGATACT~;GCC~;TCTTTGTTTT .;ACTAAGCAGATGCAGAGe

:TTTTTAT1'.C;'_~;CTGATACT~;GCC~;T CTTTGTTTTAACTAAGCAGATGCAGAGC

El

.:'r ." ese e.u·.
rs c- scc

.-1 :::l es ..:.: DNA
C?C - ~: 8~

Ath CRC DN.~.

C;'C - S:JG

.:'.l..1 ct«: DN.~.

C:;.c - SC:;

.'!~h ... ....L DNA
CRC - ~4 ~C

.4t il CRC DNA
c!'<c-c,oo

.~~h CHC DNA
CRc-9D:;

.~ t,1 ese DNA
eRe - 9aG

Ach CHC DNA
CRC - ~ O U

.-it ."'! CRC DNA
CRc- 9GG

.:;. t h ese DN;"
CRC - ~C ü

.-'irh ese DN.;
C?C- 9 ::: ~

.'; t ll CRe DNA
C!,.C- ':jO;';

.:"'rh ~" .~ ..-:, D:,;'.
(' ;:;.(' -40::;

Figura 17. Alineamiento a nivel de nucleótidos del fragmento de DNA genómico de A. thaliana utiliz ando los
oligonucleótidos degen erad os diseñados (CRC·900) y la secuencia genómica reportada (Ath CRC DNA). Ambos
fragmentos son prácticamente idénticos con sólo 11 cambios encontrados (bases no sombreadas) , de los
cuales 5 se localizan en las regiones de los oligonucleótidos degenerados. En negro se muestran los
nucleótidos idénticos en ambas secuencias.
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CLONACiÓN DE UN GEN ORTÓLOGO DE T5L EN O. stenopetala

Se realizó una búsqueda de secuencias similares a TSL de A. thaliana y se eligieron

aquellas que presentaron los mayores niveles de similitud (Es1e·96
) . En este caso se

consideraron secuencias provenientes de animales y plantas para realizar el análisis . En

la tabla 5 se muestran las secuencias utilizadas, la especie de la que provienen, así como

el número 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.

ESPECIE

Arabidopsis thaliana

Driza sativa

Triticum aestivum

Nicotiana glutinosa

lea mays

lea mays

Danio rerio

Danio rerio

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens
Mus musculus

Mus musculus

Caenomabditis elegans

Orosophila melanogaster

No. DEACCESO

GENBANK

At5g20930

AAL58952

AY847708

AAM94621

TOOl185

TOOl186

AAK52417

AAK52418

AAH32657

NP036422

BAA20562

BAA20561

AAC02226

NP766252

540704

AAD55423

ABREVIATURA

UTILIZADA

Ath TOUSLED
Osa TLK

Tae TLK

Ngl TLK

lma TLK1

lma TLK4

Ore pKU-a

Ore pKU-¡3

Hsa TLK

Hsa TLK1

Hsa pKU-¡3

Hsa pKU-a

Mmu TLK

Mmu TLK1

Cel TLK

Omel TLK

E

0.0

0.0

0.0
le-U?

1e'" l

le-I09

le' I06

le-l OS

le-106

le-lOS

1e'IOS

le-lO.

le-lOS

le-lOS

1e'I OO

le-96

A nivel de residuos de aminoácidos, se localizó una amplia región altamente conservada,

correspondiente al dominio catalítico de cinasa (Fig. 18). Las secuencias de maíz fueron

utilizadas a pesar de que son secuencias parciales que no cubren la totalidad del

dominio catalítico, dichas secuencias no fueron utilizadas en los alineamientos a nivel de

nucleótidos 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 asignó mayor peso a las secuencias pertenecientes a plantas.
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El producto amplificado mediante PCR utilizando dichos oligonucleótidos se predice

tendría un tamaño aproximado de 300 pb.

1 bU

A.At~~~c.:bo~mR~B. Ollgo FORWARD
Bsa TLKl o • C TGAA Cl T-T G T T
Bsa TLK i\C TGAA :1 G 1
Bsa pKU- J~ C GAA ~1 G ': 1
Hnu TLKl i\C TGAA ~1 ~ -T :;

Ore pKU- J} TC TGAG - , "

Hnu TLK e TGAA -T
Ore pKU- u e GAG - T
Ath TOUSLEO T AGT TGC T

Osa TLK i\T AGT TGC "\

Ngl TLK e TAGT TGC '"
Hsa TLKl
Hsa TLK
Hsa pIro-~

Hnu TLKl
Ore pIro- ~

Hnu TLK
Ore pIro-U.
Ath TOUSLED
Osa TLK
Ngl TLK

D. Secuencia de los Oligonucleótidos Degenerados
TOUSLED

TSLFJ9Iig()J :grIVi!r ci) ___ _." ----- --
5' GAR TAY TGY AGT GGI AAR GAI crr GAT GC 3'
TSLR (Oligo -Reveáe)
5' GGTARR rAe CAl crr CCAGCT CCC:-TG 3'-

1

Tm;61.6 ·C j

Tm ;63. TC '

Figura 18 . A. Representación esquemática del gen TSL de A. thaliana (modificado de Silljé et ol. , 1999) y el
alineamie nto de las secuencias de nudeótidos encontradas en el GenBank y ut ilizadas en el diseño de los
oligonudeótidos degenerados. CATrepresenta al dominio catalítico de la proteí na. B. Zona correspondiente
al oligo [otward, C. Zona correspondiente al aligo reverse. En ambos oligonudeótidos , las degeneraciones
fueron elegidas dando mayor peso a las secuencias de plantas. En negro se encuentran los nudeótidos
conserv ados en todas las secuencias. los huec os en los alineamientos son indica das por guiones. D.
Secuenci a de los oligonudeótidos degenerados diseñados y su temperatura óptima de alineam iento (Tm).

AMPLIFICACiÓN DE OsrT5Lci" y OsrT5L.!f POR PCR

La clonación de fragmentos ortólogos al gen rSL en O. stenopetala se realizó 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 clonó un segmento de DNA que codifica al dominio de cinasa de

TSL, y a que el cONA de TSL en A. tha/iana es de aproximadamente 2.0 Kpb, se buscó un

tejido de O. stenopeta/a donde se expresara el gen y que no presentara problemas para

la extracción de RNA total.

Con los protocolos ensayados para la purificación de RNA no fue posible recuperar RNA

total del estilo/estigma debido a la gran cantidad de pect inas que contienen. Este no

fue el caso para la purificación de RNA de los estambres de O. stenopeta/a de flores

masculinas y de flores femeninas, lo cual fue út il para clonar un cDNA de T5L en O.

stenopeta/a , ya que los reportes indican que los patrones de expresión de este gen no se

limitan al gineceo , sino que se expresa en todos los órganos de las plantas.

Se logró 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 observó un producto de amplificación de aproximadamente 300 pb (Fig. 196). El

fragmento proven iente de RNA de flores masculinas se denominó cONAOstT5Lo",

mientras que el proveniente de RNA de flores femeninas cDNAOstT5L~. Es de notarse ,

que existe mayor cantidad de molde en la reacción con cONA femenino que en la

reacción de cDNA masculino , sin embargo, el producto de amplificación es de mayor

intensidad en la reacción con cONA masculino. Aunque con este resultado no se puede

asegurar, es probable que exista expresión diferencial a nivel de estambres masculinos y

estambres femeninos. Esto nos lleva a pensar que probablemente algo similar ocurra en

los estilos de O. st enop eta/a, de modo que se esté afectando el desarrollo del gineceo.

• Secuencias provenientes de DNA

Para amplificar por PCR un DNA ortólogo a T5L de A. tha/iana en O. stenopeta/a, se

utilizó como templado una mezcla de DNA que contenía un Ilg de DNA de cada uno de los

30 individuos masculinos, y otra mezcla con un Ilg de cada uno de los 30 individuos

femeninos. El resultado de la amplificación fue un fragmento de tamaño aproximado de

300 pb (Fig. 19C) tanto en la reacción con DNA femenino como en la reacción con DNA

masculino.
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A.

285
185

B.

300

c.

300

Figura 19 . A. RNA tot al de estambres de flores masculin as (0') y de fl ores femeninas ( !?-)de O. stenopetala.
Las subunidades 285 y 185 demuestran la integridad del RNA. Electroforesis en gel desnaturalizante de
agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio. B. Separación electroforética del producto de PCR
correspondiente a un fragmento del gen T5L de O. stenopetala, usando como molde cDNAci" o cDNA~ . C.
Productos de PCR utilizando como molde DNAgenómico de plantas masculi nas o femeninas. En ambos casos
gel de agarosa al 1.5%teñido con bromuro de et idio -, PM= peso molecular en pares de bases. H20 representa
a la reacción sin molde (control).

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

transformar células de E. eolio Se purificaron los plásmidos recombinantes (Figs. 20A y

20B) Y fueron secuenciados, las secuencias obten idas (OstT5Lci" y OstT5L~) fueron

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

A.

300

PM el' ~ B.

300

Figura 20. Digestión con la enzima de rest ricción EcoRI de los plásmidos de
pGEM+Easy que contienen el DNA de interés, en todos los casos el tamaño correspond e con el esperado
(300 pb). En A. el fr agmento de DNA liberado corresponde al amplificado con el molde de DNA genómico
masculino (0' ) o femenino ( !?-), mientras que en B. proviene del cDNA de estambres de flores masculinas (0')

o de estambres de flor es femeninas ( !?-). En todos los casos, separación electroforética en gel de agarosa al
1. 5% teñido con bromuro de etidio. PM= peso molecular.
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ANÁLISIS DE SECUENCIAS

Tanto OstT5Lci" como OstT5L!f tienen un tamaño de 288 nucleótidos y son idénticas

entre sí a este nivel y por tanto , también a nivel de residuos de aminoácidos.

Entre cDNAOstT5Lci" y cDNAOstT5L!f, existe un 100% de identidad a nivel de ácidos

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

residuos de aminoácidos (Fig. 22). De este modo y dado que las secuencias OstT5Lci"

como OstT5L!f son idénticas a cDNAOstT5Lci" y cDNAOstT5L!f para los siguientes análisis

se les considera como una sola secuencia denominada OstT5L. El poder obtener la

clonación del fragmento a partir de cDNA resulta muy satisfactorio ya que abre la

posibilidad de la clonación del gen completo de T5L en O. stenopetala.

El porcentaje de identidad de OstT5L con la secuencia reportada de T5L de A. thaliana a

nivel de ácidos nucleicos es de 77%y de un 87.5%a nivel de residuos de aminoácidos.

A continuación , las secuencias T5L de o. stenopetala fueron alineadas con las secuencias

de A. thaliana (Ath TOU5LEO) y con otras secuencias reportadas de genes ortólogos en

distintas especies de plantas como son: Oriza sativa (Osa TLK), N. glutinosa (Ngl TLK) Y

lea mays (Tae TLK) a nivel de ácidos nucleicos y aminoácidos, sólo de aminoácidos: lea

mays (lmaTLK1 y lmaTLK4) y secuencias pertenecientes a animales como: Oanio rerio

(Ore pKU-a y Ore pKU-~) , M. Musculus (Mmu TLK y Mmu TLK1), Homo sapiens (Hsa TLK1,

Hsa TLK2, Hsa pKU-a y HsapKU- ~) , C. eiegans (Cel TLK) yO . melanogaster (Omel TLK).

Es notable el grado de conservación que se encuentra dentro de las secuencias

pertenecientes a animales y plantas a lo largo del dominio catalítico de las proteínas

TLK's. De un total de 101 residuos de aminoácidos, se presenta un 48%de identidad y un

65%de similitud . Al comparar las secuencias de aminoácidos 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

aminoácidos 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 múltiple de las secuencias de nucleótidos de OstT5L de O. stenopetala con las
secuencias de ortólogos al gen T5L reportadas para plantas . En negro se muestran los nucleótidos idénticos
e n todas las secuencias. Las TLK's representadas son: A. thaliana (Ath TOU5LED) . N. glutinosa (Ngl TLK).
ar roz (Osa TLK) . maíz (Zma TLKl y Zma TLK4) y t rigo (Tae TLK). Los huecos en el al ineamiento están
referidos con guiones.
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Ce ] 'r'LK
t-unu TLK
Dr e p KIJ - n
Usa :' LK
Dme l TLK
Mm u TLKl
Usa TLKl
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Os tTS L á"
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Figura 22. Alineamiento de las proteínas putativas de O. stenopetolo con los f ragmentos correspondientes al
dominio catal ítico de proteínas homólogas a TSL de A, chal/ano , En negro se encuentran los residuos
idénticos en todas las secuencias y en gris aquellos residuos que forman grupos con características similares .
Los huecos en el alineamiento están indicadas con guiones. Los nombres de las secuencias pertenecen a
humano (Hsa TLK1, Hsa TLK, Hsa pKU,u y Hsa pKIJ.¡I), ratón (Mmu TLK y MmuTLK1) , pez cebra (Ore pKU,u y
Ore pKU-f\), mosca de la f rut a (Omel TLK), C. elegans (Cel TLK), A. tnoltana (Ach TÜU5LED), N. glutinosa
(Ngl TLK), arroz (Osa TLK), maíz (Zma TLK1 y Zma TLK4) y trigo (Toe TLK).
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Con el propósi to de encontrar la especie cuya secuencia tuviera mayor similitud a las

secuencias de O. stenopetala, se decid ió realizar un anális is filogenético con las

secuencias de amin oácid os de los fragm entos de las proteínas TLK's pertenecientes

tanto a especies vegetales y animales (Fig. 23). En él se observa claramente una

separación 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 maíz, 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 ramificación . Las secuencias

de O. stenopetala se agrupó con las secuencias de maíz, 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. glutin osa.

Hsa TLK1

OrepKU-p

Mmu TLK1

Hsa TLK

HsapKU-p

HsapKU-a

Mmu TLK

A Ore pKU-a
L- Dmel TLK

L-- --------Cel TLK

p

0.1

L-- - - --- ------ Zma TLK1

Figura 23. Árbol filog enético de los f ragmentos correspondientes a los dominios de cinasa de las prote inas
homólogas a TSL de A. thaliana. Secuencias pertene cientes a plantas (P) son agrupadas aparte de las
pertenecientes a animales (A). La secuencia de O. stenope tala (Ost TSL) t iene mayor parecido con las
secuencias de trigo, arroz y maiz. Las TLK's representad as son: de humano (Hsa TLK1, Hsa TLK, Hsa pKU-a y
Hsa pKU-P), de ratón (Mmu TLK y MmuTLKl 1, del pez cebra (Ore pKU-a y Ore pKU-P), de la mosca de la fruta
(Omel TLKI de C. eiegans (Cel TLK), A. thaliana (Ath TOUSLED), N. glutinosa (Ngl TLK), arroz (Osa TLK),
maíz (Zma TLKl y Zma TLK4) y trigo (Tae TLKI.
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La separación de las secuencias TLK's de animales y plantas util izando el dominio

catalítico, también se presenta cuando el mismo análisis se realiza con las secuencias

completas disponibles (Fig. 24). Lamentablemente, no se conocen las secuencias

completas de maíz ni las de O. stenopetata, así que no se muestran en el árbol ; sin

embargo, aún cuando se incluyan estos fragmentos en este análisis, el resultado es el

mismo. Las secuencias de trigo y de arroz se mantienen agrupadas de la misma manera

que en e l análisis de los dominios catalíticos, por lo que es posible que la secuencia

completa de OstTSL también se agrupe como estas proteínas.

Hsa pKU-{J

Hsa TLK

L-_ _ Ore pKU-{J

,- --j '---- Ore pKU- a

Hsa pKU-a

Mmu TLK

L------- - - - - - - -- Omel TLK
L- Gel TLK

p
,------- Ath TOUSLEO

Tae TLK

Osa TLK

0.1

Figura 24. Análisis filogenét ico de las secuencias de aminoácido s completas de TLK's de animales y plantas.
Se muestra el mismo pat rón de agrupamiento que el árbol filogenét ico de los fragmentos de los domin ios
catalíticos, es deci r, secuencias provenientes de animales (A) son separadas de las proven ientes de plantas
(P) . las TLK's representadas son: de humano (Hsa TLK1, Hsa TLK, Hsa pKU·a y Hsa pKU-~), de ratón (Mmu
TLK y MmuTlK1 ), del pez cebra (Ore pKU-a y Ore pKU ' ~) , de la mosca de la fruta (Omel TLK) de C. elegans
(Cel TLK), A. thali ana (Ath TOUSlED), N. glutinasa (Ngl TLK), arroz (Osa TLK) y trigo (Tae TLK).

Puesto que las secuencias de plantas muestran muchas similitudes ent re si, se inte ntó

clonar un fragmento de mayor tamaño en O. stenopeta/a, para ello se diseñaron nuevos

oligonucle ótidos y se realizaron reacciones de PCR usando como molde el DNA de plantas

masculinas y femeninas . Los oligonucleótidos fueron diseñados a partir de una región de

aproximadamente 700 pares de bases del gen TSL de A. thaliana. Sin embargo, no hubo

amplificación a partir del DNA total de O. stenopeta/a, por lo que se decidió realizar

combinacion es de oligonucleótidos: para una reacción se utilizaron uno de los utilizados

[otward para amplificar el fragmento de aproximadamente 300 pares de bases con el
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aligo reverse destinado a amplificar el fragmento de 700 pares de bases y en otra

reacción a la inversa. Tampoco en esta ocasión se obtuvo ningún producto de

amplificación. Estos resultados se pueden explicar de la siguiente forma: la primera

supone un mal funcionamiento de los oligonucleótidos en las reacciones de amplificación

debido a un mal diseño, la segunda es que no existieran zonas similares en el genoma de

O. stenopetala con las cuales pudieran alinear estos oligonucleótidos y empezar las

reacciones de ampl ificación y por último, que el producto a ser amplificado tenga un

tamaño demasiado amplio debido a la existencia de uno o varios intrones y que la Taq

polimerasa utilizada no pueda llevar a cabo la reacción por su baja procesividad. Para

descartar el primer supuesto se realizaron amplificaciones por PCR usando como molde

cDNA de botón floral de A. thaliana, el resultado fue un producto amplificado de 690

pares de bases, el cual se clonó y secuenció. La secuencia de este producto de PCR fue

esencialmente la misma que la reportada en la base de datos para T5L de A. thaliana

(Fig. 25).
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Figura 25. Alineamiento a nivel de nucleótidos de la secuencia parcial de TSL generada con los
oligonucleótidos TSL700F y TSL700R utilizando como molde cDNA de botón floral de A. thaliana. Ambos
fragmentos son prácticamente idénticos. En negro se muestran los nucleótidos completamente conservados
en ambas secuencias. Este fragmento del gen corresponde a casi la totalidad del domin io catalítico de la
cinasa TSL.
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La secuencia de AthTSL-700, sólo presenta 2 cambios de nucleótidos con la secuencia

reportada de TSL. Este resultado lleva a la conclusión de que el funcionamiento de los

oligonucleótidos es correcto y que las zonas utilizadas para diseñar los oligonucleótidos

(conservadas en las secuencias de plantas), podrían ser diferentes a las de O.

stenopetala.

AMPLIFICACIONES POR PCR INDIVIDUALES

Para evaluar la presencia/ausencia de OstTSL en individuos de una población natural se

realizaron reacciones de PCR utilizado como molde DNA individual de 30 plantas

masculinasy de 30 plantas femeninas (Fig. 26).
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Figura 26. Reacciones de PCR individuales para 30 individuos masculinos y 30 individuos femen inos de O.
stenopetala (sólo se muestran 6 mascu linos y 7 femeninos). En A. se observa un producto de amplificac ión
en 4 de las 6 muestras masculinas most radas (lci", 2ci" , 4ci" Y6ci" ) con un tamaño de 300 pb. B. El DHA de los
mismos 6 individuos masculinos produce un producto de amplificación cuando se ut ilizan los oligonucleótidos
de STY de aproximadamente 100 pb. En el caso del DHA de los individuos femeninos. C. En 4 de las 7
muestras se sintetiza un producto ampl ificado de -300 pb (2 ~, 3~ , 4 ~ , 6 ~ Y7 ~). Las dos muestras que no
producen amplificado (1~ Y 5Ji! ) con TSL, si lo producen cuando se util izan los oligonucleótidos de STY. D.
El producto de -100 pb está presente en todas las muestras femen inas. En todos los casos, se muest ran
separaciones electroforéticas de las reacciones de PCR en geles de agarosa al 1.5%teñidos con bromuro de
eti dio.

De los 30 individuos masculinos, en 17 de ellos se sintet izó un producto de amplificación

de OstTSL, mientras que en los individuos femeninos el número fue de 23. Este no fue el

caso de OstSTY, ya que todos los individuos masculinos y femeninos presentan
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amplificación para este gen. Es notable que en algunos individuos masculinos y

femeninos no fue posible amplificar un producto de PCR, esto podría 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 situación se vuelve poco probable .

Para confirmar la presencia de OstTSL en el genoma de o. stenopetala, se realizó un

ensayo tipo Southern-Blot, en el que se utilizaron 10 ~g de DNA digerido con EcoRI de

una mezcla de DNA de 30 individuos femeninos y de la mezcla de 30 masculinos. Como

sonda de DNA se ut ilizó el fragmento amplificado de OstTSL!?- marcada con 32p[dCTP] .

En la Fig. 27 se observa que la sonda hibridó 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 única en el genama de O. stenopetala .

Figura 27 . Southern Blot de OstTSL. La hibridación más clara se produce con un
fragmento proveniente del genoma masculino (ci") de apro ximadamente 2 kilobases. La
hibridació n de la sonda en el genoma feme nino ( !f) no es clara probablemente a que no
es específica. Aunque este resultado no pudo mejorarse, es claro que en el genoma de
las plantas masculinas sólo existe una copia del gen OstTSL.



63

DISCUSiÓN
ESTRUCTURA DEL ESTILO/EsTIGMA EN O. stenopetala

Los procesos de diferenciación sexual conllevan a cambios anatómicos y estructurales en

las flores femen inas y mascul inas en O. stenopetala. En etapa de antesis, son notorios

los cambios morfológicos a simple vista. El gineceo de las flores femeninas está

compuesto de ovario, con múltiples óvulos funcionales, estilo y lóbulos estigmáticos con

múltiples papilas estigmáticas. Por otro lado, el gineceo de las flores masculinas

presenta un ovario reducido en e l cual pueden existir algunos óvulos escasamente

desarrollados , y el estilo termina en punta debido a la carencia de tejido estigmático

(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

atención a los óvulos únicamente y han dejado de lado al estilo y al estigma.

En O. stenopetala existen marcadas diferencias estructurales entre el estilo/estigma de

las flores masculinas y el de las flores femen inas. Las más evidentes se relacionan con la

no diferenciación estigmática en flores masculinas, las características del canal estilar al

centro del estilo, la cantidad de tejido de transmisión, el número de células

mucilaginosas y los haces vasculares.

Hasta el momento el único reporte estructural completo del estilo-estigma de alguna

cactácea hermafrodita que nos permita realizar un análisis comparativo, es el realizado

por Parada (2004) en Mammillaria san-angelensis y M. haageana. Estas dos especies

presentan un canal estilar muy evidente hacía la región estigmática, el cual

paulatinamente disminuye su tamaño de modo que en la región media el estilo es

completamente sólido y continúa así hasta la base del estilo.

Existen dos reportes más en los que se mencionan la estructura del estilo y del estigma.

El primero se presenta en Mauseth (1988) y es únicamente un corte transversal de estilo

de la cactácea Homalocephala texensis. En él se encuentra la presencia de un canal

estilar de pequeñas dimensiones. Alrededor de él se encuentra el tejido de transmisión,

el cual se compone de una epidermis interna (la cual se proyecta hacía el canal estilar) y

varias capas adyacentes de mesófilo (córte x). Las tres cactácaeas anteriores son

hermafrod itas y aunque pertenecen a una subfa milia diferente (Cactoideae ) a la que

pertenece o. stenopetala (Opuntioideae) , algunas de las características estructurales de

los estilos se observan en O. stenopetala.
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El segundo reporte resulta de mayor interés ya que se trata de una cactácea trioica:

Canso/ea spinosissima (Strittmatter et al. , 2002), que además pertenece a la misma

subfamilia (Opuntioideae) que O. stenopeta/a. En él se reportan tres morfas sexuales,

femenino, masculino y hermafrodita , los tres presentan estigma pentalobulado y en un

corte transversal el estilo se compone de epidermis externa, córtex (formado de

parénquima) , cinco haces vasculares, tej ido de transm isión, células mucilaginosas y un

canal estilar rodeado de un estrato epidérmico glandular. Los autores mencionan que el

estilo es de tipo semisólido (Strittmatter et al., 2002). Lamentablemente, no se reporta

a que nivel del estilo se realizó esté corte y es el único de estilo que presentan.

En todas estas especies se reporta la presencia de un canal estilar, el cual varía

dependiendo de la región del estilo que se analiza . En M. san-atigeiensis y M. haageana

se localiza sólo en el ápice del estilo y desaparece hacia la base (Parada , 2004). En el

estilo de las flores femeninas de O. stenopeta/a ocurre algo similar, en la parte apical y

media, el canal estilar se encuentra más abierto que en la parte basal , donde casi se

encuentra completamente cerrado pero aún está presente. En el estilodio de las flores

masculinas, el espacio generado por el canal estilar es mínimo y así permanece a lo

largo de esta estructura.

En la parte media y basal del estilo de M. san-angetensis, M. haageana (Parada, 2004) y

en H. texensis (Mauseth, 1988) se reporta la presencia de tejido de transmisión, además

de que los haces vasculares se encuentran inmersos en el córtex. Estas mismas

características se encuentran en los estilos femeninos y estilodios masculinos de O.

stenopeta/a.

El estilo que se presenta en los tres morfas sexuales de C. spinosissitna resulta más

parecido estructu ralmente al estilo de las flores femeninas que al estilodio de las flores

masculinas de O. stenopeta/a. En ambas , el canal estilar es evidente , hay presencia de

tejido de transm isión, las células mucilaginosas en el córtex no son abundantes y la

epidermis externa es uniestratificada. '*
Los haces vasculares en el estilodio de O. stenopeta/a tienen una distribución 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 transmisión se

encuentra reducido y a que el canal est ilar -está obstruido , mientras que en los estilos

femeninos se encuentran dispersos en el córtex e intercalados con células mucilaginosas .
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No hay alguna descripción de estilo de especies unisexuales en cactáceas, 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).

OstSTYd' y OstSTY.!j? SON GENES ORTÓLOGOS A STY DE A. tnatiana

El desarrollo de las flores y de los órganos que la conforman, depende de una serie de

procesos que involucran la correcta y oportuna diferenciación de tipos celulares

específicos. Durante estos procesos, la participación de determinados genes, tal como

los genes STY1 y STY2, puede ser vital para la correcta formación y desarrollo del estilo

y del estigma.

En el caso de STY1 de A. thaliana provoca cambios morfológicos restringidos al gineceo,

los cuales se manifiestan por una disminución en la producción de células estilares y

reducción del tejido estigmático (Kuusk et al. , 2002).

Una situación similar, aunque con un fenotipo más dramático ocurre en el gineceo de las

flores masculinas de O. stenopetala, en las cuales hay disminución en la cantidad de

tejido estilar (comparado con el gineceo de las flores femeninas), y ausencia total de

tejido estigmático. Por lo que existe la posibilidad de que un gen similar a STY1, esté

cumpliendo las mismas, o muy similares funciones en esta especie . Ésta hipótesis supone

que un alelo de OstSTY en las plantas masculinas podría estar mutado afectando su

secuencia o su nivel de expresión comparado con el alelo silvestre de OstSTY de las

plantas femeninas; de esta manera , al estar suprimida o disminuida esta función durante

el desarrollo del gineceo en las plantas masculinas de O. stenopetala, este alelo sería

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 homólogos a genes miembros de la familia SHI de A. thaliana. Las proteínas

codificadas por los miembros de la familia génica SHI están 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

función desconocida. La secuencia de dedos de zinc es similar a la del dominio anillo

dedo de zinc, otro dominio de unión a zinc, el cual facilita las interacciones proteína-



66

proteína y ha sido encontrada en proteínas que intervienen en la transferencia de

ubiquitina a proteínas blanco y durante la represión transcripcional (Borden , 2000 citado

en Kuusk, 2003).

Los fragmentos de secuencias provenientes de plantas masculinas y de plantas femeninas

en O. stenopetala son prácticamente idént icos, sólo existe una diferencia a nivel de

nucleótidos que no ocasiona un cambio de residuos de aminoácidos en la cadena

proteica putativa. Esta proteína tiene mucha similitud con la región de aminoácidos de

los miembros de la familia de genes SHI de A. thaliana correspond iente al dominio anillo

dedo de zinc . En él, se han identificado los residuos de cisteína e histidina que

constituyen probables ligandos del zinc, estos residuos no se encuentran conservados en

todas las secuencias pertenecientes a A. tholiana; sin embargo , sí se encuentran

presentes en los genes que se ha demostrado que se expresan en las partes apicales del

gineceo en desarrollo: STY1, STY2 (Kuusk et ol. , 2002), SHI y SRSS (Kuusk, 2003); y

también se conservan en la secuencias de arroz (LRP Osa) , jitomate (SRS Les) y de O.

stenopetala (Ost STY!f y Ost STYei') .

El grado de conservación existente en las secuencias del dominio, es reflejo de la baja

tasa de mutación permitida en esta región y por tanto de la importancia de la zona para

la función de ésta proteína. Este dominio hace suponer que estas proteínas están

relacionadas en la regulación de las interacciones proteína-proteína con numerosas

proteínas no relacionadas (Kuusk et 01. , 2002).

Genes ortólogos a los genes de la familia SHI sólo se han ident if icado en especies de

plantas como jitomate, soya, alfalfa, girasol , arroz y recientemente en el musgo

Physcomitrel/o , pero no en sistemas animales , lo cual sugiere que es una clase de genes

única 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 sólo

está presente en forma parcial).

POSIBLE PAPEL DE OstSTY EN EL DESARROLLO DEL GINECEO

Las secuencias de o. stenopetalo t ienen los residuos conservados que constituyen la

estructura del dominio dedos de zinc: C-Xz-C-XrC-X-H-XZ-C-X2-C-XrC-X¡-H Ó C3HC3H.

Esta secuencia consenso es similar a" varios otros motivos de unión a zinc como el

dominio dedo de zinc RING de humanos [identificado en el gen Real/y tnteresting New
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Gene en humanos (secuencia consenso C-X2"C-X9- 39-C-Xl.3-H-X2.rC-X2"C-~-48-C-X2"C Ó

C3HC4)) o el domin io dedo PHD (Plant Homeodomain) y el dominio L1M [Un11 /lsl-1 /Mec

3 (ver Kuusk, 2003)]. Además, las proteínas que contienen cualquiera de estos motivos

(RING, PHD o L1M) pueden participar en el control transcripcional mediante

inte raccione s con complejos de unión a DNA, lo cual sugiere que las proteínas

relacionadas a SHI podrían regular procesos del desarrollo mediante interacciones con

factores de transcripción o complejos de ubiquitinación (Kuusk, 2003).

En el desarrollo del gineceo de o. stenopetala, las proteínas relacionadas con SHI

pueden ser de gran interés dada la participación de los factores de transcripción 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 sí logren que la

proteína producida no sea funcional. Los cambios pueden afectar la estructura

tridimensional de la proteína y anular o disminuir su actividad; o bien podrían afectar las

interacciones con otras proteínas, en especial con aquellos factores de transcripción

involucrados en el desarrollo del gineceo.

Cabe mencionar que el único blanco de interacción de las proteínas relacionadas con SHI

que se ha identificado, es el factor de transcripción MYB75 , el cual interactúa con STY1.

Aunque MYB75 se ha involucrado en la biosíntesis de antocianinas, la relevancia

biológica de la interacción con STY1 no ha sido dilucidada (Kuusk, 2003) .

En A. thaliana las proteínas STY1 y STY2 al parecer tienen funciones redundantes, las

cuales se piensa que afectan el transporte de auxinas, específicamente durante la

transmisión de su señal en tej idos específicos (Kuusk et al. , 2002 ; Sohlberg et al. , 2003).

Otra de las funciones en las que se ha propuesto que pueden estar participando STY1 y

STY2, es formando parte del sistema de-reprimible, que involucra la degradación

proteolítica marcada por ubiquitina de uno o varios reguladores negativos de las

respuestas de auxina mediada por el complejo SCFT1R [Skp1 p/Cdc53p/Cullin/F-box

protein (ver Kuusk et al., 2002 y Kuusk, 2003)]. Las proteínas STY1 y STY2 están

hipotéticamente involucradas en la regulación de las respuestas a auxina vía

degradación de proteínas marcadas . La presencia de un dominio dedos de zinc con su

región rica en cisteínas , es muy similar al que se presenta en proteínas asociadas a

procesos de ubiquitinación (Kuusk et al. , 2002).
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El papel de las auxinas en el desarrollo del gineceo se ha estudiado mediante la

inhibición del transportador polar de auxina (PAT), la cual afecta los patrones regionales

del gineceo; el ovario se reduce , la región del estilo se expande, los haces vasculares

laterales terminan prematuramente y el punto de bifurcación de la vena media se

recorre hacia la base (Kuusk, 2003). La baja cantidad de células estilares de las plantas

styl-1 pueden ser reflejo de baja producción o baja acumulación de auxina en las partes

apicales del gineceo, o bien de una reducción en la sensibil idad a la hormona (Kuusk et

al. , 2002).

La morfología del gineceo de las plantas stvt-t probablemente resulta de la pérdida

parcial del control de las divisiones celulares y/o de la expansión irregular y

desorganizada de las células estilares , es decir, STYl contribuye a la especificación de la

identidad de las células estilares , de forma redundante o en conjunto con otras

proteínas (Kuusk et al., 2002). En el ápice del gineceo de las plantas masculinas de o.
stenopetala las divisiones celulares al parecer se detienen tota lmente llevando con ello

a la formación de un estilo incompleto y carencia de tejido estigmático, es decir, al

parecer, el mal funcionamiento del gen Ost STYd' no sería suficiente para provocar los

cambios morfológicos observados en O. stenopetala. Sin embargo, en A. thaliana se ha

comprobado que la formación de células estilares no sólo es dependiente de la presencia

de STYl o STY2, sino que también depende de otros genes que tienen funciones

específicas en el estilo como CRC o SPT (Bowman y Smyth, 1999; Álvarez 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

femen ino, 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 re levancia , 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 señal de localización nuclear y un dominio IGGH sin

homologías reconocidas (Kuusk et al., 2002). Si bien no se ha realizado un mapeo

funcional del gen , no resulta difícil suponer que camb ios drásticos de las secuencias

resultarían en la falta de func ionalidad del gen.
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El número limitado de blancos de los genes de identidad de los órganos florales han

limitado los esfuerzos por entender cuestiones elementales en la formación de los

órganos florales. Dado que todos los genes de identidad de los órganos codifican factores

de transcripción , estos presumiblemente especifican los camb ios morfológicos regulando

la expresión de los genes blanco, que de hecho deben controlar funciones celu lares

básicas requeridas para los procesos de diferenciación (Zik e lrish, 2003).

OstSTY TIENE MAYOR SIMILITUD CON STY1 DEA. tholiana

Basada en un anál isis filogenético de la familia de genes relacionados con SHI, Kuusk

(2003) considera como los genes ancestrales a LRP1 y SRSó, dado que estos se agrupan

con el homólogo del musgo Physcomitrella y el homólogo de arroz. Junto a estas

secuencias, nosotros esperaríamos 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 demás especies analizadas. Sin embargo, el análisis

filogenético, indica que las secuencias pertenecientes a O. stenopetala forman un grupo

con STY1 , SRSB y SHI de A. thaliana (estas secuencias forman un dado en la filogenia de

Kuusk, 2003). Dado que en este anális is se consideraron únicamente 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 selección 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 expresión específica en el gineceo y al parecer es el que

tiene mayor participación en su desarrollo, por encima de STY2 (Kuusk et al ., 2002). De

esta manera, es muy probable que OstSTY esté cumpliendo func iones similares a STY1

en el desarrollo del gineceo de A. thaliana.

El hecho de que Ost STYel' Y OstSTY if 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 expresión en plantas masculinas y femeninas.
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No SE ENCONTRARON GENES ORTÓLOGOS A CRC EN O. stenopetala

El gen CRC aparentemente controla el diámetro del gineceo y su elongación en las flores

de A. thaliana (Álvarez y Smyth, 1999), mientras que en arroz su ortólogo, el gen DL, es

necesario para la especificación del carpelo teniendo una contribución crucial en su

especificación (Yamaguchi et al. , 2004) .

Aunque en general los miembros de la familia de proteínas YABBY parecen estar

involucrados en promover el destino celular abaxial en los órganos laterales (Siegfred et

al., 1999), excepto CRC quien además de este papel está involucrado en el desarrollo de

nectarios (Alvarez y Smyth, 1999; Bowman y Smyth, 1999). Es improbable que DL esté

involucrado en la especificación abaxial en el maíz (Yamaguchi et al., 2004).

Aparentemente, los genes YABBY han adquirido una amplia diversidad de funciones

durante la evolución de dicotiledóneas y monocotiledóneas (Yamaguchi et al., 2004) ,

aunque en todos los casosse involucran en el desarrollo del gineceo .

El hecho de no encontrar un fragmento de DNA homólogo a CRC en O. stenopetala,

probablemente se deba a que la similitud de la región elegida para amplificar (dominio

dedos de zinc y el dominio hélice-asa-hélice) no sea significativa entre la secuencia de

O. stenopetala y el resto de las secuencias tomadas como referencia.

Dado el papel preponderante que pueden llegar a tener los genes YABBY, es difícil

pensar que no exista al menos un miembro en O. stenopetala y que esté involucrado en

el desarrollo del carpelo. Sin embargo, su ident i ficación probablemente deba comenzar

a partir de los fragmentos de secuencia que se encuentren más conservados en distintas

especies, aunque el tamaño de dicho fragmento seguramente será pequeño. Para

lograrlo, quizá sea necesario el conocimiento de más secuencias pertenecientes a la

familia de genes YABBY que pertenezcan a una amplia variedad de especies

representantes de numerosas familias.

oarsi.« y OstTSL ~ SON GENES ORTÓLOGOS A TSL DE A. thaliana

El gen TOU5LED se encuentra presente en una gran cantidad de organismos: plantas ,

animales y hongos. Codifica una cinasa de serina-treon ina localizada en el núcleo (Roe

et al. , 1993). Mutaciones en T5L ocasionan múltiples defectos en el desarrollo de la
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planta , siendo los más dramáticos los que ocurren en la flor, específicamente en el

gineceo, en él se presenta desarrollo reducido de tejidos estilares y estigmáticos 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 (Ost TSL !f y

cDNAOstTSL!f) y de plantas masculinas (OstTSLcl' y cDNAOstTSLcl') son idénticas entre sí

y en ambos casos tienen altos porcentajes de similitud con el gen TOUSLED de A.

thaliana, específicamente el fragmento corresponde a una región del dominio catalítico

de esta proteína, con la cual comparten más del 90% de identidad. El dominio catalítico

de la proteína TSL de A. thaliana comprende los aminoácidos 409 a 688 (Roe et al.,

1993), las secuencias de aminoácidos deducidas a partir de los fragmentos clonados de

O. stenopetala tienen 87.5 % de similitud con los aminoácidos 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 conservación se localiza dentro del dominio catalítico de

la proteína , es decir, la misma zona donde se sitúan los fragmentos de DNA clonados de

O. stenopetala. Por tanto, no resulta extraño estas regiones de DNA tengan porcentajes

de identidad tan altos con las proteínas TLK's. Una cosa más que puede deducirse de los

altos porcentajes de identidad , es el hecho de la importancia de la conservación de la

región para que ésta pueda llevar a cabo su act ividad biológica. Con estos antecedentes,

suponemos que OstTSL forma parte de un gen que codifica una proteína que posee en su

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

Los residuos de aminoácidos del extremo carboxilo de los fragmentos de proteínas 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 aminoácidos , los únicos cambios que se reportan como

inhibidores de la actividad de cinasa se localizan en zonas que se reconoce participan en

la unión a ATP o la transferencia de fosfatos (Hanks et al. , 1988), o camb ios drásticos en
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el marco de lectura . Por ejemplo, la mutac ión en el gen que origina al fenotipo tsi-t en

A. tha/iana, es una inserción de T-DNA que cambia el marco de lectura en la región

correspondiente al dominio catalítico y que se ha probado es suficiente pa ra anular la

actividad de la proteína (Roe et al. , 1993; 1997a; 1997b). Pocos cambios puntuales en la

secuencia de aminoácidos de TSL provocan pérdida de actividad de cinasa de la

proteína; tal es e l caso de la mutación que ca mbia a la Lys438 en Glu en la secuencia TSL

de A. tha/iana (Roe et al. , 1997a, Ehsan et al. , 2004). En otras cinasas de proteína se ha

sustituido con diferentes residuos de aminoácidos la Lysn y en todos los casos se ha

perdido la actividad catalítica de cinasa . Al parecer esta lisina está involucrada

directamente en la reacción de transferencia de fosfatos, posiblemente mediando la

transferencia de protones (Hanks et al., 1988). Roe et al.(1993) señalan que el fenotipo

mutante de tsl -2 resulta de un cambio de A por T en la posición 1369 el cual reemplaza

a la Val355 por Asp, en tsl-] el nucleótido 912 cambia a T por A, convirtiendo el

aminoácido 203 en un codón de paro prematuro (la proteína queda reducida más de dos

tercios); en ambos casos parece que la act ividad de TSL se ve afectada puesto que

existen malfo rmaciones en el gineceo.

Aunque no se presentan cambios en las secuencias de O. stenopetala en la región del

dominio catalítico , 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 está asociada

con dirigir a la proteína al núcleo , ya que la deleción de las dos primeras SLN consenso

deja a la proteína 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 proteína al

núcleo . La segunda función reguladora de l extremo amino terminal es inte rvenir en la

oligomerización de TSL. Los estudios de deleción indican que al menos el primer

segmento a- hé lice de la región de 'rosca superenrollada' es crítica para la

oligomerización de TSL. Además se sabe que el motivo de cierre de leucina encontrado

en la segunda a- hé lice, no es suficiente para su oligomerización, por lo que su

contribución para la función de TSL aún es incie rta . Al parecer, el extremo amino

terminal regula positivamente la función de cinasa de la proteína , esto se deduce a

partir de que e l dominio catalítico de TSL es inactivo si se encuentra solo. Estos datos

sugieren que se requiere la oligomerización de TSL para activar el dominio catalítico. De

manera muy probable, dicha interacción puede darse a t ravés de la unión directa de
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moléculas de TSL, esta unión podría provocar un cambio conformacional al dominio

catalítico que de esta forma toma su estructu ra completamente activa o bien es una

fase transitoria donde una molécula de TSL puede activar a otra mediante su

autofosforilación (Roe et al. , 1997a ).

Los altos grados de similitud encontrados en las diferentes secuencias no resultan

sorpresivos, las regiones catalíticas de las proteínas suelen ser regiones muy conservadas

debido a que muchas variaciones o cambios demasiado drásticos podrían por un lado

anular o disminuir la actividad de la proteína, aunque por otro lado , podrían provocar

que la proteína adquiera nuevas funciones.

Si OstTSL cumple las mismas, o muy similares, funciones a TSL de A. thaliana, resulta de

gran inte rés investigar cuál es su participación en el desarrollo del gineceo de O.

stenopetala, principalmente saber si está relacionado con el fenotipo del gineceo de las

flores masculinas, específicamente en la morfología del estilo y del estigma.

EXISTE UNA COPIA DE OstT5L 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 cop ia de las TLK's en el genoma es una situación constante

en las plantas. Existe solo una copia en el genoma de A. thaliana (Roe et al. , 1993), Y

sólo se ha reportado una secuencia TLK para O. sativa , T. aestivum, N. glutinosa y

ahora en O. stenopetala. En animales, la situación es un poco diferente pero se

mantiene la tendencia a tener un numero bajo de copias. Existe sólo un gen reportado

en D. melanogaster y C. elegans, dos copias en M. musculus y o. rerio, y

aparentemente tres cop ias en el humano.

Dada la importancia de los genes TLK 's en la cont inuidad del ciclo celular y el hecho de

que se encuentran únicamente de una a tres copias del gen en los genomas de plantas y

animales , es evidente que la copia del gen debe permanecer prácticamente inalterable

(principalmente en la región correspondiente al dominio catalítico) . Esto es debido a que

la mayoría de los cambios en secuencia del gen resultarían letales para el organismo y

muy pocos cambios serían aceptados y heredados. Por ello no resultan sorprendentes

los altos grados de conservación existentes entre secuencias de animales y plantas y en

el caso de o. stenopetala, entre plantas masculinas y femeninas . Si bien pudiera haber

ot ras regiones del gen diferentes al dominio catalítico que pudiera permitir mutaciones,
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también habría problemas ya que podría afectarse su localización dentro de la célula e

incluso sus patrones de expresión que generarán el mismo fenotipo mutante.

Además, debido a que al parecer hay sólo una copia del gen OstTSL en el genoma de O.

stenopetala, el fragmento de gen expresado en estambres seguramente provendría de

la misma región de DNA que el fragmento expresado en estilos.

OstT5L TIENE MAYOR SIMILITUD CON LAS SECUENCIAS DE MAíZ, TRIGO Y ARROZ

Los fragmentos de secuencias de aminoácidos alineadas de TSL y de TLK's, fueron

utilizadas para producir un árbol en el cual se reflejaron la similitud de las secuencias

analizadas. Dado que se utilizaron secuencias provenientes de animales y de plantas, no

resultó 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 división también resulta válida 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 características únicas de cada taxa.

Las secuencias obtenidas de O. stenopetala tienen mayor similitud con las secuencias de

maíz, arroz y trigo. La similitud existente entre las secuencias es explicable si tenemos

en cuenta que estas tres últimas 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

clasificación 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 eudicotiledóneas, este orden no está muy alejado de la

separación entre monocotiledóneas (entre las cuales ubicamos al orden Poales) y

eudicotiledóneas. Las eudicotiledóneas 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 órdenes se

encuentran filogenéticamente cercanos, y distanciados del orden Caryophyllales y aún

más 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 órdenes. Dado que TSL es un gen con gran importancia en la continuidad del

ciclo celular (Blackwell y Walter, 2003), es evidente que durante la evolución de los

organismos, se han tolerado muy pocos cambios en su secuencia , al menos en la parte

correspondiente al dominio catalítico. Por esta razón encontramos que los

agrupamientos basados en la similitud del gen no varían con respecto a las relaciones

filogenéticas existentes entre estas especies. Para poder confirmar esto es necesario

tener conocimiento de muchas más secuencias ortólogas de este gen en dist intas

especies de plantas. Sin embargo, estos resultados son un comienzo alentador para un

estudio de este tipo.

POSIBLES FUNCIONES DE OstTSL EN EL DESARROLLO DEL GINECEO

La función que puede estar cumpliendo el gen TSL en las plantas no se ha esclarecido

completamente todavía. El fenotipo del gineceo de las plantas tsl indica que éste podría

estar participando en la promoción de las divisiones celulares durante la formación del

estilo y durante la expansión de los márgenes carpelares, y es que las áreas disminuidas

de estos tejidos aparentemente no son consecuencia de falta de capacidad de las células

de diferenciarse correctamente, sino de fallas en la especificación y/o reducción de la

proliferación de células correctamente especificadas como estilo y estigma. De este

modo, la función de TSL es requerida para el desarrollo del carpelo (sin importar dónde

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

Las proteínas cinasas tienen importantes papeles en las vías de señalización de los

factores de crecimiento en la mayoría de los organ ismos superiores. En A. tbatiana , la

actividad de TOUSLED se ha implicado en la transducción de señales o bien, se cree que

participa en vías reguladoras diferentes a aquellas involucradas en la especificación de

órganos, 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 sust ratos no resultan ser los mismos en
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plantas, o al menos en cultivos de células en suspensión de A. thaliana (Ehsan et al. ,

2004).

Mientras que en células animales las TLK's se han involucrado en la remodelación de la

cromatina posterior a la replicación del DNA (G2IM, Blackwell y Walker , 2003), en

cultivos celulares de A. thaliana no existe evidencia de que TSL actúe específicamente

durante la replicación del DNA, sino que la expresión deL mRNA y de la prote ína TSL es

constitutiva a lo Largo deL ciclo ceLuLar (SiLLjé et al. , 1999), aunque a diferencia de las

TLK's de humanos, su expresión 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

máximo durante La transición G2IM Y la fase G1 (Ehsan et al., 2004), a diferencia de Lo

que ocurre en humanos, donde la mayor activ idad se presenta en La fase S (SilLjé et al. ,

1999). Otra diferencia importante radica en que en A. thaliana no se encuentra acción

específica de TSL durante la replicación del DNA (Ehsan et al., 2004) misma que se ha

reportado en humanos (Silljé et al., 1999), aunque si hay act ividad 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 ai., 2001), uno de Los sustratos potenciales de TSL en A. thaliana es Asf1b/SGA1 (un

gen t ipo Asf1 de humanos cuya producto partic ipa en el ensamblaje de la cromatina), a

la cual fosforiLa in vitro, esto puede llevar a un silenciamiento génico vía eL ensambLaje

de los nucLeosomas o bien, a la regulación de la cromatina vía la interacción con

complejos proteicos específicos (Ehsan et al. , 2004). TSL también interactúa y fosforila

a TKI1 (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 críticos en la interacción de proteínas en compLejos que están

invoLucrados en La remodelación de la cromatina por medio de la interacción con el

extremo N-term inaL de las coLas de histonas y de enzimas como la acetiltransferasa de

histonas y La desacetilasa de histonas (ver Ehsan et al. , 2004) .

La interacción de estas dos proteínas con TSL parece estar mediada por uniones

diferentes. Mientras que Asf1 b/SGA1 se une fuertemente al extremo N-terminal deL

dominio reguLador de TSL, TKI1 se une únicamente a la forma activa de La cinasa y no

sólo aL dominio reguLador. EL dominio SANT/myb de TKI1 no es requerido para la unión

con TSL (Ehsan et al. , 2004).
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La proteína TKI1 es homóloga en el dominio SANT a la proteína cromped del grupo

Polycomb, el cual probablemente está involucrado en la regulación de la cromatina

durante el desarrollo de D. melonogoster (Yamamoto et al., 1997 citado en Ehsan et al.,

2004). Los genes del grupo Polycomb (PcG) codifican proteínas que mantienen el estado

reprimido de genes inactivados a través de la formación de complejos multiproteicos, los

cuales interactúan con la cromatina. En D. ttielanogoster, los genes PcG regulan el

estado activo/inactivo de los genes homeóticos HOX desde la embriogénesis hasta etapas

posteriores del desarrollo. Por tanto, el aislamiento de genes t ipo PcG que regulen la

expresión de los genes de los órganos de identidad floral se vuelve particularmente

interesante . Dado que los genes MADS-box no tienen relación estructural con los genes

. Hox, es posible que los genes PcG de animales y plantas evolucionaran de manera

convergente para regular los genes homeóticos en ambos tipos de organismos (Francis y

Kingston , 2001 citado en Zik e lrish, 2003). El único gen tipo PcG en A. tbaliana que se

ha demostrado que específicamente regula la ide ntidad organelar es CURLY LEAF(CLF) ,

éste es requerido para que la hojas y flores tengan una morfología normal y la planta

tenga un adecuado tiempo de floración (Goodrich et 01., 1997). Un posible papel para

CLF es reprimir la transcripción de AGAMOUS en hojas y tallos de las infloresce ncias y

mantener la represión en los dos primeros verticilos de la flor (Zik e lrish, 2003).

TSL también fosforila a la histona H3 in vitro (Ehsan et 01., 2004). H3 en humanos es

fosforilada por TLK1 B (un producto del procesamiento por splicing alternativo de la

cinasa TLK1) en ser" (Li et al. , 2001); la fosfo rilación de la histona H3 modula su

interacción con la cromatina y probablemente esté involucrada en la segregación de los

cromosomas durante la mitosis y en la transcripción (Jenuwein y Allis, 2001 citado en

Ehsan et 01., 2004). Sin embargo, la fosforilación de H3 por TSL no resultó detectable en

extractos de botones florales mediante ensayos de Western-blot (Ehsan et al. , 2004).

Las TLK 's se inactivan rápidamente en respuesta al da ño al DNA e inhibidores de la

replicación (Silljé et 01., 1999). El daño al DNA ocurrido durante la fase G1 o G2 del ciclo

celular lleva al estancamiento del crecimiento en los límites G1/S y G2IM,

respectivamente, mientras que si ocurre en la fase S, existe una inhibición transitoria de

la síntesis del DNA y la supresión de la entrada a la mitosis (Canman, 2001).

La evidencia de la importancia del control epigenético a distintos niveles durante la

regulación del desarrollo floral y su diferenciación crece día a día. La metilación y

remodelación de la cromatina se han implicado durante el control de los genes que

----------
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regulan la identidad de los órganos florales y por lo tanto en la modulación 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 floración estén regulados en múltiples

niveles para asegurar que la esencia del mecanismo de reproducción 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 progresión del ciclo celular durante la interfase , lo cual

subsecuentemente, lleva a la muerte apoptótica (Carrera et al., 2003). En el gineceo de

O. stenopetala pudiera estar ocurriendo algo similar , de modo que en el tejido en

división del estilo y estigma no se lleven a cabo de manera correcta las divisiones

celulares, y como consecuencia se desencadene el proceso de muerte celular

programada (MCP). En nuestro grupo de investigación se tiene evidencia de que la MCP

ocurre en las anteras jóvenes de las plantas femeninas de O. stenopetala durante el

desarrollo de los granos de polen (Flores y Vázquez-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 desempeñar un papel

muy importante en que el ciclo celular meiótico llegue a buen término (Mercier et al ,

2001).

En humanos, se piensa que la sobreexpresión de TLK1 B puede ayudar a evitar una señal

apoptótica activada por rompimientos en la doble cadena del DNA, mediante la

activación de antagonistas de la (MCP) tales como ATF2 (Activating Transcription Factor

2) , GCKINK-KB, JNK/p38 o cinasas de daño 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

inactivación de las TLK's en C. elegans o D. melanogaster, esto sugiere algún 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

meióticas y mitóticas en plantas y animales, y específicamente en plantas, el papel de

T5L se relaciona con el desarrollo del gineceo. Ahora que conocemos que el estilo

estigma de las flores masculinas presenta fallas en su formación debido a la interrupción

de las divisiones mitóticas [así como las meióticas en los óvulos en desarrollo (Orozco,

2002)), resulta muy interesante ir descubriendo los elementos que pueden estar

relacionados con estas divisiones en O. stenopetala, al hacerlo, además de contribuir al

conocimiento del desarrollo del gineceo en las angiospermas, se pueden dilucidar los

mecanismos que operaron o están operando en esta especie durante su camino en la

evolución hacía la unisexualidad funcional de las flores y al establecimiento del

dioicismo como sistema reproductor.

OstT5L No SE AMPLIFICA EN TODOS LOS INDIVIDUOS DE O. stenopetala

Dado que los fragmentos de OstT5L y cDNAOstT5L se amplificaron a partir del DNA y/o

RNA de una mezcla de diferentes individuos , fue necesario corroborar la presencia o

ausencia del fragmento OstT5L 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 logró amplificar un fragmento de aproximadamente 300 pb

correspondiente con el tamaño esperado para OstT5L. En el porcentaje restante no fue

posible sintetizar el fragmento (Fig. 26).

La falta de amplificación en individuos masculinos resulta entendible, ya que al carecer

la proteína de gran parte del dominio catalítico seguramente no es funcional. La falta de

actividad de OstT5L en el gineceo masculino podría causar las malformaciones

observadas. Sin embargo, la falla en la amplificación del dominio catalítico de OstT5L no

es lógica en los individuos femeninos , ya que poseen estilo y estigma completamente

desarrollado y func ional. Algunos argumentos para explicar esta situación son: (1) en

estos individuos hay mayor variación en las regiones de unión de los oligonucleótidos de

modo que las condiciones de PCR utilizadas resultan demasiado astringentes. Sin

embargo, dado que el dominio catalítico de las TLK' s se encuentra muy conservado en

plantas y animales, se espera que la variación existente entre individuos de una misma

especie sea mínima . De este modo , al utilizar oligonucleótidos degenerados diseñados a

partir de secuencias homólogas conocidas de plantas y animales, las probabilidades de

..
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amplificación aumentan. (2) La explicación más razonable supone una degradación del

DNA utilizado en la reacción de peRo Esta degradación 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 tamaño como lo es OstTSL, se ve afectado por el

proceso de degradación impidiendo su amplificación. Lo anterior genera la necesidad de

obtener la secuencia completa de OstTSL para diseñar oligonucleótidos específicos y

realizar el análisis de presencia/ausencia amplificando al gen completo, de este modo,

será posible determinar si estos individuos presentan deleciones en el dominio catalítico

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 número de células mucilaginosas , mayor cantidad de tejido de

transmisión , mayor grado de diferenciación de los haces vasculares y diferente forma

y mayor diámetro del canal estilar.

Existen genes ortólogos a TSL de A. thaliana en plantas masculinas y femeninas de

Opuntia stenopetala (OstTSL).

Entre sí estos genes son idénticos, al menos en el fragmento correspondiente al

dominio catalítico de cinasa.

OstTSL tienen mayor parecido con las secuencias de maíz, 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 homólogos al dominio dedos de zinc de la proteína STY en

o. stenopetala.

Estos fragmentos son idénticos en el genama 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

característicos de los genes YABBY, o bien , de existir , la similitud de secuencia en la

región analizada es muy baja.
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PERSPECTIVAS

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 S' RACE y 3' RACE para poder realizar el

análisis completo de las secuencias. Una vez que se obtengan, se pretende explorar a

una población natural de O. stenopetala y buscar cambios existentes en individuos

masculinos y femeninos.

Otra aprox imación se puede real izar buscando proteínas con las que OstTSL y OstSTY

estén interactuando, aunque para realizar estudios bioquímicos es más 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, podría intentarse mediante el uso de

anticuerpos específicos o bien por medio de hibridaciones in situ,
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APÉNDICE 1

Cuadro de Combinaciones de Bases
Letra Bases

R AyG
Y CyT
M AyC
K GyT
S CyG
W AyT
H A, C y T
B C, G y T
V A. C y G
D A. G yT
I A, C. G y T
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