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...convince evolutionists that evolution is not only
a statistical genetical problem but also one of

the developmental potentialities of the organism

R. Goldschmidt, 1951

We believe that punctuational change dominates the history of life...

S.J. Gould & N. Eldrege, 1977

...But a large mutation, a drastic freakish, revolutionary change,

is equivalent to a mad leap into the wild blue yonder

R. Dawkins, 1986

...it should be noted that the mutations described here
resemble similar, perhaps homologous,

mutations in other species of plants

J. Bowman, D. Smyth & E. Meyerowitz, 1989
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RESUMEN

Este trabajo esta encaminado a entender las causas préximas que subyacen a la morfologia
floral homedtica de Lacandonia schismatica: Una monocotileddnea mexicana endémica a la
Selva Lacandona que posee 3 estambres centrales rodeados de numerosos carpelos y 6
organos de perianto denominados tépalos. Este arreglo floral esta fijado en las poblaciones
naturales de la especie y ofrece una gran oportunidad para entender el papel que tienen las
mutaciones homeoticas en la generacion de nuevas especies (Vergara-Silva et al, 2003).

El objetivo del trabajo es conocer el grado de conservacion de las secuencias de
cDNA de los genes MADS-box tipo B de L. schismatica (LsAP3y LsPl)y aquellos de la
planta experimental modelo Arabidopsis thaliana. Estos genes codifican para factores de
transcripcion y pertenecen a una familia multigénica llamada MADS-box. En particular
pertenecen al linaje DEF/AP3y GLO/PI, respectivamente (Kramer et al, 1998). En la planta
modelo A. thaliana, AP3 y Pl determinan la identidad de pétalos y estambres al interactuar
con los genes tipo A y C, respectivamente de acuerdo al modelo combinatorio ABC de
identidad de 6rganos florales. Mutaciones en estos genes en A. thaliana producen fenotipos
homeaticos en los que los pétalos se sustituyen por sépalos y los estambres por carpelos
(Bowman et al, 1989).

Resultados previos para los patrones de expresion de los genes B de L. schismatica
durante su desarrollo floral, sugerian que la homeosis observada en esta especie se debe a
una expresion conjunta de los genes B en el centro de la flor (Vergara-Silva & Alvarez-Buylla,
Com. Personal). Esta seria la causa proximal mas sencilla para explicar la apomorfia floral
de L. schismatica si y sélo si, las secuencias codificantes de LsAP3 y LsPI tienen funciones

conservadas con respecto a las de A. thaliana.



Para probar esta hipétesis analizamos lineas transgénicas de A. thaliana creadas por
la Dra. Barbara Ambrose que expresan LsPl'y LsAP3 bajo la direccion del promotor de
sobreexpresion 35S del CaMV y los promotores endogenos de AP3y Pl tanto en fondos
mutantes como silvestre.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la sobrexpresion de
LsPl en A. thaliana puede determinar identidad de estambres y pétalos tanto en fondo
silvestre como mutante, mientras que la sobrexpresion de LsAP3 soélo puede determinar
identidad de estambres en fondo mutante. La expresién de LsAP3y LsPI guiada por los
promotores de los respectivos genes B de A. thaliana no tiene efectos de complementacion
en fondos mutantes sencillos. Solamente lineas de A. thaliana dobles mutantes para AP3 'y
Pl y expresando LsAP3y LsPI muestran “rescate” parcial de pétalos y estambres, sugiriendo
la conservacién del heterodimero funcional de los genes B en L .schismatica.

Estos datos apoyan la hipétesis proximal que establece que la homeosis de L. schismatica
se debe a un desplazamiento en el sitio de expresion de sus genes B hacia la parte central

de la flor (Vergara-Silva et al, 2000; Vergara-Silva, et al 2003).



PREFACIO

La presente tesis de licenciatura se enmarca en un proyecto iniciado en el Laboratorio de
Genética Molecular, Desarrollo y Evolucion de Plantas del Instituto de Ecologia
(LaGeMoDyEP-IE) de la UNAM hace mas de diez anos. Este proyecto ha estado enfocado a
entender las causas genéticas proximales y ultimas del fenotipo floral de la monocotileddnea
mexicana Lacandonia schismatica. En particular esta tesis contribuye al desarrollo de
aproximaciones genético-moleculares proximales para entender los eventos historico-
evolutivos que dieron origen a la nueva via de desarrollo floral en el linaje de la familia
Triuridaceae a la cual pertenece esta angiosperma. El estudio de la evolucién del desarrollo
de L. schismatica y en particular de los procesos involucrados en la emergencia de la
ontogenia floral particular de esta especie, también contribuiran a dilucidar los caminos
posibles a través de los cuales puede diversificarse la forma de las especies.

Lacandonia schismatica, planta endémica a la Selva de Chiapas posee una morfologia
floral nunca antes descrita en otras especies o mutantes de sistemas modelo y que ademas
esta fijada en las poblaciones naturales de la especie. L. schismatica posee flores
hermafroditas con estambres en el centro de la flor y carpelos alrededor. Lo asombroso de
este suceso biologico es su rareza: desde Amborella hasta Arabidopsis, el bauplan floral
caracteristico de una angiosperma hermafrodita es la disposicidn central del gineceo con
respecto al androceo. De esta manera, el fendmeno presente en L. schismatica puede verse
ya sea como el desplazamiento espacial de una estructura u 6rgano hacia un sitio nuevo
(heterotopia) o como la sustitucion de una estructura u 6rgano por otra (homeosis).

Para el entendimiento de un evento evolutivo como el representado en la morfologia
floral de L. schismatica el proyecto del LaGeMoDyEP-IE de la UNAM plantea preguntas

fundamentales en el debate actual de la biologia evolutiva y pone a prueba las formas



tradicionales neodarwinistas de entender el origen de las especies. L. schismatica nos da la
oportunidad de preguntarnos tanto acerca de la emergencia y la canalizacion de estructuras
complejas de plantas y animales.

En cuanto a los procesos proximos detras de la homeosis las preguntas que se han
estado abordado en el proyecto al cual pertenece esta tesis son, entre otras: § Cuales fueron
los genes especificos responsables del cambio en la ontogenia del linaje de L. schismatica?,
¢ Este es un evento resultado de un cambio multigénico complejo o de genes aislados?,
¢, Son cambios en las secuencias promotoras de los patrones espacio-temporales de
expresion o en las codificantes de las proteinas, o en ambos, los cruciales para explicar el
cambio de posicion de los érganos florales de L. schismatica?, s Es posible reproducir éste
cambio a nivel experimental en sistemas experimentales en el laboratorio?

Por otro lado, el proyecto de L. schismatica se ha ocupado de preguntas acerca de las
causas ultimas de la evolucion organica y aborda preguntas que se habian formulado
principalmente a partir del estudio de la ontogenia animal: ¢ La evolucion de bauplanes
depende de divergencias en la estructura de las redes que forman los “genes reguladores
maestros” del desarrollo?, ;La emergencia de la ontogenia floral de L. schismatica fue un
evento gradual o puntual?, ¢ Hubo una poblacion ancestral con un fenotipo floral intermedio
entre el de L. schismatica y el resto de sus especies hermanas?, ;Es posible pasar de un
fenotipo floral a otro sin estados intermedios, dada la modificacion de los elementos
geneéticos o epigenéticos pertinentes?, ¢ La heterotopia floral presente en L. schismatica es
adaptativa o se fijo por eventos aleatorios como la deriva génica en poblaciones pequefias?,
¢, Cual es el papel de las distintas fuerzas evolutivas en el origen de nuevas ontogenias en la
naturaleza?, ; Como es que el fenotipo de un “mounstro esperanzado” puedo haberse fijado

en poblaciones naturales?



Desde hace ya varias décadas ha emergido una corriente de pensamiento que plantea
que para entender la evolucion de las especies, hay que entender la compleja forma en que
el genotipo da resultado a las caracteristicas del fenotipo y como los procesos a distintos
niveles de organizacion que van desde la actividad de ciertas moléculas, sus interacciones,
las dinamicas espacio-temporales de las redes genéticas y epigenéticas, las restricciones
mecano espaciales de las células, etc., canalizan o restringen la emergencia de nuevas
posibilidades de desarrollo y fenotipos. La evolucion, por lo tanto, no se puede entender sin
la comprension y consideracidn explicita de la biologia del desarrollo y los proceso genéticos

y epigenéticos que la subyacen.

INTRODUCCION

Lacandonia schismatica (Triuridaceae)

Lacandonia schismatica es una monocotiledonea, perene y hermafrodita endémica a cinco
localidades de la Selva Lacandona mexicana (Martinez & Ramos, 1989; Vergara-Silva et al,
2003). Es una hierba pequena cuya altura va de los 3 a los 5 cm. Como todos los miembros
de la familia Triuridaceae, L. schismatica es un planta micoheterétrofa, es decir, no sintetiza
clorofila y posee asociaciones simbidticas putativas con una o mas especies de hongos, los
cuales son intermediarios de una compleja red de circulacion de nutrientes entre ella misma 'y
los organismos autoétrofos de los cuales obtiene sus alimentos (Vergara-Silva et al, 2003;
Ambrose et al, 2006). Un dato que corrobora el habito simbionte de L. schismatica, es que ha
sido imposible reproducirla en un laboratorio o jardin botanico. Esto representa una

desventaja porque no se puede hacer experimentacion mutagénica o transformacion



genética con la especie. Actualmente, L. schismatica se considera una especie en peligro de
extincion y su distribucion esta restringida a humedales con altitudes de aproximadamente
200 metros sobre el nivel del mar (msnm). Es importante notar que la distribucion geografica
de L. schismatica corresponde a las antiguas orillas de un lago que data de la ultima
glaciacion Pleistocénica en América hace aproximadamente 7000 afios (Vergara-Silva et al,
2003).

Como se menciono en el Resumen de esta tesis, L. schismatica es la unica
angiosperma que presenta una completa inversion en la disposicidn de los 6rganos sexuales
florales. De manera general, L. schismatica posee 3 estambres centrales rodeados por un
numero variable de carpelos (60 a 80) y 6 tépalos cuya homologia con sépalos o pétalos no
se ha corroborado a nivel molecular. Este caracter esta fijado en poblaciones naturales:
desde su descubrimiento, hace mas de 20 afios (Martinez & Ramos, 1989), la gran mayoria
de los miles de individuos colectados y analizados tienen esta peculiaridad fenotipica aunque
existen variantes florales para esta especie (Vergara-Silva et al, 2003).

Sin embargo, es importante comentar que se han colectado individuos de Triuris
brevistylis (la especie hermana putativa de L. schismatica) con fenotipos florales homeaticos
similares a los de L. schismatica aunque T. brevistylis es principalmente una planta didica
(Vergara-Silva, et al. 2003). Analisis muy detallados hechos por Vergara-Silva y
colaboradores (2003), han demostrado que una pequefia proporcion de individuos de esta
especie tienen flores hermafroditas y una plasticidad fenotipica notable en la disposicion
espacial de sus organos florales. T. brevistilys también es una planta endémica a la Selva
Lacandona mexicana y se distribuye en zonas muy similares a las de L. schismatica aunque
en altitudes mayores (Vergara-Silva, 2003 et al).

El hecho de que la heterotopia o inversion homedtica presente en L. schismatica esté



fijada a través de las generaciones en poblaciones naturales es notable y vuelve a esta
especie un modelo muy interesante y peculiar para estudios de la evolucion del desarrollo. L.
schismatica ofrece una oportunidad inigualable para registrar divergencias ontogenéticas en
poblaciones contemporaneas. Esto es, permite un estudio de evolucion del desarrollo mas
alla del registro f6sil, permitiendo estudiar estos fenomenos en poblaciones actuales al
reconstruir historias evolutivas mediante el uso de marcadores moleculares.

La analogia mas plausible para entender este fendmeno es verlo como un pequefio
evento de saltacionismo contemporaneo (Gould & Eldrege, 1977). Hasta el momento es
imposible saber qué tan rapido se origin6 la apomorfia presente en el linaje de las
poblaciones de L. schismaticay T. brevistilys. Sin embargo, es valido suponer que 2 cambios
genéticos muy concretos determinaron la forma de las Triuridaceas mexicanas. El primero,
fue el cambio que dio lugar a la ocurrencia de la homeosis (una homeosis inestable) y el
segundo, fue el cambio que logré estabilizar dicho fenotipo como una via de desarrollo

robusta (fijado solamente en L. schismatica).

La homeosis en los dos linajes mas antiguos de monocotiledéneas.

En paralelo a la documentacion de la homeosis presente en L. schismatica, un grupo de
investigadores (Barabé y Lacroix, 1999; Barabé y Lacroix, 2000; Barabé et al, 2002)
describieron la ocurrencia de fendmenos de homeosis en los 6rganos florales de cuatro
especies de monocotiledoneas pertenecientes a la familia Araceae (género Philodendron).
Sin embargo, el fendmeno de homeosis presente en P. melinonii, P. acutatum, P.
fragrantissimum y P. solimoesense es diferente al que sucede en L. schismatica. Las flores

del género Philodendron de manera general estan dispuestas en inflorescencias en forma de



cono en las cuales las flores estan altamente reducidas, son unisexuales y no poseen
perianto. En las inflorescencias de este género, las flores pistiladas estan ubicadas en la
parte basal de la inflorescencia y las flores estaminadas se encuentran en el apice de dicha
estructura. En los 4 géneros anteriormente mencionados Barabé y Lacroix describieron
zonas de transicion o gradientes morfogenéticos entre las zonas de flores carpeladas y las
de flores estaminadas de la inflorescencia. La homeosis consiste en que en una hilera
ascendente de flores, entre la zona masculina y femenina, existen flores que poseen
carpelos y 6rganos estamindides en un mismo verticilo floral, incluso existen érganos
quiméricos con células con identidad tanto de estambres como de carpelos.

En contraste con la homeosis de L. schismatica, en Philodendron nunca se observan
estambres centrales rodeados por carpelos, ni tampoco es un fenémeno que esté presente
en cada una de las flores de la planta. Sin embargo, si existen sustituciones de un 6érgano
floral por otro. Cabe mencionar que también la familia Araceae se ha registrado
putativamente como la familia con el registro fésil mas antiguo dentro de las
monocotiledéneas, habiendo muestras de polen de miembros de esta familia en horizontes
del Cretacico temprano de hace aprox. 110 a 100 millones de afios (Friis, 2004).
Coincidentemente, el segundo registro fosil mas antiguo para las monocotiledoneas
(Cretacico tardio de hace 90 millones de afos) lo poseen 2 especimenes catalogados dentro
de la familia Triuridaceae (Mabelia y Nuhlianta) y pertenecientes a la tribu Triuridae, a la cual
también pertenece L. schismatica (Gandolfo et al, 2002). Los datos morfoloégicos y
paleontologicos de ambos linajes sugieren una posible estructura ancestral de redes
genéticas del desarrollo floral con estructuras tales que permitieran una plasticidad mayor en
la llegada a las diversas cuencas de atraccion fenotipica en las que convergen

dinamicamente dichas redes. Por otro lado, también se puede hipotetizar que la antigiedad



de dichos linajes y su subsecuente evolucion hasta sus formas contemporaneas (quizas
asociadas a sus habitos micoheterotroficos) ha permitido los cambios suficientes en las redes
de regulacidn genética que han dado como resultado una flexibilizacién en los tiempos y
espacios de aparicion y disposicion de los 6rganos florales, esto sin afectar la adecuacion de
las poblaciones en las que ocurrié dicho cambio. Lo curioso es que el fendmeno de la
homeosis de 6rganos sexuales se ha registrado en linajes exclusivos de monocotiledoneas y
no en linajes igualmente o mas antiguos de angiospermas como el de Amborella,
nymphaceas, chloranthaceas u otras mangoliales. La relacidén entre predisposicion a la
homeosis y antigiedad evolutiva de un linaje, dado un contexto genético particular esta
todavia por entenderse. En el Laboratorio de Genética Molecular, Desarrollo y Evolucion de
Plantas del Instituto de Ecologia de la UNAM se usan enfoques tedricos para poner a prueba
este tipo de hipotesis mediante modelos dinamicos de redes regulatorias tedricas y también
empiricamente fundamentadas conforme se avanza en el entendimiento experimental de las

redes florales (Alvarez-Buylla et al., 2006).

Los ejes reproductivos de Lacandonia schismatica: ¢ flores o inflorescencias?

La presente tesis se basa en la interpretacidon de las estructuras reproductivas de L.
schismatica como flores verdaderas o euantios. Sin embargo, en 2003, Paula Rudall traté de
explicar la peculiar forma de la estructura floral de L. schismatica no como un evento de
heterotopia floral, si no como un evento de reduccion de los ejes de una inflorescencia. En
realidad, para las interpretaciones de Rudall, ninguna de las estructuras reproductivas
presentes en las especies de la familia Triuridaceae son flores verdaderas sino pseudoantios.

Este tipo de estructuras son el resultado de una excesiva reduccion de los ejes



reproductivos, derivadas a su vez de inflorescencias ancestrales que poseian flores
masculinas en los apices seguidas de flores femeninas en la parte basal de la planta. En este
contexto, L. schismatica seria una planta mondica pero con flores unisexuales y cada
aparente “carpelo” o “estambre” seria en realidad un flor femenina o masculina altamente
reducida y sin perianto.

La hipotesis pseudoantial establecida por Rudall se basa principalmente en datos
morfologicos y anatémicos de flores maduras que se apoyan a su vez en interpretaciones de
una filogenia molecular basada en comparaciones de la secuencia de nucledtidos de la
subunidad 18S del ribosoma (Chase et al, 2000). En esta filogenia se posiciona al género
Sciaphila de la familia Triuridaceae como especie hermana de Freycinethia, género
perteneciente a la familia Pandanaceae. En esta ultima familia se ha corroborado la
presencia de inflorescencias reducidas en las estructuras reproductivas de todas sus
especies conocidas. Cabe mencionar que de esta filogenia molecular, que traté de resolver
de manera general las relaciones entre todos los grupos de angiospermas, se interpreto la
presencia de las familias Triuridaceae, Pandanaceae, Velloziaceae, Stemonaceae y
Cyclanthaceae dentro de un mismo orden llamado Pandanales. Es importante mencionar que
de estas familias, dos de ellas (Pandanaceae y Cyclanthaceae) poseen pseudoantios como
estructuras reproductivas unicas y mas aun, los estudios morfolégicos de Paula Rudall se
basaron exclusivamente en comparaciones entre la familia Triuridaceae con estos dos
ultimos grupos pseudoantiales. Las dos familias pseudoantiales poseen similitudes con
respecto a las estructuras reproductivas de especies de la familia Triuridaceae en caracteres
como la elongacion de sus receptaculos y sus patrones de vascularidad (Rudall, 2003).

La argumentacion a favor del caracter euantial de las estructuras reproductivas de L.

schismatica y demas miembros de la familia Triuridaceae reside también en datos



morfologicos y filogenéticos. Por el lado filogenético Davis y colaboradores (2004) proponen
otra posicion de Triuridaceae dentro de Pandanales, utilizando matrices filogenéticas con el
gen atpA mitocondrial como marcador asi como un mayor numero de taxa de Pandanales
(que incluyen a Sciaphila, Triuris y Lacandonia). Los resultados de estos estudios colocan a
Triuridaceae en dos hipotesis posibles, primero como grupo hermano de un clado compuesto
de Stemonaceae+Pandanaceae+Cyclanthaceae y segundo como grupo hermano de
Velloziaceae (Figura 1; Davis et al, 2004; Rudall y Bateman, 2006).

En cuanto a los datos morfologicos, Ambrose y colaboradores (2006) lograron
mediante microscopia electronica de barrido y cortes histolégicos, generar series de
desarrollo floral de las dos especies de triuridaceas mexicanas para entender si se
observaba, desde el origen de la forma, rasgos claros que mostraran la emergencia de los
ejes reproductivos de dichas especies como inflorescencias o como flores verdaderas. Los
datos a favor de una interpretacion euantial se han basado en una clara distincion
morfoldgica entre dos tipos de meristemos, un meristemo central indiferenciado y desnudo de
inflorescencia de cual surgen diversos meristemos que flanquean a su vez al meristemo de
inflorescencia y que ademas siempre estan cubiertos por una bractea, la cual se distingue
claramente de los tépalos en estados posteriores de desarrollo. Otros datos morfolégicos
incluyen la corroboracion de presencia de filamentos para cada antera, la presencia de una
vascularizacion excesivamente reducida para las flores de ambas especies, al contrario de
vascularizaciones ramificadas y alargadas reminiscentes de una inflorescencia. Ademas, los
haces vasculares no se ramifican hacia los carpelos o estambres sino hacia los tépalos y por
debajo de éstos.

Por otro lado, los androforos presentes en flores de T. brevistilys son estructuras

determinadas y no presentan la indeterminacion caracteristica de un meristemo de flor. De la



misma manera, los carpelos estan estructurados en numeros variables no por la
indeterminacion de un meristemo de inflorescencia putativo, sino porque emergen de
primordios tanto compuestos como comunes caracteristicos de otras flores verdaderas.
También los numeros de 6rganos del perianto y el androceo estan en multiplos de 3 tal y
como sucede en el comun de los euantios de monocotiledoneas. En general, el perianto de
las flores de las dos especies presenta poca similitud con las bracteas petaloides que rodean
las inflorescencias de Pandanus (Pandanaceae) o Carludovica (Cyclanthaceae) tal como lo
comparo Rudall en el 2003.

Otra evidencia a favor de la interpretacion euantial recae en la forma en la que
emergen los organos florales putativos de L. schismatica, teniendo un orden espacio -
temporal similar al del comun de las angiospermas. Los tépalos emergen primero,
presentando estivacion profilada (el primer tépalo emerge opuesto a la bractea), seguida de
los estambres y finalmente los carpelos. Cabe destacar que ninguno de los 6rganos emerge
de manera espiralada como sucederia en el caso de que los tépalos fueran bracteas o los
carpelos o estambres flores de una inflorescencia. Ademas, a diferencia de lo que se
esperaria si los ejes reproductivos fueran inflorescencias, los 6rganos centrales (o apicales)
emergen después de los mas externos (basales) que son los tépalos y al final se desarrollan
los intermedios (carpelos). Por ultimo, como se habia constatado antes por Martinez y
Ramos (1989), la posicion central de los estambres se conserva desde su origen y no es
resultado de un desplazamiento posterior.

Dadas la serie de evidencias mencionadas, la interpretacién euantial asi como la
interpretacion de una homeosis o heterotopia para L. schismatica esta ampliamente apoyada
y validada, por lo que cualquier interpretacion del presente trabajo se ubicara en dicho marco

conceptual.



Recientemente Rudall y Bateman (2006) publicaron una filogenia basada en 39
caracteres morfoldgicos del orden Pandanales en el que matizan su interpretacion. En este
estudio incorporan 23 géneros de las cinco familias del orden Pandanales y proponen a
Stemonaceae y Triuridaceae como grupos hermanos, este taxon se unen con otro formado
por Cyclanthaceae y Pandanaceae. Finalmente, proponen a la familia Velloziaceae como el
taxén hermano de todas los pandanales. Cabe destacar que tanto las familias Stemonacae
como Velloziaceae poseen estructuras reproductivas hasta ahora clasificadas como euantios.
De estas dos, la ultima posee un bauplan tipico de una monocotiledénea con flores
hermafroditas, clara distincion entre verticilos y nectarios septales (Figura 1).

La familia Stemonaceae fue considerada un taxén parafilético dado que Triuridaceae
se anida dentro de él. En especifico, en este estudio se resalto el arreglo del gineceo de
Triuridaceae en dos o mas verticilos poco definidos que tienen un caracter apocarpico (con
carpelos no fusionados). El estudio hipotetiza que las estructuras femeninas de Triuridaceae
son inflorescencias originadas por una multiplicacién de carpelos (indeterminacion de flores),
derivados de especies de Stemonaceae con flores que ya eran apocarpicas. Esto se apoya
en los resultados que muestran como Triuridaceae se agrupa con los géneros de
Stemonaceae que poseen flores con gineceos apocarpicos (Croomia, Stichoneuron'y
Stemona) y no con Pentastemona que posee un gineceo sincarpico y se posicioné como el
género hermano de Stemonaceae.

En concreto, el estudio anterior argumenta que es posible una evolucion de
estructuras tipo inflorescencia a partir de flores verdaderas, probablemente por perdidas de
homeostasis en el desarrollo y yuxtaposiciones de actividad de genes de desarrollo que
determinan inflorescencia con genes que determinan flores. Provocando una consecuente

pérdida de la determinacion de érganos florales y por lo tanto, formacion de inflorescencias.



Sin embargo, Rudall y Bateman (2006) no muestran datos que corroboren la
naturaleza de las estructuras masculinas de Triuridaceae como flores u 6rganos florales, por
lo que Rudall y Bateman suponen una estructura reproductiva quimérica para Triuridaceae
con mezclas de 6rganos florales (tépalos o estambres) y flores (los “carpelos”). Este
fendbmeno no ha sido documentado hasta el momento en poblaciones naturales de otros

géneros de angiospermas.

Velloziaceae e 2 lOZIACREE
Stemonaceas Triuridaceae
Triuridaceae — SlEmonaceas

e Eandanaceas Pandanaceas

— Cyclanthaceas — Cyclanthaceas
Velloziaceae — | lOZiACERE
Triuridaceae — . Cyclanthaceae
stemonaceae | Pandanaceas
Pandanaceae — Slemcnaceae

Triuridaceas
e n  —
C Cyclanthaceae D

Figura 1. Hipotesis de ubicacion de la familia Triuridaceae dentro del orden
Pandanales reportadas hasta el momento (Modificado de Rudall y Bateman, 2006).
Pandanaceae y Cyclanthaceae son familias con pseudoanthios, mientras que
Stemonaceae y Velloziaceae poseen euantios.

A. Hipdtesis de Chase et al (2000) en la que Triuridaceae es grupo hermano de
Pandanaceae y Cyclanthaceae, basada en 18S rDNA. B. y C. Hipodtesis alternativas
de Davis et al (2004) basadas en atpA mitocondrial en las que Triuridaceae es grupo
hermano de Velloziaceae o grupo hermano de un grupo compuesto por
Stemonaceae, Pandanaceae y Cyclanthaceae. D. Hipdtesis de Rudall y Bateman
(2006) basada en caracteres morfologicos en la que Triuridaceae es hermana de
Stemonaceae y a su vez este clado es hermano de Cyclanthaceae y Pandanaceae.



Sistema modelo en angiospermas: Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana es una pequefa eudicotiledonea que ha sido el sistema modelo por
excelencia en el estudio de la genética, desarrollo, fisiologia y bioquimica de las plantas.
Pertenece a la familia Brassicaceae junto con plantas de gran importancia alimenticia como
Brassica oleracea (brocoli, coliflor o rabano), Brassica juncea (mostaza), Wasabia japonica
(wasabi) y Brassica napus (canola). Su caracter de especie modelo se debe en gran medida
a la brevedad de su ciclo de vida, el cual toma aproximadamente 6 semanas de embridén a
embrion. Produce una altisima cantidad de semillas y puede ser cultivada en espacios
restringidos y en condiciones de temperatura y humedad facilmente controlables. En el afio
2000, el pequefio genoma de Arabidopsis (125 Mega bases) se secuencid por completo.
Este se organiza en 5 cromosomas de los cuales existen mapas fisicos y genéticos muy
completos, teniendo aproximadamente 25,000 genes en todo su genoma (The Arabidopsis
Initiative, 2000). El estudio de la primera linea mutante de Arabidopsis fue publicada en 1947
por E. Reinholz y a partir de esa fecha, y sobre todo durante la presente y anterior décadas,
se han generado y mapeado genéticamente un sinnumero de lineas mutantes, las cuales
actualmente han permitido una explosion en la generacién de conocimiento acerca de la
biologia de la especie y en general la biologia de las plantas con flor. La posibilidad de
transformar o modificar genéticamente a Arabidopsis mediante el uso de Agrobacterium
tumefaciens, asi como el hecho de conocer la secuencia completa de su genoma y el grado
de entendimiento de las relaciones de los genes homeoticos ABC, dieron lugar a escoger a
esta planta como el sistema de experimentacidn de esta tesis (Bowman, 1994; Weigel &

Glazebrook 2000).



El modelo ABC de determinacion de identidad de érganos florales.

El modelo ABC de desarrollo floral fue resumido por los grupos de trabajo de Elliot
Meyerowitz, Enrico Coen y Zsuzsanna Schwarz-Sommer. Es un modelo combinatorio que
predice la emergencia de 6rganos florales en un contexto espacio temporal, dada la
interaccidon de una serie de genes homéoticos (en su mayoria pertenecientes a la familia
MADS-box) en sitios y tiempos especificos de los tejidos florales. El modelo propone que la
activacion sucesiva en el desarrollo de la flor de genes tipo A (APETALA1y APETALA?2),
genes tipo B (APETALA3y PISTILATA) y genes tipo C (AGAMOUS), determinan la identidad
de los cuatro diferentes 6rganos que existen en el comun de las eudicotiledoneas (Figura 2).
En particular, este modelo fue descrito independientemente en las especies modelo A.
thaliana y Antirrhinum majus y los nombres de los genes anteriormente descritos pertenecen
a A. thaliana, los cuales ademas son los nombres mas utilizados para referirse a este modelo
en la literatura. Es un modelo de actividades combinatorias de genes que son suficientes
para la determinacién de los 6rganos de la flor. La actividad aislada e inicial de los genes tipo
A determinan la identidad de los sépalos; la actividad conjunta de los genes A y B determinan
la identidad de pétalos; la actividad de los genes B y C determinan la identidad de estambres
y la actividad exclusiva de los genes tipo C determina la identidad de los carpelos. El modelo
ABC se infirid a partir de tres tipos evidencias experimentales.

La primera evidencia es que las mutaciones sobre cualquiera de los genes A,Bo C
producian fenotipos mutantes en parejas contiguas de los érganos florales. Por ejemplo, las
lineas de plantas con mutaciones en los genes B producian flores sin pétalos y estambres
(de ahi el nombres de APETALA3y PISTILLATA). Mutaciones en AGAMOUS producen

flores sin estambres y carpelos y con crecimiento indeterminado de pétalos como sucede en



las rosas comerciales. Mutaciones en AP2 generan flores con carpelos en el verticilo exterior,
dos verticilos de estambres y carpelos (Bowman et al, 1989). La segunda evidencia
experimental residié en conocer los tiempos y espacios de expresion de los diferentes genes
involucrados en las mutaciones. Asi pues, con hibridizaciones de RNA in situ se averigué por
ejemplo, que los genes A se expresan en el 1er y 2do verticilo floral, mientras que los genes
C se expresan en el 3er y 4to verticilo floral. Ademas, en mutantes de AP2, la expresion de
AG se extiende hasta el 1er y 2ndo verticilo floral y viceversa, sugiriendo que estos genes
son antagonistas y se reprimen mutuamente. Por otro lado, AP3 se expresa en los tres
verticilos florales mas externos y Pl en los tres verticilos florales internos, traslapandose
solamente en los verticilos 2 y 3 (Bowman et al, 1991; Jack et al, 1992; Goto y Meyerowitz,
1994).
Finalmente, la tercera evidencia radicaba en conocer las interacciones de activacion o
represion a nivel transcripcional y traduccional. Por ejemplo, AP3 se expresa en los primeros
3 verticilos de la flor mientras que Pl se expresa en los tres verticilos mas centrales. Sin
embargo, los mutantes sencillos de uno u otro gen, producen un fenotipo similar que afecta
soélo el 2ndo y 3er verticilos. Esto indicé que hay un grado de interdependencia entre estos
dos genes para autoactivarse (Jack et al, 1992; Goto y Meyerowitz, 1994). Mas tarde se
descubrié que AP3y PI solo funcionan como factores de transcripcion cuando forman un
heterodimero a nivel traduccional que también es imprescindible para la traslocacién al
nucleo de estas proteinas. (Riechmann et al, 1996; Riechmann et al, 1996; McGonigle, 1997)
Mas tarde, se incorporaron a este modelo otra serie de genes MADS pertenecientes a
linaje SEPALLATA, los cuales también determinan la identidad de 6rganos florales. Su papel
es necesario y fundamental para la funcion de los tres tipos de genes (A,By C) en el

desarrollo floral. Asi los genes ABC son necesarios pero no suficientes para recuperar



organos florales a partir de hojas y solamente lo hacen en combinaciones adecuadas con los
genes SEPALLATA, con los que posiblemente forman complejos multiméricos (Honma y

Goto, 2001; Pelaz et al, 2000).



PISTILLATA

APETALA 3

Figura 2. Modelo ABC de identidad de érganos florales. La actividad de los genes A
(AP1y AP2) en el 1er verticilo floral determina sépalos, la actividad combinatoria de
genes Ay B (AP3y PI) en el 2do verticilo determina pétalos, la actividad de genes B y
C (AG) en el 3er verticilo determina estambres y la actividad del gen C en el 4to
verticilo floral determina la identidad de carpelos. AP3y Pl solo funcionana como
factores de transcripcion al formar un heterodimero. Es por eso que no hay actividad
B en los verticilos 1 y 4 a pesar de la respectiva expresion de AP3y Pl en estos
verticilos. (Bowman, Smyth y Meyerowitz, 1989; Coen y Meyerowitz, 1991). Fotografia
de John Bowman.



La familia de genes MADS-box en Plantas.

Los genes MADS-box son miembros de una familia monofilética presente en casi todos los
eucariontes que muy probablemente juega un papel clave en la regulacion de las redes
transcripcionales que subyacen la morfogénesis de plantas, hongos y animales (Shore y
Sharrocks, 1995). El linaje que compone a esta familia se divide en dos grupos monofiléticos,
el linaje de genes MADS tipo | y el de genes MADS tipo Il, que estan presentes en todos los
eucariontes, por lo que se postula que en la familia de genes MADS ocurri6é al menos una
duplicacion ancestral a la divergencia de los animales y las plantas (Alvarez-Buylla et al.,
2000a). El caracter que une filogenéticamente a esta familia es la presencia de una region de
aminoacidos altamente conservada en la parte N-terminal de las proteinas que codifican
éstos genes, conocida como “caja” MADS vy codifica para el dominio de union al DNA. Esto
es, su funcion celular general es la de la regulacion de la expresion genética al actuar como
factores transcripcionales. Aparte de este caracter comun, la estructura y funciones de los
genes MADS tipo | y Il varia considerablemente. En animales, hongos y plantas las funciones
del linaje tipo Il han sido mas claramente caracterizadas. En animales y hongos, los genes
pertenecientes al linaje Il codifican para factores tipo MEF-2 y en plantas codifican para
factores tipo MIKC con una estructura modular con cuatro dominios del extremo amino al
carboxilo: MADS, I, Ky COOH'. Siendo los dominios MADS y K los mas conservados aunque
curiosamente algunos de sus residuos pudieron haberse fijado por seleccion natural
(Martinez-Castilla y Alvarez-Buylla, 2003).

Un estudio reciente de nuestro laboratorio, ha sugerido que la evolucién adaptativa en
los dominios K de los genes B, que son fundamentales para establecer interacciones entre

las proteinas B, pudo haber sido la base de la diversificacion funcional de estos linajes de



genes durante la evolucion de las plantas (Hernandez-Hernandez et al., 2007).

Las funciones de los genes MIKC son ampliamente diversas y van desde procesos tan
distintos como la morfogénesis floral y de la raiz, la iniciacion de la floracion, la identidad de
meristemo floral y aspectos generales en el desarrollo de 6vulos, semillas y frutos.

(Alvarez-Buylla et al., 2000b; Burgeff et al., 2001)

Genes B de la identidad de érganos florales en monocotiledéneas y variaciones en el
modelo ABC.

Dado que el objetivo principal de ésta tesis es el entendimiento del grado de
conservacion de funcién que hay entre los genes B de una monocotiledénea (L. schismatica)
y una eudicotiledonea (A. thaliana), es pertinente explorar los diversos estudios que han
tratado de hacer comparaciones similares con otras monocotiledoneas.

Hasta el momento, la comprension de la manera en la que los componentes genéticos
de una monocotiledénea determinan su fenotipo floral, se basa en gran medida, en una
comparacion entre los patrones de expresion de los genes de la monocotiledénea en estudio,
con respecto a las predicciones constatadas por el modelo ABC de identidad de 6rganos
florales para las especies modelo. Al utilizar al modelo ABC como modelo de referencia para
entender la genética del desarrollo de las monocotiledoneas, se han observado diferencias
tanto en el numero de genes homdlogos participantes, como en las caracteristicas de las
secuencias codificantes de dichos genes (sobre todo en la region COOH™ terminal) y en los
sitios y tiempos de expresion de dichos genes (Lamb & Irish, 2003).

Los trabajos hasta la fecha realizados han enriquecido la discusion acerca del grado
de conservacion del modelo ABC en angiospermas. Incluso algunos de ellos muestran un

cambio espacio-temporal de la expresion génica de los genes tipo B en monocotiledoneas al



compararlos con las eudicotiledoneas (Tzeng y Yang, 2001; Hsu y Yang, 2002; Kanno et al.,
2003; Wen-Chien et al, 2004). Los trabajos futuros en linajes de monocotiledéneas diferentes
a las familias Poaceae,Liliaceae y Orchideace, con el tiempo diran si la divergencia en
funcion y sitios de expresion de los genes B es un fenomeno comun.

Para explicar la estructura e interacciones del genotipo que dan lugar a la
determinacion de la identidad de los 6rganos florales de las triuridaceas quizas sera
necesario utilizar un modelo ABC modificado que tome en cuenta las restricciones historicas
a la que cualquier monocotiledénea esta sometida después de aproximadamente 140
millones de afios de evolucion independiente de las eudicotiledoneas (Chaw et al, 2004).
Los resultados hasta ahora sugieren una serie de diferencias importantes con respecto a lo
encontrado en las eudicotiledoneas, excepto en las Gramineae que de manera general

tienen conservada la funcién B.

Las gramineas y la conservacién de la funcion B.

Los patrones de expresion y la funciones de los genes tipo B de las gramineas han mostrado
una gran similitud con aquellos de las eudicotiledoneas y los analisis funcionales en general
cumplen con las predicciones del modelo ABC. Una de las primeras evidencias surgio con el
trabajo de Ambrose et al (2000) al caracterizar al gen SILKY1 del maiz como un homaologo
del gen AP3 de A. thaliana. La morfologia floral del maiz y otras gramineas no es idéntica a
la de las eudicotiledoneas. En el tercer verticilo floral presentan estructuras conocidas como
lodiculos en lugar de pétalos y los 6rganos mas externos equivalentes morfolégicos a los
sépalos son conocidos como paleas y lemmas, cuya forma semeja al de las bracteas de las
eudicotiledoneas. A pesar de que hay evidencias genéticas que apoyan la homologia de los

mecanismos geneéticos determinantes de lodiculos y pétalos (Koyozuka et al, 2002; Whipple



et al, 2004; Whipple et al, 2006), se desconoce si las paleas y lemmas son homodlogas a los
sépalos a nivel morfolégico y genético.

La similitud entre las funciones de SILKY1y AP3 se comprobdé al determinar el
fenotipo de los mutantes de SILKY1, los cuales muestran una conversién homeotica de los
lodiculos por 6érganos parecidos a una palea y de estambres convertidos en carpelos.

Por otro lado, también se han clonado y caracterizado en maiz 3 genes paralogos
pertenecientes al linaje GLO, al cual pertenece el gen Pl de Arabidopsis. Estos genes
(ZMM16, ZMM18 y ZMMZ29) parecen ser duplicaciones que ocurrieron después de la
divergencia de los pastos (Munster et al, 2001). Mediante hibridaciones tipo Northern e in situ
se observo la expresion de estos genes en lodiculos, estambres y carpelos en el inicio del
desarrollo floral de flores masculinas y femeninas. La expresion de estos genes en carpelos
es mucho menor que en los demas érganos mencionados, siendo la expresién en estambres
la mas intensa, incluso hasta etapas tardias del desarrollo floral. Esta expresidon concuerda
con la vista para PI, que se expresa en los verticilos 2,3 y 4 en A. thaliana.

El estudio mas reciente que corrobora la conservacion de la funcion B en maiz
(Whipple et al, 2004), muestra como SILKY1y ZMM16 tienen la capacidad de formar
heterodimeros protéicos entre si, tal como suceden entre sus ortdlogos Pl y AP3. Ademas, al
transformar con los genes B del maiz a lineas de Arabidopsis mutantes para AP3y PI, en las
progenies transformadas se recuperan pétalos pequenos en el tercer verticilo y érganos
semejantes a estambres en el segundo verticilo. Esta es una prueba contundente de la
conservacion de la funcion B en los genes estudiados.

En el arroz, otra graminea, también se han caracterizado homdlogos de los genes tipo
B de A. thaliana. OsMADS4 es el gen homologo de Pl y esta involucrado en la determinacion

de estambres y lodiculos, expresandose en el segundo, tercero y cuarto verticilos, tal como



los genes tipo GLO/PI del maiz. Plantas transgénicas de arroz con insertos de antisentido de
OsMADS4 muestran modificaciones en el 2do y 3er verticilo similares a los mutantes de
SILKY1 (Kang et al, 1998). Sin embargo, OsSMADS4 no es el unico gen ortélogo de Pl en
arroz, OSMADSZ es otro gen muy similar a Pl cuya funcion aun no ha sido estudiada (Chung
et al, 1995). La diversidad de genes GLO/PI en pastos es probablemente resultado de la
poliploidia y duplicaciones ocurridas después de la divergencia de éstas especies, e indica
una posible fuente de divergencia de funciones y subfuncionalizacién que tal vez determine
la morfologia particular de este tipo de flores.

Recientemente, en el arroz se ha identificado y caracterizado al gen SUPERWOMAN
(SPW), antes conocido como OsMADS16 y homologo de AP3. Tal como se esperaba, el sitio
de expresion de SPW se restringe a los verticilos 2 y 3. Plantas con cualquiera de los dos
alelos mutantes de este gen muestran nuevamente un fenotipo similar al de las plantas
mutantes de OsMADS4 o SILKY1 (Nagasawa et al, 2003). Cabe destacar que en estudios en
un sistema heterdlogo se ha comprobado la interaccion de las proteinas de SPW
(OsMADS16) y OsMADS4 por experimentos de doble hibrido en levadura, tal como lo hacen
las proteinas de AP3y Pl en A. thaliana (Moon et al, 1999).

Otro estudio mas reciente en el cual se corrobora que la funcidon B esta conservada en
pastos, es el de una variedad silvestre de trigo (Aegilops crassa). En este estudio
desarrollado por Hama et al (2004), se identifico la presencia de dos genes paralogos WPI1y
WPI2 con funcidn tipo B y a su vez ortélogos de OsMADS4y OsMADS?2 respectivamente. En
variedades silvestres, el sitio de expresién de WP/ se localiza en los primordios de lodiculos y
estambres, estando solo presente en lodiculos en etapas mas tempranas. En variedades
mutantes de trigo con transformacion de estambres a pistilos, se observa la ausencia de

expresion de WPI1 en los érganos transformados. Cabe destacar que los autores de este



estudio habian identificado antes la presencia de dos ortélogos de AP3 denominados
WAP3/TaMADS#51 y WAP3/TaMADS#82 (Murai et al, 1998) pero sus resultados no habian
sido publicados. En este trabajo mas reciente también se corroboré que ninguno de los

genes WAP3 se expresa en el tercer verticilo de trigo con transformaciones homeoticas.

Los casos en Liliaceae y pequenas variantes del modelo ABC.

La primera identificacion de genes MADS tipo B en una liliaceas fue en el 2001 con el trabajo
de Tzeng y Yang. Ellos aislaron y caracterizaron al gen LMADS1 en Lilium longiflorum como
un homologo de los genes del linaje DEF/AP3y presenta en su secuencia al motivo “paleo
AP3", también presente en OSMADS16 y SILKY1.

Hibridaciones tipo Northern mostraron la expresion de este gen en botones en etapas
tempranas del desarrollo floral y a pesar de que la expresion de este gen era mas conspicua
en el segundo y tercer verticilo de las flores, también se observo la acumulacién de mRNA de
LMADS1 en el primer y cuarto verticilo de la flor. Sin embargo, sélo se observa la presencia
de la proteina LMADS1 en el segundo y tercer verticilo, indicando una regulacion
postranscripcional que restringe la expresion del gen. La presencia del mRNA en los 4
organos florales puede indicar que los genes B de liliaceas intervienen en mas procesos que
los de eudicotiledoneas, por ejemplo la determinacion de los tépalos del cuarto verticilo. Por
otro lado la transcripcion de LMADS1 en el cuarto verticilo floral es similar al gen DEF de
Antirrhinum majus (Tzeng y Yang, 2001).

Una caracteristica no esperada de la proteina LMADS1 es que es capaz de formar
homodimeros al contrario de la proteina de AP3, la cual sélo se acopla estructuralmente con
Pl y proteinas SEPALLATA para lograr adquirir estabilidad fisica y funcional. A pesar de esto,

LMADS1 no genera identidad de tipo B en todos los sitios en donde se expresa, por lo que



seguramente existen otros genes que son necesarios en la determinacion de estambres y
tépalos. La capacidad de formar homodimeros de los genes B de esta Liliaceae es
probablemente reminiscente de las capacidades ancestrales de los genes B en
angiospermas, dado que en gimnospermas existe solo una copia homologa de los genes B
de angiospermas (Mouradov et al, 1999).

Al transformar A. thaliana con LMADS 1 fusionado al promotor de sobreexpresion del
virus del mosaico de la coliflor (CaMV35S) no se observo una conversion de érganos florales
similar a la de 35S::AP3, a pesar de que los productos protéicos del LMADS1 interactuaban
con Pl en los experimentos de doble hibrido en levaduras. Esto indica que la estabilidad
funcional de la proteina de LMADS1 para determinar pétalos y estambres depende de
factores diferentes a los codificados por los genes B, al menos para el caso de A. thaliana.
Esta falta de rescate fenotipico también podria deberse a la construccion usada en las lineas
transformadas, siendo necesario el acoplamiento del cDNA de LMADS1 con el promotor
nativo de AP3 de Arabidopsis para lograr observar un rescate fenotipico. Sin embargo
experimentos equivalentes a los hechos con los genes de Liliaceae pero usando los cDNAs
de A. thaliana si presentaron conversion de érganos florales de acuerdo a las expectativas
del modelo ABC. Finalmente cuando se uso la secuencia interrumpida (35S::LMADS-
AMADS), el fenotipo resultante era muy similar al de un mutante de AP3 (Tzeng y Yang,

2001).

¢ Qué pasa con los tépalos?
Lilium longiflorum, como todas las lilaceaeas presenta un perianto compuesto por tépalos
(estructuras sin clara homologia a pétalos o a sépalos) en los dos primeros verticilos de sus

flores. Este fendmeno de similitud morfolégica entre verticilos externos, ademas de las



peculiaridades en cuanto a los patrones de expresion de los genes MADS con respecto a lo
observado en sistemas modelo, puede ocurrir en otras monocotiledéneas como
orquideaceas y las triuridaceas mismas. Un estudio, realizado en tulipanes por Kanno y
colaboradores (2003) estuvo dirigido a probar la teoria propuesta por van Tunen y
colaboradores (1993) que propone la extension del sitio de expresion de los genes B hasta el
primer verticilo floral. Con este propoésito se identificaron y caracterizaron en la especie Tulipa
gesneriana, dos genes del linaje DEF/AP3 y uno del linaje GLO/PI llamados TGDEFA,
TGDEFBy TGGLO respectivamente. Mediante pruebas de hibridizacién tipo Northern, este
trabajo mostro la expresion de los tres genes identificados en los primeros tres verticilos de la
flor, corroborando asi la hipoétesis de van Tunen en la modificacion del modelo ABC para
tulipanes.

Aunado a esto, TGGLO inclusive se expresa, aunque de manera somera, también en
carpelos y en tejido vegetativo como hojas, bracteas y estambres. Analisis mas detallados de
TGGLO también prueban que, como en el caso de otras proteinas tipo GLO/PI de Liliaceae,
tienen la capacidad de formar homodimeros al contrario de TGDEFA y TGDEFB que solo
pueden formar heterodimeros con TGGLO, tal como sucede en el caso de AP3. La expresion
de TGGLO en tejido vegetativo muestra una probable expansion y divergencia funcional que
puede ser importante de estudiar.

Otro estudio de genes B en monocotiledoneas es el realizado en el esparrago
Asparagus officinalis (Park et al, 2003). Asparagus officinalis es una Liliaceaea didica que
presenta una estructura floral con tépalos idénticos en los dos primeros verticilos. En este
estudio, se aisl6 y caracterizo el gen AODEF, altamente parecido a LMADS1 (Lilium), SILKY
(maiz), OSMADS16 (arroz) y WAPS3 (trigo). Por lo tanto este gen pertenece al linaje de genes

DEF. Mediante analisis de hibridizacion tipo Northern se observd que la expresion de este



gen esta restringida especificamente al tejido reproductivo. El desarrollo de los dos tipos de
flor de Asparagus officinalis inicia con un estadio hermafrodita. Una vez que han sido
formados los carpelos y los estambres, se postula que se activa un mecanismo genético que
propicia la degradacién de los estambres, en el caso de las flores femeninas, y el bloqueo del
crecimiento del ovario, sin degeneracion, para el caso de las flores masculinas.

Durante las etapas tempranas hermafroditas del desarrollo, tanto en individuos
masculinos como femeninos, se constato la expresion de AODEF exclusivamente en los
verticilos 2 y 3. Al contrario del caso del tulipan, este gen no se expresa en el verticilo 1. De
esta manera, es poco probable que AODEF esté involucrado en la determinacion de tépalos,
dado que la ausencia en la expresion de éste gen en el verticilo 1 recrea érganos con
estructuras similares a los vistos en los verticilos 1y 2.

En las etapas tardias del desarrollo, en las que la flor ya ha adquirido su morfologia
unisexual, la expresion de AODEF se sigue observando en estambres y tépalos del 2do
verticilo en flores masculinas, pero la expresion se pierde en flores femeninas. El patron de
expresion de este gen concuerda con las predicciones del modelo ABC, tal como en el caso
del gen SILKY del maiz (Ambrose et al, 2000), pero no con la teoria de van Tunen. El
estudio también determind con pruebas de hibridizacion tipo Southern que AODEF se
encuentra en una sola copia en el genoma del esparrago, por lo que es poco probable la
presencia de paralogos con diferentes sitios de expresion que puedan tener sitios extendidos

hasta el primer verticilo.

Los genes B de las orquideas muestran mayor divergencia funcional.
Las orquideas comprenden estructuras derivadas del esquema clasico de la forma floral de

las angiospermas. En estas plantas los verticilos 3 y 4 estan fusionados formando una



estructura conocida como ginostenio o columna y en el verticilo 2 existe un pétalo altamente
modificado llamado labio o labellum. Salvo en el caso del labio, el cual posee una estructura
muy particular, no existe una distincién morfologica clara entre los érganos que forman parte
de los verticilos mas externos, y por lo tanto, estos 6rganos estériles del perianto se
denominan tépalos.

En un estudio realizado por Wen-Chieh y colaboradores (2004), se identificaron y
caracterizaron 4 genes MADS (PeMADS2-PeMADSS5) de la orquidea Phalaenopsis equestris,
pertenecientes al linaje DEF/AP3. Probablemente asociado al hecho de que son 4 genes, los
patrones de expresion de estos genes son diferentes a los de los genes tipo B de las
eudicotiledoneas. Mediante una hibridacion tipo Northern, se observo que todos los genes
estan activos diferencialmente a lo largo del desarrollo floral, sin estar expresados en tejido
vegetativo. Estos genes también muestran diferentes patrones de expresion espacial en
diferentes 6rganos florales. De acuerdo a estas diferencias en sus patrones espacio-
temporales, las funciones de los cuatro genes probablemente no son redundantes. Dentro de
los diferentes mutantes florales que existen en esta especie de orquideas, este trabajo
analizé los patrones de expresion de los genes encontrados en una mutante somaclonal
(generada in vitro), que posee tres sépalos, tres pétalos con forma de labios, una columna en
forma de arco, anteras reducidas y un estigma plano. Al hacer analisis de comparacion de
expresion de los genes PeMADS entre el tipo silvestre y esta mutante, se llegd a la
conclusiéon de que PeMADS2, PeMADS4 y PeMADSS5 estan involucrados en la
determinacidn de sépalos (tépalos), labia y pétalos, respectivamente. Tanto PeMADS2 como
PeMADSS5 estaban expresados en los sépalos del tipo silvestre, sin embargo, el mutante con
sépalos idénticos a la variedad silvestre, solo tenia la presencia de PeMADS2, lo cual indica

que PeMADSS5 no es indispensable para la especificacion de sépalos. Del mRNA de los



genes PeMADS, solo PeMADS4 no se expresaba en pétalos en el tipo silvestre. También la
expresion de PeMADS3y PeMADS4 fue significativamente mayor en los labios de la
silvestre, mientras que los labios del mutante solo expresaban a PeMADS4, lo cual sugiere
que PeMADSS3 no es indispensable para la determinacién de labios.

Por ultimo, se observd que un alelo variante de PeMADSS5 que tiene dos mutaciones
en dos intrones de este gen, es el que probablemente genera el fenotipo mutante observado
in vitro. El gran numero de paralogos de los genes DEF/AP3 de Phalaenopsis equestris 'y
mas aun, su potencial papel en generar la morfologia floral caracteristica de esta orquidea,
pueden dar cuenta de la importancia de la duplicacion génica de genes tipo MADS en la
divergencia morfolégica.

En otro trabajo en la orquidea Oncidium (Hsu y Yang, 2002), se identificd y caracterizé
al gen OMADSS3, un gen tipo B cuyo sitio de expresion fue poco comun e inesperada. Al
contrario de los genes PeMADS2-PeMADSS, el gen OMADS3 se expresa tanto en tejido
reproductivo como vegetativo (sépalos, pétalos, labios, estambres, carpelos, botones florales
y hojas). Cabe destacar que al realizar una filogenia, este gen se encuentra dentro del linaje
TM6 y no en el paleo AP3 al cual pertenecen la mayoria de los genes B de
monocotiledéneas. Es decir, el linaje TM6 es exclusivo de eudicotiledéneas y es resultado de
la duplicacion de un gen paleoAP3 en el origen de las eudicotiledoneas. De esta manera, la
mayoria de las eudicotiledoneas poseen dos copias tipo AP3, una perteneciente al linaje
eUuAP3 (que tiene motivos en la region C-terminal totalmente nuevos) y otro que es el linaje
TM6, que se parece mas a los genes paleoAP3 de los cuales vienen originalmente (Kramer
et al, 1998).

Al transformar plantas de A. thaliana con este gen fusionado al promotor CaMV35S,

las plantas tenian un desarrollo normal hasta el momento de la floracién, en la que producian



flores terminales fértiles al final de la inflorescencia, fenotipo similar a los mutantes del gen
TFL de A. thaliana. Estas mutaciones generan una pérdida en la indeterminacion de las
inflorescencias y una transicion al meristemo floral prematura y terminal.

El experimento mas desconcertante de este trabajo consistié en generar lineas
transgénicas de A. thaliana con el inserto del gen OMADS3 sobrexpresado, pero sin el
segmento de la caja MADS o el C-terminal (lineas 35S::OMADSS3-AC y 35S::OMADS3-
AMADS). El resultado fue un fenotipo muy parecido al de mutantes de ap2 de A. thaliana, en
los cuales los sépalos se convierten en carpelos con 6vulos y papilas estigmaticas y los
pétalos se encuentran ya sea ausentes o son convertidos en estructuras parecidas a
carpelos y estambres respectivamente. Con estos resultados se pudo concluir que éste gen
tiene una probable funcion tipo A, como iniciadora de la floracion y en determinar la
formacion de flores, a pesar de estar ubicado en el linaje TM6. Con experimentos de analisis
de doble hibrido con levaduras, se comprobo6 que este gen forma homodimeros y no es

capaz de formar heterodimeros ni con AP3 o PI.

LsAP3y LsPIl de Lacandonia schismatica se expresan conjuntamente en el centro de la
flor.

Esta introduccion cierra citando datos preliminares obtenidos por Marie Englund y Francisco
Vergara Silva a partir de hibridaciones in situ radioactivas de los dos genes B de L.
schismatica en los que se observa la expresion de LsPI en los verticilos en los que se forman
los estambres y carpelos de la flor pero no en los tépalos (Vergara-Silva, 2002). Teniendo un
perfil de expresion parcialmente conservado con respecto al de A. thaliana. Por otro lado, la
expresion de LsAP3 se observa exclusivamente en el verticilo central de la flor de L.

schismatica, esto es, en el sitio en el que se forman los estambres. Estos datos sugieren



fuertemente que la razén molecular proximal a la homeosis vista en L. schismatica es la
expresion heterotopica de LsAP3 y LsPI en el centro de la flor (Figura 3). Ademas se sugiere

la posible formacion de un heterodimero funcional entre los genes B de L. schismatica.

Los trabajos anteriormente descritos comprenden un cumulo de informacién que
pretende observar el grado de conservacion del modelo ABC en linajes especificos de las
monocotileddneas. La aparente conservacion de la funcion B en monocotileddneas, da lugar
a una consecuente busqueda de divergencia en aquellos mecanismos genéticos que activan
o regulan una expresion determinada de los genes B y también en los mecanismos que son
activados y desencadenados por los genes B. Desafortunadamente, la informacién no es tan
extensa filogenéticamente para probar si las predicciones del modelo ABC correspondientes
a la funcién B son validas para todas las monocotiledoneas. Cualquier estudio similar tendra
que tomar en cuenta la importancia de la paralogia tanto en los linajes GLO/PI (e.g.
OsMADS4y OsMADS2, ZMM16, ZMM18' y ZMMZ29) como en los linajes DEF/AP3 (e.g.
PeMADS2-PeMADSS5y TGDEFA 'y TGDEFB). Esto es debido a que un aumento en el
numero de genes participantes en las redes de interaccion genética involucra un aumento en
la complejidad de interacciones posibles entre las proteinas B, A, Cy SEPALLATA y una
posible evolucion por procesos de subfuncionalizacién o neofuncionalizacion (Alvarez-Buylla
et al 2006).

Por lo tanto la conservacion de la funcion B en monocotiledéneas dependera de
estudios de la influencia de las secuencias reguladoras en cis y de los factores que actuan en
trans en determinar el lugar y tiempo de expresion de los genes B asi como las potenciales

interacciones que tengan las proteinas B con otras proteinas MADS.



OBJETIVO E HIPOTESIS: ;Conservacion funcional de los genes B en A. thalianay L.

schismatica?

El presente trabajo tuvo como objetivo general establecer el grado de conservacién funcional
de los genes B, DEF/AP3y GLO/PI de L. schismatica (LsAP3y LsPI)y de las proteina
codificadas por ellos con respecto a sus ortdlogos de Arabidopsis thaliana. Nuestra hipotesis
general de trabajo es que las proteinas del linaje B de L. schismatica tendran funciones
conservadas con respecto a las de A. thaliana. Para ello se plantearon una serie
experimentos in vivo para establecer la funcionalidad de las proteinas B de L. schismatica en
la determinacion de estambres y pétalos en A. thaliana y para recuperar las funciones B en
mutantes de la segunda especie. Estos experimentos ponen a prueba la interacciéon de
parejas heterélogas de genes B de L. schismatica y A. thaliana, asi como la formacion de

heterodimeros funcionales entre los genes B de L. schismatica.

Para abordar este objetivo general se establecieron los siguientes objetivos

particulares:
1. Analizar la morfologia floral de lineas de A. thaliana que sobreexpresan los
genes B de L. schismatica en fondo silvestre bajo el promotor fuerte 35S y
compararla con lineas que sobreexpresan los genes B endogenos de A.
thaliana.
2. Analizar la morfologia floral de lineas de A. thaliana mutantes para los genes

B que sobreexpresan los genes B de L. schismatica al hacer cruzas entre
lineas mutantes y lineas de sobreexpresion.

3. Analizar la morfologia floral de lineas “quiméricas” de A. thaliana que



expresan un gen B de L. schismatica bajo el promotor del gen B
correspondiente de A. thaliana (AP3y PI) en fondo mutante sencillo (ap3-3y
pi-1).

Generar y analizar la morfologia floral de lineas que expresen las dos
construcciones “quiméricas” de L. schismatica en fondo doble mutante.
Correlacionar los fenotipos de dichas lineas con la expresion de los genes B
de L. schismatica por hibridacion tipo Northern y RT-PCR.

Analizar si cambios clave en la secuencias codificantes de los genes y
proteinas B pueden estar relacionadas con los fenotipos de sobreexpresion y
complementacion observado en las linea analizadas. En cuyo caso se podria
plantear la hipétesis que cambios a estos niveles podrian explicar al menos
parcialmente el fenotipo homeodtico de L. schismatica, tal como sucede en
otros casos de animales y plantas (Galant & Carroll, 2002; Lamb & Irish,

2003).



LsAP3

LsPi
| Gemesa | LsAG
TEPALOS CARPELOS ESTAMBRES

Figura 3. ; Genes B de Lacandonia schismatica y Arabidopsis thaliana
funcionalmente conservados? Se observa como LsAP3 se expresa en los primordios
centrales de la flor de L. schismatica y que dan lugar a estambres. Esta heterotopia
puede ser la explicacion proximal molecular al fenotipo homeatico de L. schismatica si
y solo si LsAP3 determina estambres como AP3. En el diagrama de abajo se
representan los patrones de expresion de LsPi, y las copias putativas de LsAG y
LsSTK. Los tres ultimos genes tienen patrones de expresion similares a los
encontrados en especies modelo (Vergara-Silva et al no publicado y Vergara-Silva,
2002).



METODOLOGIA

Para lograr entender el grado de conservacion de la funcion que tienen los genes
pertenecientes al linaje B de L. schismatica fue necesario utilizar a la planta modelo A.
thaliana dadas las absolutas restricciones experimentales que hay para generar lineas
mutantes de L. schismatica o para transformarla genéticamente (ver Introduccion). El
presente trabajo es una continuacién del trabajo experimental que realizaron la Dra. Barbara
Ambrose, la Dra. Elena Alvarez-Buylla y el Dr. Francisco Vergara Silva.

En el laboratorio de Genética Molecular, Desarrollo y Evolucién de Plantas se
transformaron con dos tipos de construcciones diferentes lineas silvestres (wt) de A. thaliana
mediante infiltracidn con Agrobacterium tumefaciens. El primer tipo consiste en plasmidos
con una de las secuencias del cDNA de los genes B de L. schismatica acoplados al promotor
35SCamV, el cual dirige la expresion de un gen en todas las células y tiempos en el
desarrollo de la planta (Figuras 4 y 5). El segundo tipo de construcciones tiene acoplado el
cDNA de un gen B de L. schismatica al promotor heterologo respectivo de A. thaliana, de tal
manera que la expresion de LsAP3y LsPI esta en el 1er, 2do y 3er verticilo floral y en el 2do,
3er y 4to verticilo, respectivamente. A éste ultimo tipo de construcciones, se les denominé
construcciones quiméricas (Figuras 9y 10).

Para el siguiente trabajo se utilizaron nomenclaturas generacionales similares a las
usadas en estudios hechos para maiz (ver libro de cruzas del laboratorio GeMoDe-y-Ev de
Plantas). Cada generacion de plantas lleva las iniciales de la persona que las sembro y lleva
asociada un numero arbitrario, seguido por un guion y otro numero que determinan la
identidad de cada individuo. Una X encerrada por un circulo significa autofecundacion y una

x significa una cruza con otro individuo. A continuacién se muestra la historia de una linea



35S::LsPI que se llevé a homocigosis, se cruzd con una linea homocigota para el alelo pi-1y

se vid la segregacion de los cuatro fenotipo posibles en la F2:

BA 007 - Lineas wt transformadas con la construccion 35S::LsPI (To)

BA 015 - 007 (X) (T1) Poblacion hemicigota para la construccion.

EFS 330 = 15-1 (X) (T2) Poblacion segregante para la construccion.

BA 029 &> 15-1 (X) x 62-3(X) (Cruza entre la planta 35S::LsPi homocigota y la planta pi-1/pi-1)
BA 62 > F1 de 15-1 (X) x 62-3(X) Colecta de semillas de 5 Plantas.

EFS 300 - 62-3 (X) F2 que segrega un locus transgénico, uno mutante y uno wt.

Analisis genotipico de lineas de sobreexpresion en fondo wt y mutante.

Lineas de sobrexpresion. Para el caso de construcciones 35S::LsPI, se sembraron semillas
T1 (EFS 330-1 a EFS 330-10) que segregaban dicha construccion. Se extrajo RNA total de
hojas con un método convencional de Trizol (Vergara-Silva, 2002) de las plantas con un
fenotipo homedtico. Se corrieron 5_g de RNA total en un gel de agarosa y formaldehido al
3%. Se transfirio el RNA a una membrana de nylon que se hibridé con una sonda especifica
para LsPI con lavados a 60°C (Sambrook, MacCallum y Rusell, 2001).

La sonda comprende una secuencia de la regidon 3’ del transgen y fue amplificada con los
primers LsPIspF (5GATCTTAACTCGCTAGGAGC) y LsPispR (5 TGGGAAGCGTAATTGCGGTC). La
sonda fue marcada con *?P siguiendo el protocolo de “DNA labelling beads” (Amersham
Biosciences). Se usé como control de carga el RNA ribosomal y como control negativo RNA
total de plantas wt.

Lineas de complementacion. Generaciones T2 tanto de plantas con las construcciones de

sobreexpresidn fueron cruzadas con plantas ap3-3/-3y pi-1/pi-1. Para cada cruza, las



segregaciones de las F2’s fueron analizadas por ensayos de RT-PCR a partir de 1 _g de
RNA total de tejidos de cada fenotipo encontrado usando los primers LsPlspF
(5GATCTTAACTCGCTAGGAGC) Yy LsPispR (5TGGGAAGCGTAATTGCGGTC) para las
construcciones de 35S::LsPl y los primers LsAP3SpF (5 CCACACAGACAGATACCTAC) y
LsAP3SpR (5 TGAACATGTGGGGGCTCCC) para las construcciones 35S::LsAP3.

Se amplificé tubulina como control de carga, RNA de lineas T1 como control positivo y RNA
total de plantas wt como control negativo. Las condiciones para los dos primers son 1 ciclo
de 94°C por 1’, 30 ciclos de (94°C por 1’, 55°C por 30” y 72° por 1’) seguido de un ciclo de

72°C por 5.

Analisis fenotipico de lineas de complementacién y sobreexpresion.

Se hicieron pruebas de X para comprobar la segregacion mendeliana de las diferentes
cruzas hechas con los alelos mutantes. Se clasificaron los fenotipos observados de acuerdo
al grado de complementacion y siguiendo unicamente la formacion de cualesquiera de los 4
organos florales de A. thaliana. Se utilizaron poblaciones de alrededor de 30 plantas
hermanas para cada segregacion.

Los fenotipos de cada linea fueron analizados con microscopia Optica usando una
camara OLYMPUS C-5060. Se prepararon para MEB fijandolas en FAA y deshidratandolas
con series de etanol a distintas concentraciones, se secaron a punto critico con CO2 y se
recubrieron con oro (Weigel, 2002). Se utiliz6 un microscopio electronico JEOL Modelo JSM-
5310LV del Laboratorio de Microscopia Electrénica de Barrido de la Facultad de Ciencias de
la UNAM. Cada verticilo floral fue analizado por separado con disecciones previamente

hechas en la desecacion y comparando cada muestra con una flor wt.



Obtencién de lineas de complementacion quiméricas en fondos mutantes.

Las lineas de complementacién quimérica en fondos mutante fueron realizadas previamente
en el laboratorio por B. Ambrose utilizando el plasmido pAP3 short, el cual tiene el promotor
minimo de AP3y que fue fusionado al cDNA de LsAP3 (plasmido donado por J. L. Bowman).
Por otro lado, se insertd en el plasmido BJ36 el promotor completo de P/ unido al cDNA de
LsPl'y finalmente movio esta construccion al vector binario part27 para transformar con
Agrobacterium tumefaciens.

En esta tesis se sembraron lineas T1 para cada construccion y se realizaron PCR’s
con los primers LsPlchim (5 GAGAAAGATGGGAAGGGGGAAGATC) y 02LPi (5GGATCCCTATTT
ATTCTCTTGCAAATTTGGCTGG) para corroborar la insercion Pl::LsPl y los primers LsAP3bgl5
(5AGATCTATGGGCAGGGGAAAGATCGAGATCAAG) y LsAP3bgl3 (5
AGATCTCTAGGCAAGACGAAGGTCATGGAAG) para corroborar la insercion AP3::LsAP3.

Las lineas que presentaban una insercion (hemicigotas) se dejaron autocruzar y se
sembraron semillas de las hijas. Nuevamente se hicieron ensayos de corroboracion de la
insercion y se dejaron autocruzar plantas que tuvieran presente la insercidon. Alrededor de
100 semillas en la T3 fueron sembradas en placas de medio MS 0.2X con Kan (50 mg/ml)
para corroborar la homocigosis de las construcciones. Se escogieron 2 lineas homocigotas
para las construcciones y fueron cruzadas entre si para obtener lineas con las 2
construcciones transgénicas. Se corroboroé la presencia de las dos inserciones por PCR en la
F1 de la cruza. Dicha generacién fue cruzada con plantas ap3-3/ap3-3 y con plantas pi-1/pi-
1. La descendencia de dicha cruza fue analizada por PCR y se escogieron las plantas
segregando las dos construcciones quimeéricas para cruzarlas a su vez entre si y dejarlas
autocruzar. De tal manera que por un lado se viera en la F2 segregaciones de plantas con

una o dos construcciones en fondo mutante sencillo y por el otro lado se hiciera una cruza



entre dos plantas con las dos construcciones quiméricas presentes en homocigosis y los dos
alelos mutantes presentes en heterocigosis. El disefio de las cruzas anteriores responde al
hecho de que los mutantes ap3-3/ap3-3 y pi-1/pi-1 son infértiles masculinos. Y que datos
preliminares de B. Ambrose mostraban que cruzas sencillas AP3::LsAP3 x ap3-3/ap3-3 no
tenian ningun grado de rescate.

La F1 de la Ultima cruza AP3::LsAP3; Pl::LsPI; ap3-3/+ x AP3::LsAPS3; PI::LsPI; pi-1/+
se analiz6 nuevamente por PCR y se escogieron las plantas que tuvieran las dos
contrucciones transgénicas. Dichas plantas se dejaron autocruzar y actualmente se esta
analizando la segregacion en la F2 analizando por PCR y fenotipicamente las plantas
segregando un fenotipo mutante.

La homocigosis del alelo ap3-3 fue corroborada al amplificar el locus AP3 con los
primers APR-ClaF (5AGAGGATAGAGAACCAGACAAATCGA) y RTLAP3R
(5GGTTTTAGCAACACCATGCCTGAT) que amplifican un sitio de digestion de la enzima Clal en el
alelo mutante pero no en el wt. Las amplificaciones digeridas fueron corridas por
electroforesis en geles de agarosa al 2%. La homocigosis del alelo pi-1 fue corroborada al
secuenciar el locus con los primers EFS-Pi-138F (5TGACGTTCTCAAAGAGGAG) y RTL-PI-R
(5CTTACAACTGGAGCTCAGGCA)

A continuacion se muestra un diagrama que ilustra las cruzas hechas para obtener las

diferentes lineas de complementacion con construcciones quiméricas:



A = AP3::LsAP3
B = PI::LsPI

C = AP3 (wt)
c=ap3-3

D =PI (wt)

d = pi-1
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®

Lineas T2 (Segregacion 9:3:3:1)

i @ Seleccién por PCR de lineacon Ao B

Lineas T3 (Seleccion Homo

!
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Segregacion
(1/64)

Cruza Final para obtener 4 loci d
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Seleccién en F2 por PCR, Fenotipo,
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(256 posibilidades genotipicas para
encontrar planta AABBccdd)



RESULTADOS

Conservacion funcional de LsPI al sobreexpresarse en Arabidopsis thaliana

Cuando se sobreexpresa el gen LsPI en fondo silvestre (wt), las flores de las plantas F1
tienen una conversion parcial de sépalos a pétalos. Es decir, los érganos del 1er verticilo
floral son 6rganos quiméricos con células mayoritariamente de tipo petaloide que se
transforman gradualmente en células sepaloides, conforme se avanza a la base de los
organos (Figuras 4C, 6E). Este tipo de 6rganos también presenta tricomas tal como sucede
en sépalos wt. La fase de transicion entre un tipo celular y otro se observa claramente con
microscopia electronica de barrido (Figura 7G). Este fenotipo se debe probablemente a la
interaccidn de los genes tipo A de A. thaliana con un heterodimero quimérico entre AP3'y
LsPI en el 1er verticilo floral. Este fenotipo es similar al encontrado por Krizek & Meyerowitz
(1996) en el que también observan 6rganos quiméricos cuando se sobreexpresa el gen
endogeno de Pl en fondo wt (Figuras 4A, 6D).

Experimentos de hibridacion tipo Northern realizados para 5 F1's independientes
muestran que el fenotipo homedtico de estas lineas esta correlacionado con la expresion del
gen y mas aun, diferencias en las cantidades de transcrito no modifican el fenotipo
observado. Sugiriendo que el fenotipo no es dosis- dependiente una vez pasado el umbral de
sobrexpresion conferido por el promotor 35S (Figura 8A).

Cuando las lineas homocigotas 35S::LsPI fueron cruzadas con plantas homocigotas
para el alelo mutante pi-1, la F2 revel6 fenotipos denominados de “rescate” parcial que
segregan de acuerdo a proporciones mendelianas (Tabla 1). Plantas con éste fenotipo

mostraban morfologias florales con quimeras pétalo/sépalo en los dos primeros verticilos



florales y quimeras estambres/carpelo en el 3er verticilo floral (Figuras 4D, 6F y 7H-I).
Aproximadamente la mitad de los 6 estambres encontrados en ese verticilo tienen identidad
wt y la otra mitad tiene 6rganos con la forma de un estambre pero compuesto
mayoritariamente por células carpeloides y papilas estigmaticas en el apice (Figura 7J-K).
Estas flores son capaces de producir polen y autofecundarse aunque en frecuencias bajas
dado que solo la mitad de sus estambres son funcionales (Figura 6F).

A pesar de la formacién de 6rganos quimeéricos, los efectos fenotipicos que tiene la
sobreexpresion de Ply LsPl son muy parecidos. La similitud entre aminoacidos de Ply LsPi
en términos totales y por dominio particular puede verse en la Tabla 2. Por ejemplo, se
observa un 55% de similitud entre la secuencia total de aminoacidos de LsP!y PI, porcentaje
superior al 49% de similitud entre Zmm16'y PI. En la tabla 2 se hace notar que la similitud
total de aminoacidos entre las proteinas decrece hacia el extremo C-terminal, siendo la caja

MADS la mas conservada y el domino C-terminal el menos conservado.



Fenotipos Esperados

Fondo wt Fondo Mutante
AP3 AP3
PE/SE PE ST CA PE/SE PE ST/CA CA
A B

Fenotipos Encontrados

Fondo wt Fondo Mutante

AP3

PE/SE PE ST CA PE/SE  PE/SE  ST/CA CA
C D

AP3

Figura 4. Experimentos de sobreexpresion de LsPl en fondo wt y pi-1 de A.
thaliana. Se comparan los fenotipos encontrados en esta tesis con controles hechos
en A. thaliana. De haber un 100% de conservacion entre los genes ortélogos el
fenotipo floral de los dos tipos de lineas seria el mismo. A. Sobreexpresion de Pl en
fondo silvestre, en donde la conversion de sépalos a pétalos no es completa. B.
Sobreexpresion de Pl en fondo mutante, en donde la complementacidon de estambres
en el 3er verticilo no es completa (Krizek y Meyerowitz, 1996). C. Sobreexpresién de
LsPi en fondo silvestre produce un fenotipo igual al de A. D. Sobreexpresion de LsPi
en fondo mutante, con fenotipo floral igual al de B. salvo que la recuperacion de
pétalos el 2do verticilo no es completa



Conservacion funcional parcial de LsAP3 al sobreexpresarse en Arabidopsis thaliana

Al hacer los experimentos anteriormente mencionados con LsAPS3, el resultado fue
sorprendente. En las lineas de sobrexpresion de AP3 en fondo wt, ocurre una conversion
homeatica total de carpelos en estambres en las flores de A. thaliana (Figura 5A, 6G), esto
se debe a la interaccion de las proteinas B y C en el cuarto verticilo floral (Jack et al, 1994).
Curiosamente, cuando se sobre expresan las proteinas de LSAP3 bajo el mismo promotor en
A. thaliana, las flores tienen un fenotipo wt (Figura 6H). Esto no se debe a un efecto de
cosupresion puesto que experimentos de hibridacion tipo Northern realizados corroboraron la
expresion de LsAP3 (Figura 8B).

Es muy interesante que, cuando estas lineas fueron cruzadas con plantas
homocigotas para el alelo ap3-3; la F2 mostrd que las plantas que segregaban tanto la
construccion de sobreexpresion como el alelo mutante (Tabla 1), recuperaban 6érganos
quiméricos con forma de estambres y con células mayoritariamente de carpelos en el 3er
verticilo floral (Figura 6l). Este fenotipo es distinto al del mutante ap3-3 en el que se ven
ocasionalmente filamentos tipo estambres (Figura 7M-N). Al contrario del caso de LsPI, en
este caso no existe ninguna recuperacion de sépalos a pétalos en los érganos del 2ndo
verticilo floral para este tipo de plantas (Figura 7H-J). Por ultimo, este tipo de plantas
producen muy poco polen y semillas.

En resumen, la funcion de LsAP3 parece mucho menos conservada entre las dos
especies en comparacion a LsPI, ya que la primera es menos capaz de llevar a cabo la
determinacion de la identidad de 6rganos florales en A. thaliana. Esto indica que si bien se
forman heterodimeros quiméricos con PI, estos se forman de manera muy esporadica y que

la interaccion con los genes A debe de ser nula, aun a pesar de estar expresado el mMRNA de



AP3 de L. schismatica de manera constitutiva. La Tabla 2 muestra los porcentajes de
identidad de secuencias de aminoacidos entre AP3 y LSAP3 divididos en los diferentes

dominios de la proteina.

Se hicieron analisis de expresion para los genes B de L. schismatca por RT-PCR en
las F2's de las dos cruzas de las lineas de sobreexpresion para estudiar la correlacion entre
los fenotipos florales de “rescate” y la expresion de LSAP3 o LsPI (Figura 8C-D). Estos
experimentos muestran que se puede detectar el mRNA tanto de LsAP3 y LsPi en todas las
plantas con fenotipos de sobrexpresion sencilla, fenotipos de complementacion, pero no en
aquellas con fenotipos mutantes o wt (en los casos en los que se puede distinguir entre

fenotipos de sobreexpresion y fenotipos wt)



Fenotipo Esperados
Fondo wt Fondo Mutante

PI
AP3
SE PE ST ST SE PE ST ST
A B
Fenotipos Encontrados
Fondo wt Fondo Mutante
PI
AP3 AP3

SE PE ST CA SE SE ST/CA CA
C D

Figura 5. Experimentos de sobreexpresion de LsAP3 en fondo wty ap3-3 de A.
thaliana. Se comparan los fenotipos encontrados en esta tesis con controles hechos
en A. thaliana. De haber un 100% de conservacion entre los genes ortélogos el
fenotipo floral de los dos tipos de lineas seria el mismo. A. Sobreexpresion de AP3 en
fondo silvestre, en donde la conversion de carpelos a estambres es completa. B.
Sobreexpresion de AP3 en fondo mutante, en donde la complementacion de
estambres en el 3er verticilo es completa (Jack et al, 1994). C. Sobreexpresion de
LsAP3 en fondo silvestre produce un fenotipo igual al wt. D. Sobreexpresion de
LsAP3 en fondo mutante en donde se complementan parcialmente estambres en el
3er verticilo y no se complementan pétalos.



Figura 6. Fenotipos florales de lineas de sobreexpresion en fondo silvestre y mutante
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Flor de Arabidopsis con genotipo y fenotipo silvestre.

Mutante ap3-3/-3

Mutante pi-1/-1

35S::PISTILLATA (Tomada de Krizek & Meyerowitz, 1996). Con conversién parcial de sépalos a pétalos
en 1er verticlo floral.

35S::LsPI. Con conversion parcial de sépalos a pétalos en 1er verticlo floral.

358::LsPI x pi-1/-1. Con rescate parcial de 6érganos del 3er verticilo (Aprox. 50% son quiméricos entre
carpelos y estambres). El rescate es parcial también en 6rganos Del 2ndo verticilo.

35S::APETALAS3 (Tomada de Jack et al, 1994). Con conversion total de carpelos a estambres en el 4to
verticlo floral.

35S::LsAP3 con fenotipo Silvestre.

358S::LsAP3 x ap3-3/ap3-3. Con de 6rganos del 3er verticilo (100% son quiméricos entre carpelos y
estambres). El rescate es nulo en 6rganos del 2ndo verticilo.



Figura 7. Fenotipos florales de lineas de sobreexpresion en fondo silvestre y mutante
usando Microscopia Electronica de Barrido:

A. Flor Silvestre mostrando los cuatro verticilos

B. Tejido abaxial de sépalos de flor silvestre

C. Tejido abaxial de pétalos de flor silvestre

D. Estambre de flor silvestre

E. Carpelo silvestre

F. Vista general de flor con genotipo 35S::LsPI, se observan transformaciones de sépalos por estambres.

G. Tejido abaxial de 6rgano de primer verticilo de flores 35S::LsPI; se observan érganos quiméricos entre
pétalos (izquierda) y sépalos (derecha)

H. Vista general de flor con genotipo 35S::LsPi x pi-1, se observan érganos quiméricos en los primeros tres
verticilos florales.

. Tejido abaxial de 6rganos de segundo verticilo de flores de 35S::LsPi x pi-1 en el que se ven células de
pétalos y células alargadas sepaloides.

J. Organos del 3er verticilo floral en los que se pueden distinguir érganos tipo estambres pero con papilas
estigmaticas en el apice.

K. Organos del 3er verticilo floral en los que se pueden distinguir filamentos estaminoides sosteniendo
tejido con células estambres y mayoritariamente de carpelos.

L. Vista general de flor con genotipo de ap3-3

M. Vista general de flor con genotipo 35S::LsAP3 x ap3-3

N. Organos del 3er verticilo de plantas con genotipo 35S::LsAP3 x ap3-3

0. Ver L. La mayoria de los 6rganos carecen de polen.

P. Organos del 2ndo verticilo de 35S::LsAP3 x ap3-3 que mantienen identidad de sépalos tal como en el
mutante.

Q. Organos del 4to verticilo de 35S::LsAP3 x ap3-3 que mantienen identidad de carpelos.
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Figura 8. Corroboracion de expresion de genes B de L. schismatica en lineas de
sobreexpresion. A. Northern Blot de lineas T1 transformadas con 35S::LsPI. B.
Northern Blot de lineas T1 transformadas con 35S::LsAP3 (B. Ambrose). C. RT-PCR
para detectar LsPl en una serie de plantas hermanas hijas de una cruza entre
35S::LsPly pi-1/pi-1 (generacioén F2). D. RT-PCR para detectar LsAP3 en una serie
de plantas hermanas hijas de una cruza entre 35S::LsAP3y ap3-3/ap3-3 (generacion
F2). R = Lineas de rescate o complementacién (e.g. Figura 7H o 7M). M = Lineas
mutantes (Figura 6C o 7L). 35 = Lineas de sobreexpresién (Figura 6B o 6E). WT =
Lineas silvestres (Figura 6A).



Sobreexpresidon simultanea de LsAP3y LsPIl en Arabidopsis thaliana

En esta tesis también se analizaron cruzas hechas por B. Ambrose entre lineas
35S::LsPl y 35S::LsAP3 que en la F1 no tenian ningun fenotipo distinto al de la simple
sobreexpresion de 35S::LsPI (Figura 6E). Y que difiere al fenotipo del control hecho por
Krizek & Meyerowitz (1996) que al sobreexpresar los dos genes endogenos de A. thaliana
obtienen flores con 2 verticilos externos de pétalos y dos verticilos internos de estambres.
Estos experimentos sugieren que la interaccion de las 2 proteinas sobreexpresadas per se
no puede determinar la identidad de estambres o que existen otras proteinas como Pl que
pueden estar compitiendo con los sitios interaccidn proteina-proteina entre LsPl y LsAP3,

evitando la formacion de un heterodimero funcional entre LsPl y LsAP3.

Tabla 1.
Frecuencias fenotipicas en la F2 de cruzas entre lineas de sobreexpresion y lineas
mutantes.
Fenotipo Frecuencia
35SLsPI x pi-1/pi-1
35SLsPI 0.53
Wit 0.21
35SLsPi x pi-1 0.14
pi-1 0.1

_%h05=1.3324, (N = 28).

35SLsAP3 x ap3-3/ap3-3

wit 0.615
35SLsAP3 x ap3-3 0.34
ap3-3 0.38

X2 0.95 = 4.3588, (N = 26).




Tabla 2.
Identidad entre genes B de monocotiledoneas y Arabidopsis thaliana a partir de
alineaciones a “0jo” entre aminoacidos
Region LsAP3 vs AP3 SILKY vs AP3 LsPl vs PI Zmm16 vs LsPI
MADS 77% 77% 75% 71%
Region | 50% 43% 61% 48%
Regién K 48% 48% 54% 50%
C-terminal 20% 22% 35% 31%
Gen completo 42% 44% 55% 49%

Construcciones quiméricas sin complementacién en mutantes sencillos y

conservacion putativa de un heterodimero homoélogo funcional.

Con el objetivo de tener analisis mas finos de conservacion de la funcién B de las
proteinas B de L. schismatica, en la presente tesis se analizaron lineas de A. thaliana con
construcciones quiméricas en las que los promotores enddgenos de los genes B de A.
thaliana dirigen la expresion de los cDNA's de sus respectivos homodlogos de L. schismatica.
Estos son experimentos similares a los hechos para el maiz por Whipple y colaboradores en
el 2004 (Figura 9A-E). El uso de los promotores endogenos de A. thaliana garantiza que las
proteinas exdgenas se expresen en el sitio y tiempo precisos para determinar estambres y
pétalos y asi las proteinas correspondientes interactuan solo con aquellos péptidos que
normalmente se coexpresan con las proteinas B en A. thaliana. Por ello, a diferencia de las
lineas de sobrexpresidon que se analizaron tanto en fondo mutante como silvestre, en este
caso se analizaron las lineas de complementacién hechas en fondos mutantes. Esto se logré
mediante cruzas con los mutantes respectivos de los genes B enddgenos.

Los resultados para este tipo de experimentos son sorprendentes ya que no se
encontrd rescate del fenotipo mutante para las cruzas sencillas entre AtAP3::LsAP3 x ap3-3y

AtPI::LsPI x pi-1, aun a pesar de detectar la presencia de los transgenes por PCR de DNA



genomico en plantas segregando los alelos mutantes de manera homocigota (Figura 10A-B).

Pensando que el resultado anterior se debe a que los heterodimeros heterdlogos
(LsgenB-AtgenB) no son funcionales, se decidié obtener plantas con presencia de las dos
construcciones (AtAP3::LsAP3 y AtPI::LsPi) en fondo mutante sencillo para cada gen By en
el fondo doble mutante para ambos genes B. Los fenotipos vistos en las segregaciones de la
F2 para el primer caso tampoco son capaces de recuperar ni estambres ni pétalos (Figura
10B)

Finalmente, se a analizaron las transgénicas dobles en fondos mutantes dobles con el
fin de evitar la competencia de interacciones entre las proteinas enddgenas de A. thaliana 'y
las de L. schismatica con los diversos multimeros que forman las proteinas MADS (formados
con genes A, genes C o genes SEPs). Para lograr esto, se disefiaron cruzas que segregaran
plantas mutadas para los dos genes B de A. thaliana y que tuvieran presentes las dos
construcciones quiméricas con los genes B de L. schismatica. De esta manera, se realizo
una cruza entre las lineas con la doble construccion transgénica en fondo mutante sencillo
(AtAP3::LSAP3; AtPI::LsPi; pi-1/+ x AtAP3::LsAP3; AtPI::LsPi; ap3-3/+). El uso de plantas
heterocigotas para los mutantes B es indispensable puesto que ambos mutante son estériles
masculinos en homocigosis. Datos preliminares de analisis de las F2's de 12 autocruzas de
este tipo en la 1era generacion muestran que en una de estas lineas se segrega con
frecuencias de 1/70 plantas con un fenotipo floral de aparente “rescate” del fenotipo mutante.
En estas plantas se observan 6rganos del 2ndo verticilo floral con identidad quimérica de
sépalos y pétalos, asi como 6rganos quiméricos en el 3er verticilo floral con identidad de
estambres y carpelos, muy parecidos a los encontrados en los casos de complementacion en
las lineas de sobreexpresion cruzadas por mutantes sencillos (Figura 10C). Finalmente, cabe

mencionar que la simple insercién de uno u ambos genes B de L. schismatica no producen



una homeosis con estambres centrales rodeados por carpelos indicando que este fenotipo no
depende unicamente de alteraciones en la region codificante de los genes B de L.

schismatica.



E SE PE ST CA

Figura 9. Controles de complementacion usando construcciones quimeéricas en A.
thaliana (Modificado de Whipple et al, 2004). A. El fenotipo floral de lineas
expresando el cDNA de PI guiado por el promotor de Pl en fondo pi-71 no ha sido
reportado en la literatura. B. Lineas expresando el cDNA de AP3 guiado por el
promotor de AP3 en fondo ap3-3 pueden complementar al 100% érganos del 2do y
3er verticilo floral. C. Lineas expresando el cDNA de ZMM16 (maiz) guiado por el
promotor de AP3 en fondo pi-1 pueden complementar al 100% 6rganos del 2do y 3er
verticilo floral. D. Lineas expresando el cDNA de SILKY (maiz) guiado por el
promotor de AP3 en fondo ap3-3 pueden complementar al 100% érganos del 2do y
3er verticilo floral. E. Lineas expresando expresando dos construcciones quimeéricas
del maiz en doble fondo mutante pueden complementar al 100% 6érganos del 2do y
3er verticilo floral.
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Figura 10. Fenotipos florales de construcciones quiméricas con genes B de L.
schismatica. A. Lineas expresando AP3::LsAP3 en fondo ap3-3 o PI::LsPI en fondo
pi-1 tienen fenotipos florales indistinguibles a los de los mutantes B. B. Lineas
expresando conjuntamente AP3::LsAP3y PI::LsPl en fondo mutante sencillo (ya sea
ap3-3 o pi-1) tienen fenotipos iguales al de un mutante B. C. Lineas segregantes en 2
de cruza AP3::LsAP3;PI::LsPI; ap3-3/+ x AP3::LsAP3; PI::LsPI; pi-1/+. La identidad
putativa de estas lineas es de una planta expresando las 2 construcciones quiméricas
en fondo doble mutante (segregacion 1/70). El rescate del verticilo 2 y 3 es parcial
(Fotos de microscopia 6ptica a la derecha de cada diagrama).



DISCUSION

Nuestros resultados sugieren que las copias homdlogas tipo B de L. schismatica muestran
una conservacion parcial en la determinacion de estambres y pétalos en A. thaliana. Los
datos hasta ahora obtenidos apuntan a suponer que durante el desarrollo floral de L.
schismatica, la expresion conjunta de sus dos genes B solamente determina la identidad de
estambres. Esto se debe especificamente a que la proteina de LsAP3 no funciona bien en A.
thaliana: la sobreexpresion de la proteina mantiene un fenotipo wty en un fondo mutante no
produce pétalos y recupera 6rganos estaminoides que rara vez producen polen (Figuras 5D y
7N, N). Esto podria estar relacionado con un poca similitud en el motivo C-terminal y de la
secuencia total de la proteina LsAP3 con respecto a AP3 (Tabla 2). Otro dato interesante es
que la secuencia de aminoacidos de LsAP3 se parece 42% a AP3, mientras que LsPI se
parece un 55% a PI. Esto es, LsAP3 se parecen menos a AP3 de lo que LsPi se parece a PI.
Estas diferencias se notan sobre todo al comparar la regién |, Ky C. Por ejemplo, la
comparacion de la region | entre LsAP3/AP3 se parece 11% menos que la comparacion entre
la region | de LsPi/PI. Para la region K, LsAP3/AP3 se parece un 6% menos al caso de
LsPI/Pl'y la comparacion de la region C de LsAP3/AP3 se parece un 13% menos que la
comparacion LsPi/Pl. Esta similitud en la caja K sugiere que ambas proteinas tienen la
misma posibilidad de interactuar con otras proteinas MADS y que motivos en las regiones | y
C son los responsables de la baja conservacion de funcidn de LsAP3 con respecto a LsPI en
el contexto genético de A. thaliana.

Por un lado, estos resultados son contrastantes con lo que habia sido previamente
reportado en estudios similares para especies de monocotiledoneas como el maiz; en las

que SILKY y Zmm16 pueden rescatar de manera significativa el fenotipo mutante de A.



thaliana en construcciones quiméricas similares a las de estos experimentos (Whipple et al
2004; Figura 9C-D). Por otro lado, los resultados coinciden con lo encontrado por estudios
realizados por Xu y colaboradores (2006) en una orquidea del género Dendrobium en donde
la sobreexpresion en fondo silvestre de un ortélogo de AP3 tiene fenotipo wty la
sobreexpresion en un fondo mutante no recupera en lo absoluto estambres o pétalos. Al
compararse cualquiera de las proteinas ortélogas de angiospermas estudiadas hasta el
momento, LsAP3 es la que posee una menor similitud con AP3. Las divergencias mas claras
se encuentran en el dominio C-Terminal, que es un dominio cuya funcién aun no es del todo
conocida, aunque se cree que puede estar involucrado en la estabilizacion de complejos
multiméricos que determinan identidad de estambres y pétalos (Lamb & Irish, 2003; Egea-
Cortines, M. et al, 1999)

Cabe destacar que el rescate parcial del fenotipo mutante de A. thaliana por la
construccion 35S::LsAP3 se da con un motivo paleoAP3 altamente conservado, el cual habia
sido clasificado como un determinante parcial de identidad de estambres pero no de pétalos
(Lamb & Irish, 2003).

Consecuentemente, esta evidencia genética sugiere que los tépalos de L. schismatica
y los pétalos de A. thaliana no son equivalentes (homdlogos) a nivel molecular, aun cuando
la funcidn de LsPIl sea muy conservada, especialmente si se asume la conservacion de la
funcionalidad de heterodimeros de los genes B de L. schismatica.

Sin embargo, siendo cautelosos, cabe aun la posibilidad de que otras copias
paralogas de LsPiy LSAP3 sean capaces de determinar la identidad de pétalos si por un lado
se expresasen en el verticilo externo de la flor L. schismatica y por el otro, pudieran
complementar la funcion B en A. thaliana. De esta manera, es necesario realizar

experimentos de hibridacién tipo Southern para precisar el numero total de copias de este



tipo de genes en L. schismatica.

Para cerrar la discusion de la interpretacion de la homologia de mecanismos que
subyacen la determinacién de la identidad de los tépalos de L. schismatica 'y
monocotileddéneas en general, se proponen tres hipétesis a probarse posteriormente:

A) Los tépalos de L. schismatica no se determinan por mecanismos homologos a los
que determinan pétalos en eudicotileddneas (i.e. los genes B de monocotiledéneas no
determinan identidad de 6rganos de perianto), B) Otras copias paralogas de genes tipo B de
L. schismatica determinan la identidad de los tépalos pero no se han detectado y C) Los
organos tipo pétalo (del 2ndo verticilo floral) de L. schismatica se han perdido
secundariamente y de igual manera los genes tipo B de Triuridaceae han perdido la
capacidad de determinar 6rganos de perianto. Las dos ultimas hipétesis no se contraponen a
un trabajo publicado por Whipple y colaboradores (2007) en el que se detecta expresion de
genes tipo B en los 6rganos del perianto (adyacentes a estambres) de los taxa basales de
pastos y el grupo hermano de los pastos. Este ultimo grupo con una morfologia floral clasica

de monocotiledonea, con dos verticilos de tépalos, estambres y carpelos.

A pesar de que la carencia de efecto fenotipico ha sido observada incluso en trabajos
que pretendian sobreexpresar AP3 como control (Lamb & Irish, 2003), en nuestro trabajo
dudamos que factores implicados en mecanismos de silenciamiento de DNA’s exdgenos
estén impidiendo la sobreexpresidon de LsAP3 dado que se analizé la expresion del transgen
a nivel de RNA en 3 lineas independientes.

Para el caso de los experimentos de sobrexpresion de la proteina LsPI, los resultados
obtenidos muestran una alta conservacion de la funcion de este gen en comparacion con el

gen enddgeno de A. thaliana. Las lineas de complementacion de funcidn con la construccion



35S::LsPI muestran la capacidad de determinacion de identidad de estambres y de pétalos
dada la formacion de un heterodimero quimérico entre AP3y LsPi. Este fenotipo es similar al
encontrado por Krizek & Meyerowitz (1996) en el que también observan érganos quiméricos
cuando se sobreexpresa el gen endégeno de Pl en fondo wt (Figuras 4A y 6D). Ademas, las
plantas 35S::LsPi; pi-1 tienen una morfologia de rescate similar a la reportada en el mismo
trabajo, presentando érganos quiméricos entre estambres y carpelos en el 3er verticilo floral.
La unica diferencia radica en que el rescate de pétalos es total con la sobrexpresion del gen
endogeno de A. thaliana, mientras que con la sobrexpresion de LsPi en fondo mutante, los
organos del 2do verticilo son quimeras entre pétalo y sépalo (Figuras 71).

Estos datos coinciden con lo reportado en estudios con experimentos similares con
otras monocotiledoneas (Xu et al, 2006) y es apoyado por el hecho que la secuencia de
aminoacidos de LsPIl es mas similar a Pl de lo que es LsAP3 con respecto a AP3 (Tabla 2).

Los fenotipos observados para los experimentos de complementacion de 35S::LsAP3
y 35S::Pl también sugieren que hay una formacion azarosa de heterodimeros multiméricos a
través del desarrollo floral de las lineas transgénicas de A. thaliana. Dicha relacion de
agrupaciones posibles puede verse complicada por la actividad del pequefio polipéptido
codificado por los alelos mutantes pi-71 y ap3-3, que al estar presentes en los mismos
verticilos y al tener una caja MADS parcial que podria interferir con agrupaciones que darian
fenotipos totales de rescate. Esto se nota sobre todo en el caso del control de 35S::PI x pi-1
realizado por Krizek & Meyerowitz (1996) en el que ni siquiera la sobreexpresion del gen
endogeno puede rescatar del todo el fenotipo mutante (Figura 4A).

A partir de estas observaciones podemos proponer que la falta de complementacion
vista en las lineas quiméricas expresando genes B de L. schismatica en fondo mutante

sencillo se debe en parte a la complejidad en las relaciones de competencia por multimeros



debida la accion de los polipéptidos codificados por los alelos pi-1 0 ap3-3, asi como
cualquiera de los genes B de A. thaliana que si estan presentes en el fondo mutante sencillo.
Esto se corrobora con el hecho de que en los controles hechos por Whipple y colaboradores
(2004), en los que expresan construcciones AP3pro::AP3cDNA en fondo ap3-3 en A.
thaliana, hay lineas que pueden recuperar al 100% estambres y carpelos, pero también hay
algunas lineas en la que la recuperacion no es completa (Figura 9B).

Otra razon por la cual estas lineas con una o las dos construcciones quiméricas en
fondo mutante sencillo no recuperan en absoluto estambres o pétalos, se deberia a la mayor
divergencia en secuencias de aminoacidos en especial de LsAP3 (datos que se han discutido
anteriormente).

De estos datos podemos concluir que LsAP3 ha sufrido el mayor grado de divergencia
funcional de entre los dos genes B en L. schismatica. Curiosamente, LSAP3 también tiene un
patrén de expresion divergente con respecto a lo encontrado para sus ortélogos en otras
angiospermas (Vergara-Silva et al, no publicado; Vergara-Silva, 2002). Seria interesante
analizar si ambos tipos de divergencias subayecen el fenotipo homeotico de L. schismatica.
Es probable que la acumulacién de mutaciones tanto en secuencias codificantes como
reguladoras pudo haberse fijado por alteraciones y reducciones gendémicas propias de los

habitos de reproduccion cleistogamica y micoheterotrofia de esta especie, respectivamente.

La expresion espacio-temporal observada para LsPl'y LsAP3 por hibridizaciones in
situ (Vergara-Silva et al, no publicado; Figura 3) muestra que estos genes se expresan
conjuntamente solamente en el verticilo central de la flor de L. schismatica. Mientras que
LsPI se expresa en un patron muy similar al observado para su ortélogo en A. thaliana,

LsAP3 se expresa solo en el centro de la flor. Esta informacion, sugiere fuertemente que la



determinacién de identidad de estambres depende de la formacion de un heterodimero entre
LsPl y LsAP3, tal como ocurre en A. thaliana. Consecuentemente, se disefiaron
experimentos para obtener lineas transgénicas de A. thaliana que expresaran las dos
proteinas B de L. schismatica de manera fina y restringida a los verticilos 2 y 3 de la flor de
Arabidopsis y en un fondo genotipico doble mutante usando los alelos ap3-3y pi-1 (Figura
10A-C).

Los resultados hasta ahora obtenidos para una serie de lineas en las que se esperan
segregaciones de plantas con las dos construcciones quimeéricas, asi como un doble
genotipo mutante en homocigosis, muestran plantas que segregan en frecuencias de 1/70
fenotipos con grados de recuperacion sorprendentes. Sin embargo, la presente tesis se
finaliza en el proceso de esclarecer realmente el genotipo de estas lineas, en las que hasta
ahora ha sido dificil amplificar la construccidn quimérica para LsPI (Figura 10C).

Entre otras cosas, se han colectado semillas de esta planta para observar los
fenotipos florales que segregan en su progenie producto de la autocruza y realizar su
posterior genotipificacion. Si es un planta homocigota para los diferentes alelos transgénicos
y mutantes en cuestion todos sus descendientes deberian tener el mismo fenotipo. También
se han sembrado 256 hermanas de esta planta que deberia segregar este fenotipo siguiendo

las proporciones esperadas.

Si estos resultados son ciertos, su interpretacién consecuente es que hay un alto
grado de conservacion en la formacion de heterodimeros funcionales entre las dos proteinas
B de L. schismatica y que éste heterodimero a su vez puede interactuar con otras proteinas
MADS para formar multimeros funcionales y formar parte de las redes de interaccion de

proteinas de A. thaliana que regulan los genes que generan la forma de los 6rganos florales.



La presencia de fenotipo de “rescate” en la ausencia de proteinas B endogenas completas
sugiere que existe una competencia por sitios de interaccion entre proteinas homeaticas que
impiden ver fenotipos de rescate en fondos mutantes sencillos.

Aun a pesar de la aparente baja conservacion de funcidn en la determinacién de
estambres, los resultados expuestos en esta tesis apoyan la hipotesis (Vergara-Silva et al,
2000) que sugiere que el desplazamiento del sitio de expresién de la funcidén B hacia el
centro de la flor de L. schismatica es la causa del fenotipo homedtico encontrado en esta

especie.

La informacion obtenida de estudios de evolucion del desarrollo de animales (Granier
& Carroll, 2000; Galant & Caroll, 2002) mostraron inicialmente la importancia de cambios en
secuencias codificantes (cDNA'’s) en la generacidn de mutaciones homeoticas responsables
de generar importantes cambios macroevolutivos. Por ejemplo, la divergencia morfologica
entre onicoforos e insectos (artrépodos) esta relacionada con la presencia de motivos clave
en la proteina del factor de transcripcion homeo-box Ultrabithorax (Ubx) (Granier & Carroll,
2000). La presencia de dicho motivo confiere a las secuencias de artropodos la capacidad de
regular negativamente diversos genes blancos, que por ejemplo determinan la identidad de
extremidades. De la misma manera, los experimentos realizados en esta tesis estuvieron
dirigidos a encontrar si sustituciones clave en las secuencias que codifican las proteinas B de
Lacandonia schismatica también estaban relacionadas con el fenotipo heterotdpico de dicha
especie. A diferencia de los estudios con animales, ninguna de las lineas que expresan los
genes B de L. schismatica ya sea por separado o en conjunto muestra un fenotipo homeaotico
con estambres centrales. Esto sugiere que los genes blanco conservados entre los genes B

de L. schismatica y A. thaliana no estan involucrados en determinar la flor homeatica de L.



schismatica.



CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Nuestros datos indican que la conservacién de la funcidn B en Lacandonia schismatica
solamente se restringe a la determinacion de estambres dada las caracteristicas de lineas
sobreexpresando LsAP3 y dados lo patrones de expresion espacio-temporal que tienen los
genes B de L. schismatica. Por otro lado, se sugiere que el linaje de LsPi esta mas
conservado que el de LsAP3 con respecto a las eudicotiledéneas, dado que su proteina tiene
la capacidad de formar heterodimeros quiméricos con proteinas B de A. thaliana y dado su
potencial en determinar pétalos.

Los datos de las construcciones quiméricas indican preliminarmente que se forma un
heterodimero funcional entre las dos proteinas B de L. schismatica que tiene capacidad de
complementar de manera sorprendente los fenotipos mutantes de A. thaliana en
comparacion con lo observado en lineas quiméricas sencillas. Los resultados sugieren que la
evolucion de un heterodimero funcional entre dos genes B de angiospermas precedio a la
divergencia de monocotiledéneas y eudicotiledoneas.

Aunque los datos expuestos en ésta tesis asuman las interpretaciones
euantiales de los ejes reproductivos L. schismatica como ciertas, vale la pena hacer notar
que al menos las proteinas B de L. schismatica no producen efectos de perdida de
determinacién en los 6rganos florales a los cuales dan identidad. Esto se contrapone a la
hipétesis planteada por Rudall y Bateman (2006) en la que interpretan al gineceo de
Triuridaceae como inflorescencias derivadas de flores tipo Stemonaceae, resultado de una
pérdida de determinacion de los 6rganos florales y una consecuente multipilicacion de

carpelos por la actividad de un grupo de genes homeaticos.



Finalmente, esta tesis plantea como hipdétesis a probarse en estudios posteriores, que
elementos regulatorios en cis o factores activadores o represores en trans son los
responsables de que los genes B se expresen en el centro de la flor. De esta manera, es
necesaria la clonacién de los promotores de los genes B de Lacandonia y especies
hermanas para entender mas acerca de las causas proximas detras de la morfologia floral de

esta especie mexicana.



Apéndice 1. Clonacién e identificacion de genes homoélogos a AGAMOUS a partir de
experimentos de 3’'RACE

A partir de clonas parciales resultado de experimentos de 3'RACE hechos con oligos
disefiados para amplificar genes tipo C (proveidas por Francisco Vergara Silva). Se realizo
un mapeo y secuenciacion de amplificados distintos de los cuales se caracterizaron 2
secuencias homologas que putativamente eran 2 genes tipo C en Lacandonia schismatica.
Una vez obtenidas las secuencias se hicieron alineaciones de aminoacidos “a 0jo” con los
diversos genes homoélogos de AGAMOUS descritos en las bases de datos internacionales.
Y se obtuvo el alineamiento de nucledétidos a partir de las regiones mas conservadas del
archivo de alineamiento de aminoacidos.

Para dicho analisis se incluyeron secuencias del grupo monofilético al cual pertenece
AGL11/SEEDSTICK que es el grupo hermano de los diversos genes AGAMOUS.

A continuacion se muestran las dos secuencias de los genes tipo C de Lacandonia
schismatica asi como los arboles filogenéticos obtenidos por Métodos Bayesianos para
identificar la identidad de cada uno de ellos. Se utilizé MrBAYES 3.1.2 el cual lleva a cabo
dos analisis independientes simultaneamente. Se asumieron diferentes tasas de substitucién

para primera, segunda y terceras posiciones (prset ratepr=variable). Cada analisis se corrio el

tiempo suficiente para permitir que la desviacion estandar de la frecuencias separadas bajara por debaj

de 0.01 (aprox. 1500 000 generaciones).

Lo que se aprecia de estos resultados es que LsSAG1 (que se expresa en carpelos
solamente) pertenece al linaje STK'y que LSAGZ2 (expresado en CA 'y ST) pertenece al linaje
AGAMOUS. Como esta duplicacion ocurrio antes de la divergencia de las Monocotileddneas,
todas las angiospermas tienen este grupo de ortdlogos. Esto es, no hay ninguna paralogia

genes tipo AGAMOUS en Lacandonia schismatica como ocurre por ejemplo en el maiz y



otros pastos.
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>LsAGl
TCTAGATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTAGAACACAACGAACCGACAGGTGACCTTCTGCAAGCGTAGGAACGG
GCTGCTGAAGAAGGCTTACGAACTATCCGTGCTGTGCGATGCCGAGGTTGCCCTCATCGTCTTCTCCAGCCGCGGCCGCCTCTACGAGTTCTCCAACAACAGT
GTAAGATCAACTATTGAGAGGTACAAGAAAGCAAGTACTGGCAGCTCAAACTCAACTTCCATTGTTGAAATCAATTCCCAGTACTATCAGCAAGAATCAGCCA
AAATGCGCCACCAGATACAGATTTTACAAAATGCAAACAGGCATTTGATGGGGGAAGGATTGAGTAATCTGACAGTGAAGGAGCTGAAGCAGCTAGAGAACAG
GCTCGAGAGGGGAATCACAAGGATCAGATCCAAGAAGCATGAGCTGCTCTTTGCAGAAATTGAATACATGCAGAAAAGGGAAGCTGAGCTGCAGAATGACAAC
ATGTTCCTCAGGGCCAAGATTACGGAGAATGAGAGGACACAGCAGGCGAGCATAGTGAGCCCAGGTGCGGAGTTCGACACACTTCCGACATTCGATTCCAGGA
GTTACTACCATGTCAACATGCTTGAAGCTGCTGCTCAGTACACCCATCACCACCAGGATCAGACCACCCTTCACTTAGGCTATGAATCAAAGGTGGATCCCCC
TGCATAGGTTTCCATCACCTTGTTTGATTTCAAAAGGGATGCTATTATATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

>LsAG2
GAGATCAAGAGGATCGAGAACACCACCAATCGGCAGGTCACCTTCTGCAAGCGCCGCAACGGCCTCCTCAAGAAGGCCTACGAGCTATCGGTGCTCTGCGATG
CCGAGGTCGCTCTCATCGTCTTCTCCAGCCGCGGCCGTCTCTACGAGTACTCCAATAACAGTGTGAAAGCAACTATTGAGAGGTACAAAAAAGCTTGTACAGA
CACTCCCAACAGCAGTTCAATATCTGAAGCCAATTCCCAGTATTACCAACAAGAAGCATCAAAGTTGAGGCAGCAGATAACAAACCTGCTGAATTCCAACAGA
AATTTATTGGGTGAGTCTCTTGCCACCAAGAGTGCTAGGGATCTTAAGACTCTGGAGGCCAAGTTGGAGAAGAGTATCACAAAAATAAGAAGCAAGAAGAATG
AACTACTCTATGCTGAGATTGACTATATGCAGAAAAGGGAGATGCAGTTGCAAAATGATAACATGTATTTGAGGAACAAGATAACAGCAAATGAGACAGTACA
GCAAGAGATGAGCCTCCTTCAACCTGGAGCAGGGTATGAAGCAATGCCATTATTTGATTCAAGAAACTTCCTCCAAGTGAATATGCAAGATCCAATTAATCCC
TACTCCCATCACCAACACATTGTTTTCCAATTAGGGGGAGATGATAAAGATTCATCCAACTTTCCTGGGGGGGCAGGCAGCATAAGGGGCATCATGCAGTTGA
AGTTTTGGTGCCAAAATTTGTATTTTCATTGTGATTGGATGCATGGGTCAGTAGAGGGAGCTAACTATGCAGATAGACTGTTTCCTATATATGAATATCAGAC
TGCAAAACATTTTGAGCTTTAGTATATGCATGCCCCTTTTATCAGTGTGTAATATATCACTTGATATTGTATCAGTATTCATTGTTGATTAATAAAGAACCTT
TTGTTCATCCAGCTTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGC



Apéndice 2. Obtencién de secuencias de 18S gDNA y ATPA mitocondrial para
Soridium spruceanum (Triuridaceae), Pentastemona egregia y Pentastemona

sumatrana (Stemonaceae)

Se realizaron extracciones de gDNA de tejido total de Soridium spruceanum a partir de
colectas hechas en Guatemala por Maria Saharieva y Esteban Martinez. Para el caso de las
especies de Pentastemona el gDNA fue recibido de Laszlo Csiba de los Jardines Botanicos
Reales de Kew (Reino Unido). Se llevaron a cabo PCR’s con los oligos ATPAF (5’) y ATPAB
(5’) para amplificar un fragmento de aproximadamente 1600 pb cuyo disefio fue hecho por
Jerry Davis. Las reacciones de secuenciacion se hicieron con fluroforos incluidos en el
reactivo Big Dye Terminator 3.1 (Applied Byosistems) usando una temperatura de
alineamiento a 50°C y los primers universales M13F y M13R. La secuenciacion se hizo con
un secuenciador ABI Prism 3000 en el laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de
Biologia de la UNAM.

Se muestran las secuencias completas con polimorfismos encontrados de 6
secuencias obtenidas para una especie guatemalteca de la familia Triuridaceae (Soridium
spruceanum) y dos especies pertenecientes al género Pentastemona que pertenece al orden
Pandanales. Se tratan de los marcadores moleculares ATPA mitocondrial y el gDNA de la
subunidad 18S ribosomal de las 3 especies. Estas secuencias son una contribucion para un
analisis filogenético que trata de entender la posicion de la familia Triuridaceae dentro del
orden Pandanales. La informacion obtenida de este estudio puede ayudar a esclarecer la
parsimonia de las dos hipétesis contrastantes acerca de la identidad de los ejes

reproductivos de las especies de la familia Triuridaceae.



>atpA Soridium spruceanum (Triuridaceae)
TGGAGATGGGATTGCACGTGTTTATGGATTGAACGAGATAAGAGCTGGA
GAAATGGTTGAATTTGCCAGCGGTGTGAAAGGAATAGCCTTGAATCTTG
AGAATGAGAATGTAGGTATTGTTGTCTTTGGTAGTGATACCGCTATTAA
AGAAGGAGATCTTGTCAAGCGCACTGGATCTATTGTGGATGTTCCTGCG
GGAAAGGCCATGTTAGGCCGTGTGGTCGACGCGTTGGGAGTACCTATTG
ATGGAAGAGGGGCTCTAAGCGATCACGAACGAAGACGTGTCGAGGTGAA
AGCCCCTGGGATTATTGAACGGAAATCCGTGCACGAACCCATGCAAACA
GGCTTAAAAGCAGTGGATAGCCTGGTTCCCATAGGCCGTGGTCAACGAG
AACTTCTAATCGGGGACAGACAAACTGGAAAAACAGCTATTGCTATCGA
TACTATATTAAACCAAAAGCAAATGAACTCAAGGGGCACCTCTGAAACA
TTGTATTGTGTCTATGTAGCGATTGGACAGAAACGCTCGACTGTGGCAC
AATTAGTGCAAATTCTTTCATTTGCGAATGCTTTGGAATATTCAATTCT
TGTAGCAGCCACCGCTTCGGATCCTGCTCCTCTGCAATTTCTGGCCCCA
TATTCAGGGTGTGCCATGGGGGAATATTTCCGCGATAATGGAATGCACG
CATTAATAATATATGATGATCTTAGTAAACAGGCGGTGGCATATCGACA
AATGTCATTATTGTTACGCCGACCACCAGGCCGTGAGGCCTTCCCAGGG
GATGTTTTCTATTTGCATTCCCGTCTTTTAGAAAGAGCCGCTAAACGAT
CAGACCAGACAGGTGCAGGTAGCTTGACTGCCTTACCCGTCATTGAAAC
ACAAGCAGGAGACGTCTCGGCCTATATCCCTACCAATGTGATCTCCATT
ACAGATGGACAAATCTGTTTGGAAACTGAGCTCTTTTATCGCGGAATTA
GACCAGCTATTAACGTTGGCTTATCTGTCAGTCGCGTCGGGTCTGCTGC
TCAGTTGAGAGCTATGAAACAAGTCTGCGGTAGTTTCAAACTAGAATTG
GCACAATATCGCGAAGTGGCCGCCTTCGCTCAATTTGGGTCAGACCTTG
ATGCTGCGACTCAGGCATTACTCAATAGAGGTGCAAGGCTTACAGAAGT
GCTCAAACAACCACAATATGAACCACTTCCAATTGAAAAACAAATTGTA
GTGATTT

>atpA Pentastemona egregia (Stemonaceae)
AAGTGGATGAGATCGGTCGAGTAGTCTCAGTTGGAGATGGGATTGCACG
TGTTTATGGATTGAACAAGATTCAAGCTGGAGAAATGGTGGAATTTGCC
AGCGGTGTGAAAGGAATAGCGTTGAATCTAGAGAATGAGAATGTAGGTA
TTGTTGTCTTTGGTAGTGATACCGCTATTAAAGAAGGGGATCTTGTCAA
GCGCACTGGATCTATTGTGGATGTTCCTGCGGGAAAGGCCATGTTAGGB
CGTGTGGTCGACGCGTTGGGAGTACCTATTGATGGAAGAGGGGCTCTAA
GCGATCACGAACGAAGACGTGTCGAAGTGAAAGCCCCAGGGATTATTGA
ACGTAAATCTGTGCACGAACCCATGCAAACAGGATTAAAAGCAGTGGAT
AGCCTGGTTCCTATAGGCCGTGGTCAACGAGAACTTATAATCGGGGACA
GACAAACTGGAAAAACAGCTATAGCTATCGATACTATATTAAACCAAAA
GCAAATGAACTCCTTAGGCACCTCTAAGACATTGTATTGTGTCTATGTA
GCGATTGGACAGAAACGCTCGACTATGGCACAATTAGTTCAAATTCTTT
CAGAATCAGAAGTTTTGGAATATTCCATTCTTGTAGCAGCCACCGCTTC
GGATCCTGCTCCTCTATAATTTCTAGCCCCATATTCTGGGTGTGCCATG
GGGGAATATTTCCGCAATAATGGAATGCACGCATTAATAATATATGATG
ATCTTAGTAAATAGGCGGTGGCATATCGACAAATGTCATTATTGTTACG
CCGACCACCAGGCCGTGAAGCCTTCCCAGGGGATGTTTTCTATTTACAT
TCCCGTCTCTTAGAAAGAGCCGCTAAACGATCAGACCAGACAGGTGCAG
GTAGCTTGACTGCGTTACVCGTCATTGAAACACAAGCTGGAGACGWATC
GGCCTATATYCCCACCAATGTGATCTCCATTACWGATGGACAAATCTGT
TTGGAAACAGAACTCTTTTATCGCGGAATTAGACCAGCTATTAACGTTG
GCTTATCTGTCAGTCGCGTCGGGTCTGCTGCTCAGTTAAGAGCTATGAA
ACAAGTCTGCGGGAGTTTAAAACTGGAATTGGCACAATATCGCGAAGTG
GCCGCCTTCGCTCAATTTGGGTCAGACCTTGATGCTGCGACTGAGGCAT
TACCAAATAGAGGTGCAAGGCTTACAGAAGTGCCCAAACAACCACAATA
TGCACCACTTCMAATTGAAAAACAAATTATAGTGATTTATGCAGCTGTC
AATGGCTTCTGTGATCGAATGCC



>atpA Pentastemona sumatrana (Stemonaceae)
TGCTCGTTGGAGATGGGATTGCACGTGTTTATGGATTGAACGAGATTCAA
GCTGGAGAAATGGTGGAATTTGCCAGCGGTGTGAAAGGAATAGCCTTGAA
TCTAGAGAATGAGAATGTAGGTATTGTTGTCTTTGGTAGTGATACCGCTA
TTAAAGAAGGGGATCTTGTCAAGCGCACTGGATCTATTGTGGATGTTCCT
GCGGGAAAGGCCATGTTAGGCCGTGTGGTCGACGCGTTGGGAGTACCTAT
TGATGGAAGAGGGGCTCTAAGCGATCACGAACGAAGACGTGTCGAAGTGA
AAGCCCCAGGGATTATTGAACGTAAATCTGTGCACGAACCCATGCAAACA
GGATTAAAAGCAGTGGATAGCCTGGTTCCCATAGGCCGTGGTCAACGAGA
ACTTATAATCGGGGACAGACAAACTGGAAAAACTGCTATAGCTATCGATA
CTATATTAAACCAAAAGCAAATGAACTCCTTAGGCACCTCTGAGACATTG
TATTGTGTCTATGTAGCGATTGGACAGAAACGCTCGACTGTGGCACAATT
AGTTCAAATTCTTTCAGAATCAGAAGTTTTGGAATATTCCATTCTTGTAG
CAGCCACCGCTTCGGATCCTGCTCCTCTGCAATTTCTGGCCCCATATTCT
GGATGTGCCATGGGGGAATATTTCCGCGATAATGGAATGCACGCATTAAT
AATATATGATGATCTTAGTAAACAGGCGGTGGCATATCGACAAATGTCAT
TATTGTTACGCCGACCACCAGGCCGTGAAGCCTTCCCAGGGGATGTTTTC
TATTTACATTCCCGTCTCTTAGAAAGAGCCGCTAAACGATCAGACCAGAC
AGGTGCAGGTAGCTTGACTGCGTTACCCGTCATTGAAACACAAGCTGGAG
ACGTATCGGCCTATATCCCCACCAATGTGATCTCCATTACAGATGGACAA
ATCTGTTTGGAAACAGAACTCTTTTATCGCGGAATTAGACCAGCTATTAA
CGTTGGCTTATCTGTCAGTCGCGTCGGGTCTGCTGCTCAGTTAAGAGCTA
TGAAACAAGTCTGCGGGAGTTTAAAACTGGAATTGGCACAATATCGCGAA
GTGGCCGCCTTCGCTCAATTTGGGTCAGACCTTGATGCTGCGACTCAGGC
ATTACCAAATAGAGGTGCAAGGCTTACAGAAGTGCCCAAACAACCACAAT
ATTCACCACTTCAAATTGAAAAACAAATTGTAGTGATTATGCAGC

>18S Soridium spruceanum (Triuridaceae)

GTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTGTAAGTATGAA
CTAATTCAGACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTT
GTTTGATGGTACGTGCTACTCGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATA
CGTGCAACAAGCCCCGACTTCCGGAAGGGATGCATTTATTAGATAAAAGG
CCGACGCGGGCTCCGCCCGTAGCCCCGATGATTCATGATAACTCGACGGA
TCGCACGGCCTCGTGCCGGCGACGCATCATTCAAATTTCTGCCCTATCAA
CTTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTGATGACGGGTGACGGAGA
ATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCA
AGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACGGGGAGGTAGT
GACAATAAATAACAATACCGGGCTCATCGAGTCTGGTAATTGGAATGAGT
ACAATCTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCAGT
TAAAAAGCTCGTAGTTGGACCTTGGGCTGGGCCGGCCGGTCCGCCACTGG
TGTGCACCGGCCGTCCCGTCCCTTCTGCCGGCGATGCGCTCCTGGACTTA
ACTGGCCGGGTCGTGCCTCCGGCGCCGTTACTTTGAAGAAATTAGAGTGC
TCAAAGCAAGCCCACGCCCGCATACATTAGCATGGGATAACATCACAGGA
TCTCGATCCTATTGTGTTGGCCTTCGGGATCGGRGTAATGATTAACAGGG
ACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCATAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTT
ATGAAAGACGAACCACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAAT
CAAGAACGAAAGTTGGGGGCTCGAAGACGATCAGATACCGTCCTAGTCTC
AACCATAAACGATGCCGACCAGGGATCGGCGGATGTTGCTCTTAGGACTC
CGCCGGCACCTTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATG
GTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGT
GGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCCAG
ACATAGCAAGGATTGACAGACTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGG
TGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCG
TTAACGAACGAGACCTCAGCCTGCTAACTAGCTATGCGGAGGGCCTCCTC
CGTGGGCAGCTTCTTAGAGGGACTATGGCCGTTTAGGCCACGGAAGTTTG
AGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCG



CTACACTGATGTATTCAACGAGTATATAGCCTTGGCCGACAGGTCCGGGT
AATCTTCGGAAATTTCATCGTGATGGGGATAGATCATTGCAATTGTTGGT
CTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCGTTGACTA
CGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGAATGGT
CCGGTGAAGTGTTCGGATCGCGGCGACGCGGGLCGGTCCGLLCGLLC

>18S Pentastemoma sumatrana (Stemonaceae)
GTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTGTAAGTATGAA
CAAATTCGGACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTT
GTTTGATGGTATTGCTACTCGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATAC
GTGCAACAAACCCCGACTTCTGGAAGGGATGCATTTATTAGATAAAAGGC
TGACGCGGGCTCTGCCCGTAGCTCTGATGATTCATGATAACTCGACGGAT
CGCACAGCCCTTGTGCTGGCGACGCATCATTCAAATTTCTGCCCTATCAA
CTTTCGATGGTAGGATAGGGGCCTACCATGGTGGTGACGGGTGACGGAGA
ATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCA
AGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACGGGGAGGTAGT
GACAATAAATAACAATACCGGGCTCCTAGAGTCTGGTAATTGGAATGAGT
ACAATCTAAATCCCTTAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGT
TAAAAAGCTCGTAGTTGGACCTAGGGTTGGGCCGGTCGGTCCGCCTCATG
GTGTGCACCGGCCGTCTCGTCCCTTCTGCCGGCGATGCGCTCCTGGCCTT
AACTGGCCGGGTCGTGCCTCCGGCGCTGTTACTTTGAAGAAATTAGAGTG
CTCAAAGCAAGCCTACGCTCTGTATACATTAGCATGGGATAACATCATAG
GATTTCGGTCCTATTCTGTTGGCCTTCGGGATCGGAGTAATGATTAACAG
GGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCATAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGAT
TTATGAAAGACGAACCACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTA
ATCAAGAACGAAAGTTGGGGGCTCGAAGACGATCAGATACCGTCCTAGTC
TCAACCATAAACGATGCCGACCAGGGATCGGCGGATGTTGCTTTCAGGAC
TCCGCCGGCACCTTATGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCCGGGGGGAGTA
TGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGA
GTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTTACCAGGTCC
AGACATAGCAAGGATTGACAGACTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGT
GGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTC
CGTTAACGAACGAGACCTCAGCCTGCTAACTAGCTATGCGGAGGCATCCC
TCCGTGGCCAGCTTCTTAGAGGGACTATGGCCGTTTAGGCCACGGAAGTT
TGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCG
CGCTACACTGATGTATTCAACGAGTCTATAGCCTTGGCCGACAGGCCCGG
GTAATCTTTGAAAATTTCATCGTGATGGGGATAGATCATTGCAATTGTTG
GTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCGTTGAC
TACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGAATG
GTCCGGTGAAGTGTTCGGATCGCGGCGACGGGGGCGGTTCGCCGCCAGCG
ACGTCGCGAGAAGTCCACTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGGGAAGTCG
TAACAAGGTTTCCGTAGGTG

>18S Pentastemoma egregia (Stemonaceae)

CATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTGTAAGTATGAACAAAT
TCGGACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTGTTTG
ATGGTATTGCTACTCGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACGTGCA
ACAAACCCCGACTTCCGGAAGGGATGCATTTATTAGATAAAAGGCTGACG
CGGGCTCTGCCCGTAGCTCTGATGATTCATGATAACTCGACGGATCGCAC
AGCCCTTGTGCTGGCGACGCATCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTC
GATGGTAGGATAGGGGCCTACCATGGTGGTGACGGGTGACGGAGAATTAG
GGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAA
GGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACGGGGAGGTAGTGACAA
TAAATAACAATACCGGGCTCCTAGAGTCTGGTAATTGGAATGAGTACAAT
CTAAATCCCTTAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAA
AGCTCGTAGTTGGACCTAGGGTTGGGCCGGTCGGTCCGCCTCATGGTGTG



CACCGGCCGTCTCGTCCCTTCTGCCGGCGATGCGCTCCTGGCCTTAACTG
GCCGGGTCGTGCCTCCGGCGCTGTTACTTTGAAGAAATTAGAGTGCTCAA
AGCAAGCCTACGCTCTGTATACATTAGCATGGGATAACATCATAGGATTT
CGGTCCTATTCTGTTGGCCTTCGGGATCGGAGTAATGATTAACAGGGACA
GTCGGGGGCATTCGTATTTCATAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATG
AAAGACGAACCACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAA
GAACGAAAGTTGGGGGCTCGAAGACGATCAGATACCGTCCTAGTCTCAAC
CATAAACGATGCCGACCAGGGATCGGCGGATGTTGCTTTCAGGACTCCGC
CGGCACCTTATGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTC
GCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGA
GCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTTACCAGGTCCAGACA
TAGCAAGGATTGACAGACTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGG
TGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTGCTAACTAGCTATGCGGA
GGCATCCCTCCGTGGCCAGCTTCTTAGAGGGACTATGGCCGTTTAGGCCA
CGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGC
CGCACGCGCGCTACACTGATGTATTCAACGAGTCTATAGCCTTGGCCGAC
AGGCCCGGGTAATCTTTGAAAATTTCATCGTGATGGGGATAGGTCATTGC
AATTGTTGGTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTC
GCGTTGACTACGTCCCTACCCTTTGTACACACTGCCCGTCGCTCCTACCG
ATTGAATGGTCCGGTGAAGTGTTCGGATCGCGGCGACGGGGGCGATTCGC
CGCCAGCGACGTCGCGAGAAGTCCACTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGG
AGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGT
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