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Resumen

Los genes MADS-Box tipo B tienen un papel fundamental en los mecanismos moleculares
de determinacién de 6rganos florales. Estos genes son parte del modelo ABC de desarrollo floral y
en Arabidopsis thaliana son APETALA3 y PISTILLATA, cuya expresion conjunta con la de los
genes tipo A (APETELAI y APETALA2 en Arabidopsis) en el meristemo floral determinan la
formacién de los pétalos, mientras que en conjunto con AGAMOUS, que es el tinico gen de la
funcién C descrito en Arabidopsis, determinan la formacion de los estambres. Un enfoque posible
para explorar la evolucion de los mecanismos de desarrollo que subyacen los cambios
morfoldgicos es estudiar los patrones de evolucién molecular de los genes que, como los tipo B,
juegan papeles clave durante el desarrollo.

La evolucién de los genes tipo B se caracteriza por complejos patrones de eventos de
duplicacién. Ademds de la duplicacién principal AP3-PI hay muchas otras duplicaciones en
diferentes niveles filogenéticos, en particular en los genes tipo AP3. Hay dos clases de genes tipo
AP3 de acuerdo a motivos especificos en su C-terminal. El primero y mdas antiguo es el grupo de
los genes tipo paleoAP3, que son caracteristicos de las monocotiledoneas, magnoliales y
eudicotiledoneas basales. Agrupados en el mismo clado que los genes euAP3, el segundo tipo de
genes AP3, encontramos como producto de una duplicacién reciente al clado de los TM6, que
poseen en su C-terminal el dominio paleoAP3. Estos pardlogos han sido encontrados solo en las
eudicotiledoneas superiores y su funcién aiin no es bien conocida. Se ha hipotetizado que esta
duplicacién pudo haber tenido un papel importante en el origen independiente de pétalos en este
clado.

En Arabidopsis la funcién B requiere de la heterodimerizacién de las proteinas AP3 con PI
y otras proteinas MADS, y se piensa que la heterodimerizacion obligada tuvo sus origenes en
proteinas B capaces de homodimerizar, ya que los genes B en gimnospermas se unen a DNA como
homodimeros. Las duplicaciones en la familia de genes tipo B debieron haber jugado un papel
crucial en sus procesos de diversificacion funcional, que pudo haber ocurrido por mutaciones
estratégicas en los dominios de uni6n a otras proteinas. La formacién de multimeros en distintas
combinaciones puede ser una de las formas en que se han originado nuevos complejos
transcripcionales con funciones regulatorias especificas, y puede ser una de las bases mecanisitcas
para el origen y diversificacion de estructuras morfolégicas.

En este estudio exploramos los patrones de variacion de las secuencias disponibles para los
genes B, en una bisqueda de entender mejor sus procesos de diversificacion y las fuerzas
evolutivas que lo han dirigido en relaci6n con la evolucién de la flor. En especifico se hicieron
pruebas para encontrar diferencias significativas en las tasas de sustitucién (DTS) en linajes de
genes, que resultan de eventos importantes de duplicacién o que caracterizan a grupos
taxonémicos particulares. Posteriormente se probé si las diferencias eran debidas a seleccion
positiva (SP) en sitios particulares de la proteina. Nos concentramos en los siguientes eventos: (1)
la separaci6n de los genes tipo B de gimnospermas del clado de los genes tipo AGL34 (0 mds
tarde llamados ‘B-sister”), (2) la duplicacion que dio lugar a los linajes tipo B de angiospermas y
gimnospermas y que coincidié con el origen de la flor, (3) el origen de los linajes AP3 y Pl en los
clados de las angiospermas basales y eudicotiledoneas que es el momento clave para hacer
inferencias acerca de las fuerzas evolutivas importantes durante el origen de la
heterodimerizacién, (4) el origen de los linajes de genes AP3, paleoAP3 y euAP3, y finalemente
(5) la duplicacién de los genes euAP3-TM6 en las eudicotiledoneas superiores para plantear
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hipétesis acerca de su papel durante la evolucién de pétalos diferenciados en este grupo. Este
estudio ademds es ttil para plantear hipétesis acerca del papel funcional de los distintos residuos
de las proteinas MADS tipo B.

Los resultados presentados aqui sugieren fuertemente que después de la duplicacién que
dio origen a AP3 y PI se dio una diversificacién funcional de estos dos linajes primero por
seleccién positiva en diferentes sitios del dominio K, cuyo papel putativo es promover la
heterodimerizacion con otras proteinas; y posteriormente en diferentes sitios de la proteina
incluyendo la caja MADS, y las regiones I y el C-terminal. También encontramos que la fecha de
la  duplicacién fue a los 290 ma, que es una fecha mucho més cercana que la reportada
anteriormente, justo después de la separacion de las angiospermas y gimnospermas.
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Abstract

B type MADS-box genes play a fundamental role in the molecular mechanisms of floral
organ determination. Described in the ABC model of flower development, B genes are APETALA3
and PISTILLATA in Arabidopsis thaliana, and their expression in the floral meristem together with
A gene expression (APETALAI and APETALA? in Arabidopsis) determine petal formation, while
together with C gene expression (AGAMOUS is the unique C type gene described so far in
Arabidopsis) determine stamen formation. A possible way to address the evolution of
developmental mechanisms that underlie morphological changes is to study the molecular
evolutionary processes of genes that, like B type genes, play key roles during development.

B MADS-box gene evolution is characterized by a complex pattern of duplication events.
Besides the main AP3-PI duplication there are many other ones, particularly in the AP3 lineage.
There are two kinds of AP3 genes according to particular motifs found in their C-terminal region.
The first and most basal one is the paleoAP3 lineage, found in AP3 genes from monocots,
magnoliales and basal eudicots. In the same clade of euAP3 genes -the second main AP3 lineage-,
and product of a recent duplication we can find the group of TM6-like sequences, with the
paleoAP3 motif in their C-terminal region. These paralogs have been only found in core eudicots
and their function is not completely understood. It has been hypothesized that the enuAP3-TM6
duplication could have an important role in the independent origin of defined petals in this plant
group. :

In Arabidopsis B function requires AP3 and PI to heterodimerize between them and with
other MADS proteins, and it has been proposed that obligate heterodimerization could have its
origins in proteins with homodimeriziig capabilities, because B proteins in gymnosperms can bind
DNA as homodimers. The duplications in B genes must have had a determinant role in their
functional diversification processes that could be driven by strategic mutations in protein-protein
interaction domains. Multimer formation in different combinations can be one way to originate
new transcriptional complexes with different specific regulatory functions, and can be one
mechanistic base for the origin of morphological novelties.

In this study we explore the variation patterns of available B gene sequences, searching for
a better understanding of the diversification patterns and evolutionary processes driving them in
relation to the possible impact in flower evolution. We made statistical tests to detect significant
differences in substitution rates (DTS) in gene lineages product of duplication events or lineages
characterizing taxonomical groups. After that we tested if the DTS found were due to positive
selection (SP) in particular protein residues. We concentrated in the following events: (1) the split
of B genes and the AGL34 (lately called ‘B-sister’) clade, (2) the duplication that lead to
angiosperm and gymnosperm B gene lineages that coincides with flower origins, (3) the origin of
AP3 and PI genes in angiosperms to explore the evolutionary forces at important sites driving
heterodimerization origins, (4) the origin of the AP3 lineages paleoAP3 and euAP3 and finally (5)
the euAP3-TMB6 duplication in the core-eudicots clade given the possible importance of this
duplication in the evolution of defined petals in this group. This study is also useful to formulate
hypothesis concernig the functional role of different residues in B MADS-box proteins.

Results presented here strongly suggest that after the duplication originating AP3 and PI,
there occurred functional diversification on both lineages given first by positive selection in
different sites of the K domain, whose main role is promoting heterodimerization with other
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proteins; and later in different sites of the protein, including the MADS box, and the I and C-
terminal region. Among other results we also estimated a date of 200 MY A for the AP3-PI
duplication, closer to estimated dates reported previously, just after the split of angiosperms and
gymnosperms.
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Introduccion

I.  Morfologia floral e importancia de la aparicion de la
flor en la radiacion de las angiospermas.

Las plantas con flores o angiospermas aparecieron hace aproximadamente 132 ma durante
el Cretdcico temprano, en una fecha muy reciente si se la compara con los tiempos de origen de las
otras plantas con semilla; y en poco tiempo llegaron a dominar las comunidades vegetales de la
tierra (Ligard y Crane 1988; Lupia et al. 1999 citados en Magallén y Sanderson 2001). Algunas
estimaciones y conteos han mostrado que hay al menos 234, 000 especies de plantas con flores
descritas en cerca de 437 familias (Thorne, 1992), lo cual excede en nimero a la diversidad en
conjunto de todos los otros grupos de plantas (Sporne, 1974; Prance, 1977). A pesar de que al
interior de las angiospermas podemos encontrar una enorme variacién en su morfologia, se puede
reconocer a la presencia de la flor cémo su elemento distintivo, siendo que las estructuras florales
proveen muchos de los caracteres empleados para su clasificacién. Sin embargo, es importante
destacar que también la caracteristica flor de las angiospermas exhibe una gran variacion, lo cual
ha representado un desafio para encontrar homologias claras entre los caracteres florales y una
circunscripcion no ambigua del grupo (Friis et al, 1987).

La filogenia propuesta para las angiospermas reconstruida utilizando secuencias de los
genes rbcl, 18S y atpB (Figura 1) (APG III, 2003) permite hacer una distincién de dos clados
monofiléticos: las eudicotiledéneas y las monocotiledéneas; y las magnoliales se ubicaron en un
mismo clado junto con éstas tltimas pero con una posicién no resuelta (Chase, et al. 1993; Crane,
et al. 1995; Qiu, et al. 1993). El clado de las eudicotiledéneas puede subdividirse en
eudicotiledéneas basales, que comprende las Ranunculales y Proteales entre otras, y
eudicotiledéneas superiores (core-eudicots), en donde se distinguen los grupos Rosidae y
Asteridae que incluyen a la mayoria de especies de plantas con flores (APGII 2003). Ademds, se
logra identificar a Amborellaceae y Nymphaeaceae como angiospermas basales, lo cual sugiere
que el ancestro comin de las angiospermas existentes ya tenfa flores hermafroditas con perianto
(algun tipo de estructuras estériles rodeando las reproductivas).

Los elementos estructurales que conforman una flor tipica son los 6érganos florales, y en las
eudicotiledéneas superiores pueden distinguirse 6rganos estériles (sépalos y pétalos) y 6érganos
reproductivos (estambres y carpelos) organizados en verticilos arreglados concentricamente
surgiendo de un solo nodo en el eje de un meristemo floral determinado. Podemos ejemplificar la
disposicion de los 6rganos florales en las eudicotiledoneas superiores con el esquema que se
muestra en la Figura 2. Aunque el nimero de 6rganos y verticilos puede cambiar, el primer y
segundo verticilo conforman el perianto y contienen los sépalos y pétalos como apéndices estériles
formando el cdliz y la corola respectivamente. El tercer verticilo contiene los estambres y el cuarto
verticilo los carpelos, ambos 6rganos reproductivos masculinos y femeninos.
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Figura 1. Filogenia de las
angiospermas segtn el trabajo del
‘Angiosperm Phylogeny Group’,
APG, 2003. Esta basada en
secuencias de los genes /88, rbcl y
¥ LT P atpB. Tomado de APGIHI 2003.
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Un perianto con sépalos y pétalos es caracteristico de las eudicotiledéneas superiores,
mientras que en los grupos de angiospermas basales y en las monocotiledéneas la distincién en la
mayoria de los casos es problemadtica (Endress, 2001). Los sépalos en el primer verticilo son
usualmente verdes y por lo general protegen a la flor durante su desarrollo, mientras que los
pétalos son coloridos, con una funcién general de atraccién visual, aunque con frecuencia
intervienen en la produccién de néctar y compuestos aromdaticos. En muchos casos la morfologia
fie los sépalos y pétalos refleja una especializacién hacia la polinizacién por varios grupos de
insectos (Proctor & Yeo, 1973; Faegri & Van der Oijil, 1979 en Friis et al.,1987).
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Figura 2. Diagrama de una flor de Arabidopsis thaliana. El primer y segundo verticilo
conforman el perianto, con los 6rganos estériles (sépalos y pétalos). Enseguida al centro
surgen del tercer y cuarto verticilo los estambres y carpelos respectivamente.

Se piensa que los estambres y carpelos han aparecido una sola vez en las angiospermas,
pero en el caso de los 6rganos estériles (sépalos y pétalos) es aceptada la idea de que han aparecido
en miultiples ocasiones, aunque los detalles de estos eventos no estan del todo resueltos (Cronquist,
1988; Takhtajan, 1991; Endress, 1994 citados en Kramer et al., 1998). Existen pétalos
estaminoides llamados andropétalos, que son derivados de los estambres y que han evolucionado
muchas veces en las eudicotiledéneas basales y al menos una vez en la base de las
eudicotiledoneas superiores y en las monocotiledéneas (Kramer et al; 1998). Hay también un
segundo tipo de pétalos: los bracteopétalos, derivados de sépalos u otros drganos estériles. Las
designaciones de pétalos ya sea como andropétalos o bracteopétalos se han hecho con base
principalmente en caracteres morfoldgicos y gran parte de la controversia con respecto a la
evolucién del perianto se ha centrado en el nimero y naturaleza de los eventos de derivacién de
pétalos dentro de los diferentes linajes de angiospermas. Las inconsistencias en cuanto a la
reconstruccion de la historia evolutiva de los diferentes caracteres dentro del grupo y la carencia,
hasta hace poco, de una filogenia consensada de las angiospermas han dificultado la determinacién
del origen y la historia evolutiva de estos érganos florales. Estudios evolutivos de los genes que
regulan el desarrollo de estos 6rganos pueden ayudar a resolver algunas de las preguntas
pendientes en cuanto a su origen y diversificacion.

En un contexto evolutivo, los elementos estructurales de las flores pueden ser definidos
como el resultado de innovaciones clave (Endress, 2001). Las innovaciones clave son nuevos
caracteres que adquieren un papel bioldgico indispensable que hace que se conserven a pesar de
los cambios en las presiones adaptativas (Muller y Wagner, 1991 citados en Endress, 2001). Si
pensamos en términos de la distribuciéon de caracteres en grandes clados, el resultado de la
aparicion de una innovacién clave es la presencia de dicho caracter de manera estable en los,
miembros del grupo, siendo que no se observan o se observan muy pocas reversiones al estado -
previo. Dicho de otra manera, mientras menos se revierta una sinapomorfia al interior de un gran
clado y mientras mds grande sea el clado, esa sinapomorfia es mejor interpretada como una
innovacion clave (Endress, 2001) que puede correlacionarse con la radiacién o incremento en el
numero de taxa en dicho clado. Las angiospermas como grupo son un ejemplo inusual de
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diversidad taxonémica (Heywood 1993 citado en Magall6n y Sanderson, 2001) que aparentemente
emergié en muy poco tiempo (Magall6n y Sanderson 2001), y el estudio de las posibles causas de
esta radiacién deben dirigirse hacia el origen y evolucién de sinapomorfias del grupo, como la flor,
ya que muchas caracteristicas relacionadas con las estructuras reproductivas florales pueden
interpretarse como innovaciones clave de las angiospermas.

El éxito de la flor como 6rgano reproductivo e incluso su origen mismo ha sido
interpretado como el resultado de una co-evolucién con insectos u otro tipo de polinizadores.
(Grant, 1950; Baker & Hurd, 1968; Burguer, 1981; Stebbins, 1981 citados en Crepet y Friis,
1987). La polinizacién por insectos confiere ventajas como la promocién del intracruzamiento,
competencia gametofitica y mejoras en la eficiencia energética (Cruden, 1977; Mulcahy, 1979
citados en Crepet y Friis, 1987). Los taxa de angiospermas més diversos pueden asociarse con
polinizadores especificos, y las comunidades vegetales mas complejas tienen un nimero mucho
mayor de taxa de angiospermas con polinizadores especificos que de aquellos polinizados por
viento (Stebbins, 1981; Kevan y Baker, 1983 citados en Crepet y Friis, 1987). Hay evidencia
basada en el registro fésil de los insectos y en la forma de varios 6rganos reproductivos de
gimnospermas que sugiere que los insectos fueron evolucionando hacia una especializacién para
alimentarse de las estructuras reproductivas de las plantas durante el intervalo entre el carbonifero-
mesozoico (Crepet y Friis, 1987). La polinizacién especifica es aparentemente un factor
importante en la diversificacién de las angiospermas (Friis y Crepet, 1987), de manera tal que la
variacién morfolégica en caracteres como los pétalos en el perianto floral, que en muchos casos
funcionan como atractores de polinizadores, representan un buen ejemplo de caracteres que
pudieron haber evolucionado en respuesta a este tipo de presiones adaptativas. El estudio de la
evolucién de los mecanismos de desarrollo de los pétalos puede ayudar a esclarecer su historia
evolutiva y a entender los origenes de la diversidad de estas estructuras en las angiospermas.

II. Papel de los genes MADS-box tipo B en las bases
genéticas del desarrollo floral.

El aislamiento de mutantes florales homeéticos.en las plantas modelo Arabidopsis thaliana
Y Antirrhinum majus ha sido la base para empezar a desentrafiar los mecanismos genéticos que
subyacen el desarrollo floral. Los anélisis de estas mutantes han permitido el desarrollo de un
modelo mecanistico de determinacién de 6rganos florales que incluye tres clases de genes
conocidos como genes tipo A, B y C; que interactian de manera combinatoria para especificar la
identidad de los 6rganos (Bowman et al. 1991; Coen y Meyerowitz 1991; Meyerowitz et al. 1991).
Se han descrito dos genes parédlogos de la clase B en Arabidopsis thaliana: APETALA3 (AP3)y
PISTILLATA (PI). En particular, las mutaciones ocurridas en los genes tipo B dan lugar a
fenotipos florales caracteristicos de pétalos transformados a sépalos y estambres transformados en
carpelos (ver Figura 3), lo cual indica que los productos de estos genes en los tipos silvestres son
requeridos para especificar la identidad de estambres y pétalos (Jack et al. 1992; Goto y
Meyerowitz 1994). Como la mayoria de los genes comprendidos en el modelo ABC, los genes tipo

B en Arabidopsis codifican para factores transcripcionales y pertenecen a la familia de genes
MADS-box. :
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mutante A

Figura 3. Esquematizacién del modelo ABC de desarrollo floral y fenotipos resultantes de las
mutaciones nulas en los tres tipos de genes en Arabidopsis. En el tipo silvestre los genes tipo A se
expresan en el primer verticilo del meristemo floral, dando lugar a la determinacién de los sépalos. En ¢l
segundo verticilo la expresion conjunta de los genes tipo A y B da lugar a la determinacion de pétalos;
en el tercer verticilo, la expresién conjunta de los genes tipo B y C determinard los estambres y por
tltimo, en el cuarto verticilo la expresion de los genes tipo A determinara el desarrollo de carpelos. Las
mutaciones nulas de los diferentes genes comprendidos en el modelo ABC da lugar a los mutantes
homedticos dibujados en la figura. Tomado de: http://www jic.bbsrc.ac.uk/staff/

A partir de la postulacién de este modelo se han descubierto muchos otros genes que
interactian con los genes ABC. Recientemente se ha propuesto un modelo dindmico de red de
interacciones genéticas que integra la accién concertada de los genes descritos hasta ahora y que
sustenta una explicacién mecanistico-dindmica al modelo ABC (Espinosa, Padilla y Alvarez-
Buylla 2004, ver Figura 4). Cabe destacar que en éste modelo de red, los genes tipo B representan
nodos altamente conectados, lo cual podria justificar su importancia en el proceso de desarrollo
floral y su historia evolutiva.

Cabe destacar que las dos especies modelo, tanto A. thaliana como A. majus, pertenecen al
grupo de las eudicotileddneas, que es el grupo de angiospermas més numeroso y que por si mismo
representa una radiacién al interior de éstas. Aqui se encuentran cerca del 75% de todas las
especies de plantas con flores (Drinnan et al. 1994). En particular A. thaliana 'y A. majus estan
incluidas en el subgrupo de las eudicotiledoneas superiores, que a su vez es €l mds abundante
dentro de las eudicotiledoneas. Las eudicotiledoneas superiores se caracterizan por tener flores
ciclicas y la presencia de 6rganos internos y externos del perianto -pétalos y sépalos o cdliz y
corola- bien diferenciados (Magallén et al., 1999; Judd y Olmstead, 2004). Hacia la base de las
angiospermas los 6rganos florales estériles que rodean a los estambres y carpelos estan menos
diferenciados, siendo que en muchos casos no es posible hacer una distincién entre sépalos y
pétalos y entonces se les denomina tépalos.
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Figura 6. Modelos de redes para el desarrollo floral de Arabidopsis thaliana (B) y Petunia hybrida (B)
con dibujos de la flor tipo silvestre para cada especie (extrema izquierda) y del fenotipo floral resultante
para mutantes nulas ap3 (extrema derecha). Se indican los genes tipo B en cada red y en amarillo se
muestran los nodos “apagados” que corresponden a las mutaciones nulas al hacer la simulacién de las
mutantes. Tomado y modificado de Espinosa-Soto, Padilla-Longoria y Alvarez-Buylla, 2004.

Se ha evaluado la conservacién de la funcién de los genes tipo B con estudios funcionales
de homoélogos de AP3 y PI en diferentes especies de eudicotiledoneas superiores, y en general
puede decirse que sus patrones de expresién son similares a los patrones encontrados en
Arabidopsis (Theissen y Saedler, 1995; Irish y Kramer 1998; citados en Kramer, et al. 1998).
Ademds, los fenotipos de los mutantes en las especies analizadas son generalmente consistentes
con la conservacion de la funcién de promocién del establecimiento de la identidad de pétalos y
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estambres que tienen AP3 y Pl en A. thaliana y A. majus (Sommer, et al. 1990; Trobner et al.
1992; Angenent et al. 1993; Van der Krol y Chua 1993; citados en Kramer, et al. 1998). Como ha
sido ampliamente aceptado, los pétalos en las eudicotiledoneas superiores son homélogos, y por
tanto no es extrafio pensar que las eudicotiledoneas superiores estudiadas hasta ahora tengan un
mecanismo genético de desarrollo de pétalos conservado (Kramer, et a. 1998). Algunos estudios
han ido mds alld de las especies modelo incluidas en este grupo hacia clados de eudicotiledéneas
basales como las Ranunculales (Kramer, et al. 1998; Kramer, EMM. y V. Irish. 1999) e incluso
hacia angiospermas basales representantes de las Magnoliales y a las monocotiledéneas (Kramer e
Irish, 2000); y se ha visto que en estos clados -donde los pétalos ain no estdn bien definidos- hay
divergencia en los patrones de expresién de los genes B. Adn no se han hecho estudios detallados
en angiospermas basales como Nymphales y Austrobaileyales, o incluso en gimnospermas (a
excepciodn de Picea abies). Los estudios de la funcién B en estos grupos ayudarian a afinar las
hipétesis sobre evolucién del perianto en las plantas con flores y encontrar homologias con los
drganos reproductivos de las gimnospermas. Por medio de andlisis funcionales se ha mostrado que
existe una relativa conservacion de la funcion B en las especies modelo de monocotiledéneas maiz
y arroz (Whipple, et al. 2004; Ambrose, et al. 2000), sin embargo atin no son claras las hipétesis
de homologia que deben de hacerse entre los 6rganos del perianto de monocotiledéneas y
eudicotiledéneas.

Los estudios evolutivos de genes MADS tipo B en angiospermas basales han mostrado que
la evolucién de éstos es sumamente dindmica, ya que durante su historia han ocurrido diversas
duplicaciones en los distintos niveles filogenéticos de los grupos taxonémicos basales, antes y
después de la separaci6n de los linajes PI y AP3 (Stellari, et al. 2004). Los estudios de la evolucién
molecular y funcional de los genes MADS-box tipo B en plantas, que son fundamentales en el
desarrollo de los pétalos y estambres, pueden aportar elementos importantes para plantear

hip6tesis mds claras acerca del origen y evolucién de estos 6rganos, de importancia crucial durante
la historia evolutiva de las angiospermas.

III. Caracteristicas bioquimicas, funcion y evolucién de
Genes MADS-box tipo B.

Los genes que confieren la funcién B pertenecen a la superfamilia de genes de eucariontes
conocida como MADS-box, que codifica para factores de transcripcion que funcionan como
proteinas diméricas o multiméricas de unién a DNA. Aunque los MADS-box se encuentran
tambi€n en animales y en hongos, s6lo en plantas han adquirido la funcién de determinantes de la
diferenciacion celular (Theissen y Saedler, 1995).

En plantas, los genes MADS-box codifican para proteinas con una estructura conocida
como MIKC (Figura 7), con dos dominios distintivos: en el extremo amino terminal el dominio
MADS, de aproximadamente 180 pares de bases (pb) o 60 amino 4cidos (aa) cuya funcién
presumiblemente es la unién al DNA y posiblemente tiene un papel en la dimerizacién con otras
proteinas MADS (Shore y Sharrocks, 1995), y el dominio K (por ‘keratin-like’) de
aproximadamente 237-259 pb (79-86 aas) que solo esta presente en plantas, y probablemente tengs
un papel importante en la dimerizacién (Ma et al.,-1991). Segiin las estructuras de rayos-X
obtenidas de los dominios MADS de las proteinas de mamiferos SRF y MEF2, y MCM1 de
levadura, los ~60 aminoacidos en el dominio MADS poseen funciones tanto de dimerizacién comc
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de unién a DNA. El extremo amino terminal del dominio MADS hace contacto con el DNA,
mientras que el extremo carboxilo terminal contiene dos estructuras B plegadas antiparalelas que
funcionan como una interfase de dimerizacién (Pellegrini et al, 1995; Tan y Richmond, 1998;
Santelli y Richmond, 2000; Hassler y Richmond, 2001 citados en Yang et al, 2003). Los ~80
aminodcidos del dominio K contienen muchas (abcdefg), hepta-repeticiones en las cuales las
posiciones a y d estdn ocupadas por aminodcidos hidrofébicos, lo cual sugiere que el dominio K
forma una serie de a-hélices anfipdticas (Ma et al., 1991; Riechmann y Meyerowitz, 1997). En el

caso de los genes tipo AP3 y PI, el dominio K juega un papel determinante en la
heterodimerizacion entre ellas (Yang et al, 2003).

MADS I K C
A A A A
union a DNA y esencial para union mediador en la interaccién posible papel en la transactivacién.
dimerizacién aDNA. de proteinas MIKC contribuye a la formacitn de
influye en la especificidad influye en la especificidad complejos MIKC. ]
de union de dimeros a DNA. funcional. confiere especificidad funcional

(al menos en el caso AP3 y PI

Figura 7. Esquematizaci6n de la estructura de dominios de los genes MIKC. Se indica en resumen la
actividad que estos genes pueden tener con base en evidencia experimental de diferentes fuentes. La
region mds conservada corresponde al dominio MADS, seguida por el dominio I y el K. La menor
conservacion se encuentra en el dominio C del extremo C-terminal.

Entre el dominio MADS y el dominio K se encuentra una regi6n intermedia (el dominio I)
de longitud variable. Los resultados de estudios de intercambio de dominios sugieren que el
dominio I es necesario para la dimerizacion y la especificidad funcional de las proteinas MADS
APETALA3 (AP3), PISTILLATA (PI), AGAMOUS (AG) y APETALA1 (APl) (Krizek y
Meyerowitz, 1996; Riechmann y Meyerowitz, 1997; Riechmann et al., 1996). Por iltimo
encontramos en las proteinas MADS el dominio C-terminal, que es sumamente variable en cuanto
a su longitud y secuencia entre las diferentes proteinas MADS de plantas. En algunas ocasiones,
pero no en todos los casos, el dominio C incluye un dominio de activacion transcripcional (Cho et
al., 1999; Honma y Goto, 2001; Moon et al., 1999 citados en Yang, et al. 2003), y en algunas
proteinas MADS, se ha postulado que el dominio C media la formacién de multimeros de
proteinas MADS (Egea-Cortines et al., 1999; Honma y Goto, 2001).

Las proteinas MADS en Arabidopsis tienen especificidades similares de unién a DNA
(Riechmann et al., 1996), siendo que la especificidad funcional de las proteinas MADS de plantas
in vivo no depende de la especificidad de unién a DNA, lo cual se ha demostrado con
experimentos de intercambio de dominios entre AP3, PI, AG, API, SRF y MEF2 (Krizek y
Meyerowitz, 1996; Riechmann y Meyerowitz, 1997). La independencia de la especificidad
funcional y la especificidad de unién a DNA sugiere la importancia potencial de la formacién de
multimeros entre estas proteinas. En Arabidopsis las proteinas MADS de determinacién de
identidad de drganos florales como AG y AP1 son tipicas en cuanto a que se pueden unir al DNA
ya sea como homo o heterodimeros (Huang et al., 1993; 1996; Mizukami et al., 1996 citados en
Yang, 2003). Sin embargo, AP3 y PI no pueden unirse al DNA como homodimeros, sino
solamente como heterodimeros AP3/PI (Davies et al., 1996; Riechmann et al., 1996b). Se ha
mostrado que la expresién de ambas proteinas es necesaria para conferir un fenotipo ectépico en
Arabidopsis (Krizek y Meyerowitz, 1996 citado en Lamb e Irish, 2003).
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Siguiendo las filogenias maés recientes reportadas para los genes MADS en Arabidopsis
(Martinez-Castilla y Alvarez-Buylla, 2003; Nam, et al., 2003), podemos encontrar que los genes
AP3y PI son parilogos inmediatos, evolutivamente muy cercanos al interior de su genoma. De ahf
puede inferirse que la duplicacién génica y la heterodimerizacién tienen una aparicién
relativamente reciente y que ha evolucionado a partir de la homodimerizaciéon (Winter, et al.
2002). Estudios de dimerizacién y unién a DNA in vitro con proteinas B ancestrales en la
gimnosperma Gnetum gnemon mostraron que su proteina tipo B GGM2 es capaz de unirse al DNA
como homodimero (Winter, et al. 2002). Para el caso de los ortélogos tipo B en la
monocotiledonea Lilium regale llamados LRGLOA y LRGLOB estudios similares mostraron que
estas proteinas son capaces de unirse al DNA tanto como homodimeros como heterodimeros
(Winter, et al. 2002). Se piensa que la heterodimerizacion funcional obligada en eudicotiledéneas
superiores (Arabidopsis) evolucioné a partir de la homodimerizacién presente en gimnospermas.
Es posible que cambios estratégicos en los dominios de unién a proteinas hayan jugado un papel
importante durante los procesos de diversificacién funcional de las proteinas tipo B, otorgando las
propiedades de heterodimerizacion en las eudicotiledoneas superiores. Probablemente el origen de
la heterodimerizacion obligada en las eudicotiledéneas resulté importante durante el origen de los
pétalos bien diferenciados en este grupo.

Para todos los genes B de angiospermas estudiados al momento, las filogenias muestran
dos linajes pardlogos, llamados tipo AP3 y tipo PI por sus respectivas proteinas en Arabidopsis.
Los proteinas tipo PI y AP3 presentan regiones conservadas muy caracteristicas en el extremo
carboxilo terminal (ver Figura 8) (Kramer, et al. 1998). Los genes tipo PI tienen una region
caracteristica denominada ‘motivo-PI’; y en los pardlogos tipo AP3 existe un motivo equivalente
alineable a éste (al motivo-PI) pero que ha divergido y estd menos conservado que en los PI. Esta
region se ha llamado ‘motivo Pl-derivado’. En los pardlogos tipo AP3 de angiospermas podemos
encontrar ademds una regién extra en el extremo C-terminal, que hace que sean un poco més
largos que los tipo PI. Con base en esta regién extra se puede dividir a fos genes tipo AP3 en dos
grupos: los que tienen esta regidn terminal del tipo llamado euAP3 (con el ‘motivo euAP3’) y los
que tienen el tipo llamado paleoAP3 (por el ‘motivo paleoAP3’) (ver Figura 8) (Kramer, et al.
1998). Las angiospermas no-eudicotiledoneas y eudicotiledoneas basales poseen genes AP3 con
el motivo paleoAP3, mientras que los AP3 de las eudicotiledoneas superiores tienen el motivo
euAP3 en su carboxilo terminal. En el caso de las eudicotiledéneas superiores también podemos
encontrar paralogos tipo paleoAP3 particulares del grupo, que en los andlisis filogenéticos se
agrupan en un clado hermano de los tipo euAP3 y que se han Ilamado tipo TM6.

En gimnospermas se han identificado varios genes tipo B, aunque ha sido dificil su
caracterizacion ya sea como pardlogos tipo PI, pardlogos tipo AP3 o hermanos de los tipo B de
angiospermas en general, pues su alineamiento con respecto a los ortélogos de angiospermas es
muy ambiguo. Los andlisis filogenéticos y funcionales de genes MADS-box tipo B en Picea abies,
Gnetum gnemon'y Cryptemeria japonica (coniferas) sugieren que a pesar de las diferencias
morfolGgicas y la distancia evolutiva —refiriéndonos particularmente a su morfologia- entre
coniferas y angiospermas, ambos grupos de plantas comparten caracteristicas importantes en los
mecanismos moleculares de regulacién del desarrollo de sus 6rganos reproductivos (Sundstrom et
al. 1999; Fukui, et al. 2001; Becker, et al. 2000). Por medio de estudios experimentales con el
sistema de doble hibrido se ha mostrado que los productos de algunos genes MADS tipo B de
gimnospermas son capaces de formar homodimeros y los genes tipo B DAL11 y DALI13 de Picea
abies pueden formar heterodimeros entre ellos y con AP3, pero no con Pl (Sundrstém y Engstrom,
2002). Por estas razones y siguiendo los andlisis de lo patrones de expresién de los genes B en
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gimnospermas se ha argumentado que la funcién B en este grupo ha tenido una divergencia
funcional y patrones evolutivos diferentes a los patrones encontrados en angiospermas; lo cual
puede verse reflejado en una agrupacion de estos genes como un clado hermano de los tipo B de
angiospermas en algunos andlisis filogenéticos reportados (Sundrstom y Engstrom, 2002).

DEFICIENS
SAP3
PALADSE
LeAPS
STDei

AP

PLATS
MEAP3

CRMA
Consanisus
1 Mbotis

Core Consensug

P Moti{

mr-»—nmrfs 3y
DORARKKASE
3 nmmn.m--

2 TR
LR R PR,

Fi Mohf-Denwsd Em\i’& M&Gi’

—d
PERT TITIVL: 245

K LEPK--- -0 W-~

3 .mgvv.‘»m:’»mm > 2] .
STETRD, TORE < QW TR

PSR LGS - - -CW M-~
=i -xa!?@ MQ" ----- B VRES - i
- BRTE . a _4_.‘__’

e B e
------ R LOF. ~me D B oo FaleoAP3 Motif
------ R £ R N, Y Ry .
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IV. Justificacion del presente estudio.
Hipotesis y objetivos.

En este trabajo llevamos a cabo un andlisis detallado de la evolucién molecular de
secuencias de genes MADS-Box tipo B disponibles en bases de datos piiblicas, tanto de
angiospermas como de gimnospermas, con la finalidad de entender mejor sus patrones evolutivos
y de detallar los eventos de diferenciacién funcional relacionados con las duplicaciones mas
importantes que han ocurrido en estos genes. La diversificacién funcional de los genes B puede
estar dada por cambios en sitios estratégicos de la proteina en los dominios de unién a DNA o de
unién a proteinas, que provoquen cambios en sus especificidades de union; en especial después de
duplicaciones y en linajes particulares. Las posibilidades de unirse a diferentes secuencias de DNA
o a formar heterodimeros con otras proteinas MADS pueden representar cambios en los
mecanismos de desarrollo que eventualmente den lugar a la aparicién de novedades morfolégicas.
En particular la evolucién de la funcién B en el contexto del programa de desarrollo floral pudo
tener un impacto importante en la evolucién del perianto de las angiospermas.

Para entender los procesos de diversificacion funcional, probaremos estadisticamente la
hipétesis de diferencias significativas en las tasas de sustitucién de los genes tipo B en etapas
tempranas después de duplicaciones importantes y posteriormente durante sus eventos de
diversificacion. Para determinar las hipétesis se seleccionaran linajes particulares dada su
paralogia (linajes de genes) y dada su ortologia (linajes de taxa que pertenecen al mismo grupo
taxon6mico). Ademds se probaron otra serie de hipGtesis para determinar si las diferencias en las
tasas de sustitucion estan dadas por seleccién adaptativa y para detectar cuales son los sitios
especificos de la proteina que estuvieron sujetos a presiones selectivas y fueron fijados por
seleccién positiva.

En una primer etapa del trabajo y como primer objetivo realizaremos un anilisis
filogenético cuidadoso para poder contar con una hipétesis de la evolucién de estos genes, que por
si misma contribuya al conocimiento de sus historia evolutiva y que sirva de base para los
posteriores andlisis de tasas de sustitucion, que conforman la segunda etapa del trabajo, asi como
para llevar a cabo un anilisis de estimacion para las fechas de duplicaciones mds representativas
en el grupo, que es la tercer etapa del trabajo. Las fechas estimadas se cotejaran con la informacién
obtenida a partir del registro f6sil.

El analisis de tasas de sustitucién consistird en la realizacién de pruebas de hipotesis
estadisticas en un contexto de méxima verosimilitud, utilizando las filogenias obtenidas en el paso
anterior y modelos explicitos de sustitucién por codones que permiten a los linajes seleccionados
tener diferentes tasas de sustitucion y otros que permiten una clase de sitios bajo seleccién positiva
en esos linajes. Los sitios 0 codones pertenecientes a esta clase se determinardn con métodos de
estadistica bayesiana. El andlisis para la estimacién de fechas de divergencia se llevard a cabo
también con métodos basados en maxima verosimilitud que permiten introducir diferencias en las
tasas de sustitucion en diferentes ramas del 4rbol, con la finalidad de fechar los principales eventos
de cladogénesis y de hacer una correlacién de las fechas estimadas con aquellas obtenidas a partir
del registro f6sil. -

Los métodos estadisticos de maxima verosimilitud han sido dtiles anteriormente para
detectar eventos de seleccién positiva durante la evolucién de los genes homeéticos Hox en
animales (Ali Fares, et al. 2003), y para los genes MADS de Arabidopsis los métodos para detectar
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SP en linajes y sitios particulares fueron litiles para detectar algunos sitios en el dominio K de los
genes del linaje de tiempo de floracién (Martinez-Castilla y Alvarez-Buylla, 2003). Otros
esfuerzos han tratado de correlacionar SP detectada en linajes particulares de los genes
regulatorios LEGCYC con la evolucién de la morfologia floral en Leguminosas (Ree, et al. 2004).

Para los genes B, nosotros utilizaremos tres diferentes conjuntos de secuencias y sus
alineamientos respectivos. Un alineamiento incluird genes tipo B en general, otro exclusivo para
genes tipo Pl y otro para genes tipo AP3; para evaluar diferentes niveles de detalle en cuanto a su
historia de duplicaciones. La filogenia obtenida para los genes tipo B servird para plantear
hipétesis mds generales en cuanto al origen y evolucion de la funcién B. En particular con esta
filogenia nos concentraremos en: (1) La separacién de los genes tipo B de gimnospermas del clado
de los genes tipo AGL34 —posteriormente conocidos como *“B-sister’-, (2) la duplicacion que dio
lugar a los linajes de genes tipo B de gimnospermas y angiospermas y que coincide con la
aparicion de la flor, (3) el origen de la duplicacién AP3-PI y el posible papel de la seleccién
positiva en el origen de la heterodimerizacion obligada a partir de la homodimerizacién y (4) en el
analisis de las diferencias en las tasas evolutivas como evidencia de diversificacién funcional en
los genes tipo AP3 y los PI.

La filogenia obtenida para los genes tipo AP3 nos permitird analizar detalladamente: (1) el
origen de los linajes paleoAP3 y euAP3, que caracterizan a las angiospermas no-eudicotiledéneas
(incluyendo angiospermas basales y eudicotiledéneas basales) y a las eudicotiledoneas superiores
respectivamente (2) la duplicacién que generé los linajes euAP3 y TM6 en el clado de las
eudicotiledoneas superiores, para evaluar hipétesis acerca de su importancia en la evolucién de los
pétalos establecidos en una corola propiamente definida que es caracteristica del grupo.

Las diferencias en las tasas de sustitucién y la bisqueda de seleccion positiva se llevard a
cabo también en los genes tipo PI para cotejar los resultados con los obtenidos para los AP3.
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Secuencias y Métodos

I.  Obtencion de las secuencias de ortélogos MADS-Box
tipo B de plantas.

Las secuencias de ortdlogos de los genes MADS-Box tipo B en las diferentes familias de
angiospermas y gimnospermas se obtuvieron de la base de datos publica GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html). Primero se hizo una bidsqueda usando
palabras clave con los nombres y abreviaciones de los genes MADS-Box tipo B en Arabidopsis
thaliana (APETALA3 y PISTILLATA), y Antirrhinum majus (GLOBOSA y DEFICIENS) junto con
los nombres de las diferentes familias de angiospermas reportadas por el APGII, 2003.
Posteriormente se hizo una biisqueda con BLASTN y BLASTP con las secuencias mencionadas
(AP3, PI, DEF y GLO) seleccionando secuencias bajo criterios de valor E relajados. Muchas
secuencias fueron descartadas a posteriori de los andlisis filogenéticos por su ubicacién
incongruente con respecto a los ortélogos MADS tipo B y las secuencias seleccionadas como
grupos externos. De las secuencias obtenidas se hizo una seleccién, buscando que el muestreo
taxonémico fuera homogéneo a todo lo largo de la filogenia de las angiospermas, es decir,
buscando que no hubiera familias sobre representadas o poco representadas, siguiendo la filogenia
mas reciente consultada al momento basada en datos moleculares (APGII, 2003). Las secuencias
utilizadas finalmente en este estudio, con su niimero de acceso y cita bibliografica se presentan en
la Tabla 1, y en el Apéndice I se hace un listado de los nombres en orden alfabético para facilitar
su identificacion. Se considerd la secuencia completa de los genes, excepto en el alineamiento de
los MADS Tipo B, eliminando algunos aminoacidos iniciales en la caja MADS, ya que en mds de
la mitad de las secuencias ésta no estaba reportada.

Tabla 1. Secuencias utilizadas en el anlisis filogenético. Las secuencias de los MADS tipo PI se muestran
en negritas

Subclase Familia Especie Gen No. Cita
Acceso
Cucurbitales Cucurbitaceae Cucumis sativus CucsCUM26 AF043255 Kater MM:, et al. Unpublished
Rosales Rosaceae Rosa rugosa RrMASAKOBP AB038462 Kitahara, K. et al. 2002.
RrMASAKOeuB3  AB(099875
Malus domestica MalidPI AB081092 Matsumoto,S., Ohtsubo,T. and
MaldTMé Soejima,J. Unpublished
MaldMADS13
Fabales Fabaceae Medicago sativa MedsNMH7 AF042068 Heard,J. and Dunn,K. 1995
MedsNGL9 AF335473 Zucchero J.C., Caspi,M. and Dunn,K.
2001
Fagales Betulaceae Betula pendulu BetpMADS2 BPEA88589 Jarvinen,P, et al., 2003
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis thaliana AratAP3 M86357 Jack,T., et al. 1992
AratPl D30807 Goto,K. and MeyerowitZ EM, 1994
Arabidopsis Ivrata AralPI AF143382 Lawton-Rauh,A.L., Buckler,E.S. IV and
Purugganan M.D. 1999
Brassica napus BranAP3 AF124814 Pylatuik,J.D., Davis.A.R. and Bonhamn-
Smith,P.C. 1999
Myrtales Mpyrtaceae Eucalyptus grandis EucgEGM2 AF029976 Southerton et al., 1998
Lamiales Veronicaceae Antirrhinum majus AntmDEF X52023 Sommer,H. et al. 1990
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AntmGLO

X68831 Trobner,W.,1992
Svringa vulgaris SyrvPI AF052861 Kramer,EM., Dorit,R.L. and Irish,V.F.
SyrvAP3 AFR52869 1998
Solanales Solanaceae Lycopersicon LyceTDR6 X60759 Pnueli,L. et al., 199/
esculentum LyceAP3 AF052868
Petunia lvbrida PethGP X69946 Kramer, E.M, 1998
PethMADS2 X69947 KushA. et al., 1993
PethTM6 AF230704 Kramer,E.M. and Irish,V.F. 2000
Nicotiana tabacum NtGLO NTGLOBOSA  Hansen,G.. etal., 1993
Asterales Asteraceae Gerbera hybrida GerhDEF| AJ009724 Yu,D. et al., 1999
GerhDEF2 AJ009725 "
GerhGLO1 AJ009726 “
Hieracium piloselloides HiepDEF1 AF180364 Guerin,J. et al., Unpublished.
Chrysantemun ChrmCDM 19 AY 173064 Shchennikova A. et al., Unpublished
moriflorum ChrmCDM115 AY173060 -
i ChrmCDM86 AY 173061 -
Apiales Apiaceae Daucus carota DaucMADS2 Al271148 Linke,B., Nothnagel, T. and Borner,T.
DaucMADS3 AJ271149 2003
Cornales Hydrangeaceae Hydrangea macrophylla  HydmAP3 AF230702 Kramer,EM. and Irish,V.F. 2000
HydmPI AF230711 -
HydmTM6 AF230703 “
Caryophyllales Polygonaceae Rumex acetosa RumaRaD1 128483 Ainsworth,C. et al., Unpublished.
RumaRaD?2 028482 *
Caryophyllaceae  Silene latifolia SilISLM2 X80489 Hardenack S. et al., 1994
SillSLM3 X80490 ¢
Buxaceae Pachysandra terminalis ~ PactAP3 AF052870 Kramer,EM., Dorit,R.L. and IrisiLV F.
1998
Ranunculales Papaveraceae Papaver nudicaule PapnAP3-2 AT052873 Kramer,EM., Dorit,R.L. and Irish,V.F.
PapnPI-1 AF052856 1998
Dicentra eximia DiceAP3 AF052875 “
Ranunculaceae Ranunculus ficaria RanfAP3 AR)52858 Kramer,EM. and Irish,V.F. 1999
RanfPI AF052854 “
Trautvetteria TracAP3 AY162904 “
carolinensis TracPl-1 AY 162905
TracPI-2 AY 162906 “
Berberis gilgiana BergPI-1 AY 162860 “
BergPl-2 AY 162861 -
Akebia quintata AkeqAP3-1 AY162835
AkeqAP3-2 AY162839
AkeqPI-1 AY 162837 “
Sanguinaria canadensis ~ SancAP3 AF130868 “
nd Sabiaceae Meliosma dilleniifolia MeldAP3-1 AY436709 Stellari G.M., et al. 2004
MeldAP3-2 - AY436710 "
MeldAP3-3 AY436711
MeldPI AY436712 “
Laurales Calycanthaceae Calycanthus floridus CalfAP3 AF230699 Kramer,EM. and Irish.V_F. 2000
i CalfPI AF230700 5
Magnoliales Magnoliaceae Liriodendron tulipifera LirtAP3 AR052878 Kramer, EM., Dorit,R.L. and Irish.V.F.
LirtPI AF052864 1998
Magnolia
praecocissima MagpMADSS8 AB050650 lto,M. et al., Unpublished.
MagpMADS7 AB050649 b
Michelia figo
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MicfAP3 AF052877 "
MicfPI AF052863
Chloranthales Chloranthaceae Chloranihus spicatus ChisAP3 AF230710 Kramer,EM. and Irish V.F. 2000
_ ChisPI AF23070! “
Piperales Piperaceae Piper inagnificumm PipmPI-1 AF052867 Kramer,EM., Dorit,R.L. and Irish.V.F.
PipmPI-2 AF052866 1998.
Aristolochiaceae  Peperomia hirta PephPI AF052865
PephAP3 AF052879
Asarum europaeumn AsaePl AF230707 “
AsacAP3 AF230698
Caneliales Winteraceae Drimys winterii DriwAP3-1 AY436722 Stellari G.M., et al. 2004
DriwAP3-2 AY436723 -
DriwAP3-3 AY436724
DriwAP3-4 AY436725 “
DriwPI-1 AY436727 “
DriwPI-2 AY436728 b
DriwB_sister AY436726
LILIOPSIDA
Poales Poaceae Zea mays ZeamSilky1 AF181479 Ambrose, et al.,. 2000
ZeamZPI1bm29 AJ292961 Munster,T. et al., 2001
Zeam m16 ZMA292959
Zeam m18 ZMA292960
Oryza sativa
OrysMADS16 AF)77760 Becker,A. et al., 2002
OsMADS2 1.37526 Moon,Y. et al., 1999
OsMADS4 L37527
OrysAB0033 AB003323 Chung,Y. Et al., 1995
Triticum aestivum TriaMADS51 AB007506 Shinozuka,Y, et al., 2002
Asparagales Agapanthaceae Agapanthus praecox AgapMADS1 AB079259 Nakamura,T. and Nakano,M. 2003
Oncidium cv. 'Gower
Orchidaceae Ramsey' OrciMADS3 AY 196350 Hsu,H.F. and Yang,C.H. 2002
Orchis italica
OrciPI AB094985 Park,J. et al., 2002
Hyacinthus orientalis
Hyacinthaceae HyaoHPI 2 AF134115 Quanzi,L., Xingguo,L. and
Asparagus officinalis HyaoHPI 1 AF134114 Xiansheng.Z. Unpublished.
Montieri,S., Gaudio,L. and Aceto.S.
- Asparagaceae AspoDEF AB(094964 Unpublished.
Alismatales Alismataceae Sagittaria SmAP3 AF230705 Kramer,EM. and Irish,V.F. 2000
montevidensis
Liliales Liliaceae Lilium regale LileDEF AB071378 Winter, K.U. et al., 2002
LilrGLOA AB071379 Tzeng,T.Y. and Yang,C.H. 2001
_ Lilium longiflorum LilIMADS1
Dioscoreales Dioscoreaceae Tacca chantieri TacePl AF230713 Kramer,EM. and Irish,V.F. 2000
TaccAP3 AF230706 “
Austrobaileyales Mliciaceae Hlicum henryii HthAP3-1 AY436729 Stellari GM., et al. 2004
NhAP3-2 AY436731 -
IlIhAP3-3 AY436733 “
IlhPI-1 AY436734
IIthPI-2 AY436735 “
nd Nymphaceae Nymphaea sp. NympAP3 AY436748 Stellari G.M., et al. 2004
Nymppl AY436744 “
GIMNOSPERMAS
Coniferales Pinaceae Pinus radiata PrDGL AF120097 Sundstrom.J.et al., 1999
Picea abies PicaDALI1 AF158539 FukuiM. et al., 2001
PicaDALI2 AF158541 Winter,K.U. et al., 1999
PicaDALI3 AF158543 -
Cupressaceae Cryptomeria japonica CryjMADS?2 AF097747 Becker,A. et al., 2000
CryjMADS AF097746
Gnetales Gnetaceae Ghnetiun gnemon GnegGGMI2 AJI132219 Becker,A. et al., 2000
GnegGGM13 AJ132216 “
GnegGGMIS5 AJ132209 “
Physcomitrella patens PpMADS2 AB067689 Henschel K. et al. 2002
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II. Alineamiento

Las secuencias fueron alineadas de manera automatica usando el programa CLUSTALW
(Thompson, et al., 1994) y posteriormente el alineamiento se refiné manualmente con el programa
BIOEDIT (Hall, 1999) siguiendo los alineamientos reportados en la literatura (Kramer, et al. 1998;
2000), por codones siguiendo siempre las secuencias en aminoacidos. Los andlisis filogenéticos se
llevaron a cabo usando tres matrices de alineamiento de nucle6tidos por codones: una para los
genes tipo PISTILLATA, otra para los tipo APETALA3 y otra para los MADS tipo-B. En todas
las matrices se incorporaron las secuencias de gimnospermas para la evaluacion de su posicién en
la filogenia resultante. Los andlisis filogenéticos fueron hechos con base en nucledtidos, pero estos
se alinearon observando la secuencia de aminodcidos.

III. Analisis filogenético

Para cada alineamiento se llevaron a cabo andlisis filogenéticos de distancias con el
método de Neighbour Joining y Maxima Parsimonia utilizando el programa de cémputo PAUP
4b10 (Swoford, 1998), pero con éstos métodos solo pudieron recuperarse filogenias parcialmente
resueltas (los resultados no se muestran), es decir, con politomias. Posteriormente se hicieron
analisis con métodos bayesianos utilizando el programa MrBayes 3.0 (Huelsenbeck y Ronquist,
1998). El modelo de sustituci6n fue seleccionado haciendo pruebas de tasas de verosimilitud
(PTV) siguiendo comparaciones anidadas segiin el algoritmo implementado en el programa
Modeltest (Posada y Crandall, 1998; Huelsenbeck y Crandall, 1997). Estas evaluaciones del mejor
modelo de sustitucién también sirvieron para hacer una interpretacién preliminar de los patrones
evolutivos de las secuencias.

Las bisquedas en MrBayes se iniciaron con un 4rbol aleatorio en cuatro diferentes cadenas
de Markov. Se corrieron 2, 500 000 generaciones con muestreos de drboles cada 100 generaciones.
Se descartaron las primeras 30, 000 generaciones (300 4rboles) como “burnin” después de hacer
una confirmacion visual de la convergencia en la grafica de valores de verosimilitud contra el
numero de generaciones. Con los drboles restantes se construy6 un consenso por regla de mayoria.
Los valores que corresponden al porcentaje de consenso equivalen a la probabilidad posterior para
los clados recuperados (Huelsenbeck y Ronquist, 1998). Estas probabilidades se usaron para
evaluar el apoyo o soporte de los clados.

En la matriz del alineamiento de los MADS tipo-B se utiliz6 como grupo externo definido a
posteriori solo para la visualizacién del enraizamiento el gen AGLI5 y el gen PpDMADS] de
Physcomitrella patens subsp. patens. En los alineamientos de los genes tipo PI y tipo AP3 ademads
se utilizo el paralogo correspondiente descrito en Arabidopsis thaliana.
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IV. Deteccion de heterogeneidad de tasas de sustitucion
entre sitios, entre linajes y presencia de seleccion
positiva

Un criterio estricto y robusto para detectar evolucion adaptativa (o seleccion positiva, a
veces también llamada darwiniana) a nivel molecular en un gen codificante es identificar tasas de
sustitucion no sinénimas (d,, en las cuales el aminodcido cambia) mds elevadas en relacién con las
tasas de sustitucion sindnimas (d;, mutaciones 'silenciosas' que no generan cambio a nivel de
aminodcidos). A esta tasa se le representa como , siendo que w = dy/d; .

Las diferencias en las tasas de fijacién de ambos tipos de sustitucién facilitan una forma de
medir fas presiones de seleccion sobre una proteina. Bajo las diferentes hipétesis evolutivas, las
tasa w esperada se representa en el cuadro siguiente.

HIPOTESIS TASA o ESPERADA
Neutralidad w=]
Seleccion Positiva (diversificadora, w>1
adaptativa)
Seleccion Purificadora w<l

Es relativamente sencillo detectar seleccién purificadora en un alineamiento de DNA o de
aminodcidos, ya que se observan como secuencias, dominios o sitios altamente conservados; sin
embargo es mds complicado estadisticamente diferenciar los sitios que se encuentran bajo
seleccion positiva y neutralidad de manera significativa.

Al momento se han sugerido dos clases de métodos para la estimacién de dy y ds , (Yang y
Bielawski, 2000). En la primera clase podemos agrupar los métodos tradicionales, que incluyen
cerca de una docena de métodos intuitivos desarrollados desde los afios 80's (Miyata y Yasunaga
1980; Nei y Gojobori, 1986; Li et al., 1985, 1993; Pamilo y Bianchi, 1993; Comeron, 1995; Ina,
1995; Yang y Nielsen, 2000 citados en Yang y Bielawski, 2000). Estos métodos son empiricos y
solucionan el problema haciendo una comparacién por pares entre dos secuencias bajo el supuesto
de homologia. Estos métodos siguen en general la siguiente metodologia: se cuentan los sitios
sin6nimos (S) y no sin6nimos (N) en las dos secuencias, posteriormente se cuentan las diferencias
sinénimas y no sinénimas entre las dos secuencias y después se hace una correccién de la
estimacion para sustituciones mdltiples en un mismo sitio (Yang y Bielawski, 2000). En estos
métodos se prueba si dy — ds es significativamente mayor que O para cada par de secuencias
comparadas. El principal problema con ésta metodologia es que se promedian las tasas de
sustitucion entre todos los sitios en cada secuencia, ademds de que se hace un promedio también
sobre el intervalo de tiempo que las separa, pero es razonable esperar que en una proteina
funcional la mayoria de los amino4cidos estén altamente conservados, y que la evolucién
adaptativa afecte solo unos cuantos sitios en espacios temporales breves (Gillespie 1991 citado en
Yang, 2002), y al momento de hacer un promedio la sefial de seleccién positiva o neutralidad se
pierde, por lo que estos método son demasiado restrictivos y no son capaces de detectar seleccién
positiva en la mayoria de los casos (Yang, 2002). Ademas, la mayoria de los métodos tradicionales
hacen suposiciones simplistas acerca de los procesos de sustitucién nucleotidica y por tanto son
métodos aproximados (Yang y Bielawski, 2000).
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Los métodos de Miyata y Yasunaga (Miyata y Yasunaga 1980, citado en Yang y
Bielawski, 2000) y Nei y Gojobori (Nei y Gojobori 1986, citado en Yang y Bielawski, 2000),
asumen una tasa igual para las transiciones (T<>C y A<>G) y transversiones (T,C<>A,G), asi
como un uso uniforme de codones. Debido a que las transiciones en la tercera posicién de los
codones resultan en un cambio sinénimo con mayor probabilidad que los cambios dados por
transversiones, el ignorar la tasa de transiciones/transversiones da lugar a una sub-estimacion de S
y sobre-estimacién de N (Li et al., 1993 citado en Yang y Bielawski, 2000). Se han hecho
esfuerzos recientes para incorporar estos parametros en la estimacion de dN y dS (Yang y
Bielawski, 2000) en tales métodos. Existen dentro de este grupo de métodos tradicionales los
métodos basados en la reconstruccién de codones ancestrales en cada nodo siguiendo el principio
de la maxima parsimonia (por ejemplo Creevey y McInerney, 2002), sin embargo es claro que el
principio de parsimonia no es el mas adecuado en cuanto a principio de inferencia de historias
evolutivas a nivel molecular, especialmente cuando se trata de secuencias alejadas evolutivamente
(por ejemplo, mas alla del nivel de género) (Felsenstein, 2004).

La segunda clase de métodos, los aplicados en éste trabajo de tesis, son Jos métodos de
Miéxima Verosimilitud (MV), basados en modelos explicitos de sustitucién de codones. Los
parametros en el modelo (i.e. divergencia de las secuencias ¢, tasa de transiciones/transversiones K
y la tasa dy/ds 0 w) son estimados a partir de los datos por MV, y se usan para calcular dy y ds de
acuerdo a sus definiciones (Yang y Bielawski, 2000).

En los modelos de sustitucion por codones usados en este trabajo (Goldman y Yang, 1994),
la tasa instantdnea de sustitucin para pasar del codon i al codon j (i =/) esta dada por:

0, si los dos codones difieren en mas de una posicidn,
T, para transversiones sinénimas,
Q; = K®;,  para transiciones sinénimas,

W,  para transversiones no-sinénimas,
®K7;, para transiciones no-sinénimas,

donde x es la tasa de transiciones/transversiones, ® es la tasa de sustituciones sinénimas/no-
sin6nimas, y m; es la frecuencia en equilibrio del codon j, calculada usando las frecuencias de los
nucleétidos en cada una de las tres posiciones (Yang, 2002). Como se observa, los modelos de
codones son muy completos en cuanto a la descripcion de los procesos de sustitucién en las
secuencias codificantes. Una de las principales caracteristicas de este método (MV) es que se
formula a nivel de tasas instantdneas (dénde no hay posibilidad de sustituciones miltiples) y la
teoria de probabilidad lleva a cabo todas las tareas dificiles en un solo paso: se estiman los
pardmetros mutacionales (como «), se corrigen los cilculos para sustituciones miiltiples, y se da
peso a los diferentes tipos de cambio entre codones (Yang y Bielawski, 2000). Como se verd mds
adelante, por medio de la aplicacion de diferentes variantes de este modelo bésico de sustitucién
de codones junto con métodos basados en estadistica bayesiana, es posible detectar seleccién
positiva a nivel molecular en sitios particulares de la proteina y en linajes particulares dada una
filogenia, o de detectar diferencias en las tasas de sustitucién posteriores a eventos de duplicacién

como indicio para la justificacion de diversificacién funcional en familias de proteinas (Bielawski
y Yang, 2004).
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IV. a. Deteccion de heterogeneidad de tasas de sustitucion (w) entre sitios y
seleccidn positiva en sitios especificos

Los métodos tradicionales de deteccion de seleccién positiva asumen que todos los sitios
dentro de una proteina estdn sujetos a la misma presion de seleccién y tienen la misma tasa w. Los
analisis hacen un promedio de la tasa w en todos los sitios y solo detectan seleccién positiva si el
promedio es > 1. Esta es una prueba muy conservadora, ya que dentro de una misma proteina,
muchos sitios pueden estar bajo una fuerte seleccién purificadora debido a restricciones
funcionales, con una w cercana a 0, y el promedio impediria la deteccion de algunos pocos sitios
que se encontrasen bajo presiones de seleccién diversificadora.

Los métodos basados en verosimilitud permiten considerar dichas diferencias de presién de
seleccion entre sitios. De manera prictica, las pruebas de deteccién de seleccién positiva
comienzan con el célculo de la verosimilitud (logaritmo de la verosimilitud) de los datos (matriz
de las secuencias de nucleétidos alineadas) dado el modelo de sustitucion de codones disefiado
para probar hipdtesis particulares y la topologia de la filogenia o hipétesis acerca de la historia
evolutiva de las secuencias analizadas. Para evaluar diferencias en la tasa ® se cambian las
restricciones de dicho parametro dentro del modelo de codones, creando de esa manera diferentes
modelos a comparar. Algunos de los modelos desarrollados por Ziheng Yang y colaboradores
(Yang et al., 2000) para el posterior cdlculo de la verosimilitud estdn resumidos en la Tabla 2.
Todos ellos se encuentran definidos con su cédigo en el programa PAML
(http://abacus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.html) y son los que utilizamos en éste trabajo. Todos
los modelos incluyen como pardmetros la longitud de las ramas en la filogenia, la tasa de
transicion/tramsversion «, y las frecuencias de las bases en las tres posiciones del codon.

Tabla 2. Modelos de sustitucién de codones para detectar heterogeneidad de tasas de sustitucién o y

seleccion positiva entre sitios en un alineamiento de nuclestidos. p es el nimero de categorias para la
distribucién de w definida a priori en el modelo.

MODELO
(y nombre cédigo en P Pardmetros Descripcion
PAML)
MO (one-ratio) 1 w Asume una sola @ para todos 1os sitios.
M1 (neutral) I P, Pi=1-pg, 0=0,0,=1;

El modelo neutral. Asume una proporcion de sitios
conservados p, con w, = 0 y una proporcién de sitios
neutrales con p, = 1- p, con w;= 1.

M2 (seleccién) 3 Pos D1, O, p=1-pg-p;,0,=0, 0;,=1;
El modelo de seleccion. Adiciona una clase mas de
sitios con frecuencia p, = - p, - p, y con @, estimada a

- partir de los datos.
M3 (discreto) 2K- 1 PosPis - »Px-2 pe-1=1-po-p;- ... - px-2;
K=3) Wg, W), ... , Wy, El modelo discreto. Usa una distribucién discreta no

restringida para modelar tasas @ de manera

heterogénea entre sitios. Los valores de wy se
arreglan en orden ascendente para su identificacion

tinica. El modelo con K clases tiene K-1 parametros de
frecuencia y K pardmetros wy.

M7 (beta) 2 P q Para 8 (p, q);

La distribucién beta tiene una densidad § (p, q):
flo)=0”'(1-) ' /1 (p,q), Osws1,

donde B (p, g) es la funcién beta. Esta distribucién
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puede tomar diferentes formas ( ||, ], []. etc) en el
intervalo (0,1). Este modelo no permite sitios bajo

seleccién positiva (con w > 1)

M8 (beta&w) 4 Por P, G, @ Adiciona una clase extra de sitios bajo seleccién
positiva al modelo beta. Una proporcidn p, de sitios
tiene w dibujada de la distribucién beta B (p, q) y los
sitios restantes (con proporcion p, = l-p,) tienen la
misma tasa w,

Como se observa, algunos de estos modelos son nulos, ya que solo permiten tasas o iguales o
menores que 1 (ver MO o M1), y éstos funcionan como hip6tesis nulas que se comparan con los
modelos que permiten tasas w mayores que 1 (o sitios bajo seleccion positiva), que representan las
hipétesis alternativas. Los métodos estadisticos empleados para hacer dichas comparaciones se
denominan pruebas de tasas de verosimilitud (PTV). Estas pruebas requieren que los modelos o
hipétesis a comparar estén anidados, es decir, que el modelo que describe la hipétesis alternativa
incluya un mayor numero de pardmetros, y las PTV se utilizan par evaluar si la mejora en los
valores de verosimilitud bajo el modelo alternativo es significativa.

El estadistico empleado (estadistico PTV) es el valor igual al doble de la diferencia del
logaritmo de la verosimilitud entre los dos modelos ( 2A( = 2([; - {;) ), y aunque su distribucién no
es muy conocida, segtn los estadisticos tedricos ésta puede aproximarse con una distribucion X,
por lo que para evaluar la significancia se hace una prueba de bondad de ajuste, donde los grados
de libertad son los pardmetros extra del modelo para la hipétesis alternativa (Anisimova,
Bielawsky y Yang, 2001). Es importante considerar que las distribuciones tedricas del estadistico

2Av no son bien conocidas, lo que ha dificultado la completa aceptacién de las PTVs en la
deteccion de SP.

IV. b. Deteccién de heterogeneidad de tasas de sustitucion (w) entre linajes

Se ha postulado que la evolucién de nuevas funciones en proteinas duplicadas se lleva a
cabo por medio de el reclutamiento genético de uno de los genes duplicados hacia nuevas
funciones mientras que el gen “original” mantiene la funcion inicial (Ohta, 1993). Una manera de
estudiar este “reclutamiento” genético es por la identificacién de los sitios o aminoacidos
particulares que experimentaron cambios en las presiones selectivas enseguida de un evento de
duplicacién seguido de divergencia funcional. Recientemente, Bielawski y Yang (2004)
desarrollaron modelos de codones disefiados para la deteccién de presiones de seleccién
divergentes en linajes particulares en una filogenia (modelos C y D), sin la necesidad de el
supuesto de divergencia por seleccion positiva. Este modelo permite que haya una variacién de o
entre sitios, con una fraccién de éstos evolucionando bajo regimenes divergentes de presiones
selectivas entre linajes (Bielawski y Yang, 2004), en particular se sugiere la prueba para clados
paralogos en una familia multigénica. En este trabajo aplicamos el modelo D descrito en el trabajo
mencionado, que es una extensién del modelo discreto (M3) de Yang et al. 2000 por que permite
que las presiones selectivas en una clase de sitios varien en diferentes partes de la filogenia, es
decir, que ésta clase de sitios tiene dos pardmetros ® independientes, uno para cada clado de
paralogos que surgié de un evento de duplicacién (w,, y ® ;). Las PTVs implementadas en éste
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estudio se seleccionaron siguiendo las recomendaciones descritas en Bielawski y Yang, 2004 para
la deteccién de heterogeneidad de tasas estadisticamente significativa con el modelo D.

IV. c. Deteccién de seleccion positiva en linajes particulares

Cuando se hacen las pruebas de deteccion de seleccin positiva en sitios particulares en un
alineamiento de nucleétidos por codones se corre un riesgo razonable al hacer un promedio de la
tasa o para cada sitio, lo cual implica que las presiones selectivas en dicho sitio son homogéneas a
todo lo largo de la filogenia, o a lo largo de la historia evolutiva de las secuencias estudiadas, y
entonces perder la sefial de seleccién positiva ocurriendo en momentos o linajes particulares. Con
la finalidad de detectar seleccion positiva en linajes y sitios particulares Yang y Nielsen (2002)
desarrollaron los modelos de codones A y B, que permiten una proporcién de sitios con una ®
permitida con valores >1 (seleccidn positiva) en sitios particulares de un linaje definido. En estos
modelos, como los anteriores descritos para las pruebas sitio por sitio, se asume que la filogenia es
conocida o estimada de manera independiente (en este caso nosotros la estimamos con métodos
bayesianos), pero las ramas que esperamos que estén bajo seleccién positiva se especifican a
priori, igual que en los modelos para heterogeneidad de tasas. Las ramas seleccionadas serdn las
llamadas “foreground branches”, y las demas ramas serdn “background”. En el modelo A se fijan
<1 y w,=1, siendo que éste modelo es una extensién del M1 (neutral) descrito por Nielsen y
Yang en 1998 y que asume dos clases de sitios con w,<1 y w,=1 en todos los linajes. En el modelo
B los valores para w,y w, se estiman a partir de los datos por mixima verosimilitud como
pardmetros libres. Este es una extension del modelo 3 (M3, ‘discreto’) de Yang, et al. (2000) con
K=2 clases de sitios. En ambos modelos A y B las proporciones p, y p, asi como , se estiman a
partir de los datos.

~ En la Tabla 3 se muestra una explicacién de estos modelos asi como de los pardmetros
calculados en cada caso.

Tabla 3. En el caso del modelo A se fijan w,<1 y w,=1 en el linaje ‘background’ mientras que
en el ‘foreground’ se estiman pero restringidos a ser sitios neutros o seleccionados
negativamente. En el caso del modelo B los sitios en el linaje ‘background’ se fijan en wy<l y
w,=1 pero en el linaje ‘foreground’ se estiman permitiendo la w,=2 para algunos sitios.

Pariametros para los modelos rama-por-sitio Yang y Nielsen, 2002

Clase de sitio Proporcion ® ramas  ramas
“background’ ‘foreground’

0 Do 0o Wo

| D, w, i

2 p=(I- py- P)pJ/(Po+ P.) @ W,

3 ps=(1- py- p)p/(Ps+ P)) Wy @,

Las pruebas PTV en el caso de los modelos A y B rama-por-sitio para evaluar la
significancia estadistica de los resultados se seleccionaron siguiendo las recomendaciones
descritas en Yang y Nielsen, 2002.

34



IV. d. Deteccidn de sitios bajo seleccién positiva

Los calculos de verosimilitud con los modelos de codones y las comparaciones con las
pruebas de tasas de verosimilitud se llevan a cabo para detectar con significancia estadistica la
presencia de heterogeneidad de tasas o entre sitios y la presencia de sitios con @ >1, sin embargo
estos andlisis no nos indican qué sitios estdn bajo seleccién positiva. Hay que considerar que la
estimacion de una tasa w independiente para cada sitio daria lugar a una sobreparametrizacién y un
aumento excesivo en los niveles de error, por lo cual los modelos de codones implementan una
categorizacion de los valores de w para los sitios siguiendo en algunos casos una distribucién
particular (por ejemplo la distribuci6n beta en los modelos sitio-por-sitio 7 y 8).

Después de éstos andlisis los sitios particulares se detectan utilizando una aproximacion
bayesiana empirica, con la que se busca inferir a que clase de sitio es mas probable que pertenezca
un sitio observado en el alineamiento (siendo que las clases de sitios estdn definidas en el modelo
de codones empleado) (Nielsen y Yang 1998), dada la distribucién anterior representada en este
caso por los pardmetros calculados por mé4xima verosimilitud para el modelo de codones. La

probabilidad posterior de que el sitio 4 con un vector de datos x,, observados pertenece a la clase
de sitio k esta dada por:

=kl %) = pf&| y=k)/fx) = pf & | yi=k) /I, &| yu=1)

El resultado para cada sitio va a ser la serie de probabilidades de su pertenencia a cada
clase de sitio (por ejemplo en el modelo 2 ‘seleccién’ las clases serian ® =1, ® <l y ® >1) y se
decide a qué clase pertenece dicho sitio si tiene una mayor probabilidad de pertenecer a esa clase.

Los sitios detectados bajo seleccién positiva son aquellos con una mayor probabilidad de
pertenecer a una clase con w >1.

Los métodos basados en modelos de codones que utilizan el criterio estadistico de
la maxima verosimilitud han arrojado buenos resultados para la deteccion de seleccién positiva en
sitios particulares (Yang, et al. 2000; Yang y Swanson, 2002) y recientemente se han logrado
desarrollar modelos de codones con los que se logra detectar seleccién positiva en sitios
especificos de linajes particulares (Yang y Nielsen, 2002; Bielawski y Yang, 2004), que son muy
adecuados para los objetivos del presente trabajo dadas las caracteristicas de nuestros datos y de
las hipdtesis que queremos probar. Estos métodos acomodan diferentes distribuciones para el
célculo de las tasas w heterogéneas entre sitios con la finalidad de evitar el célculo de una ® para
cada sitio, pues daria lugar a un problema de sobreparametrizacion y aumento del error (Yang y
Bielawski, 2000). Sin embargo, los métodos basados en verosimilitud con modelos de codones
tienen algunas limitantes que deben considerarse. Al igual que con cualquier método de anilisis de
secuencias, se requiere de un alineamiento debe confiable y con el menor nimero de
ambigiiedades posibles, ya que en éstos datos estara basado el calculo de las tasas w. Los métodos
desarrollados por Yang y colaboradores, y todos los que se basan en el criterio de maxima
verosimilitud para pruebas filogenéticas siguiendo €l algoritmo de Felsenstein (1989) tienen
problemas para considerar los “gaps” en un alineamiento, y en particular los modelos de codones
no son capaces de considerar sitios con cambios en mds de una posicién, lo cual puede arrojar
muchos falsos positivos. Para lidiar con estos problemas decidimos seguir el andlisis con
alineamientos minuciosamente trabajados de manera manual, y de tener mucho cuidado en la

35



interpretacion de los sitios resultantes bajo SP y solo considerar aquellos que se encuentran en las
partes menos ambiguas del alineamiento. De cualquier manera trabajar con los genes MADS
implica dificultades, en particular considerando el dominio C-terminal, que es el menos
conservado y por tanto el mds dificil de alinear. Se requiere una cautelosa consideracion de los
resultados obtenidos.

V. Estimacion de tiempos de divergencia.

La estimacién de tiempos de divergencia se llevé a cabo también usando el software
PAML (http://abacus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.html), siguiendo el método descrito en Yang,
Z. 2004 que implementa el algoritmo Ilamado “A heuristic rate smoothing algorithm” o AHRS por
sus siglas en inglés, y que consta de tres pasos:

1. Estima las longitudes de las ramas por maxima verosimilitud dada una topologia que puede
ser estimada de manera independiente siguiendo el algoritmo “prunning” de Felsenstein,
1981. Se asume que las sustituciones no siguen un modelo tipo reloj molecular
(homogeneidad de las tasas de sustitucion en todos los linajes). En este caso se utilizaron
las topologias encontradas con métodos Bayesianos.

2. Siguiendo el algoritmo AHRS se estiman las tasas de sustitucién de las ramas en el drbol
asi como los tiempos de divergencia como valores preliminares. En este paso se ajusta un
modelo estocdstico de cambio en las tasas de sustitucion con los valores de las longitudes
de las ramas estimadas mientras se busca una minimizacién de los cambios de tasas al
interior de los linajes. Los valores obtenidos se utilizan para hacer una clasificacion de las
ramas en grupos con diferentes tasas, siguiendo una maximizacién por méixima
verosimilitud.

3. Se estiman los tiempos de divergencia y las tasas de sustitucién para cada grupo.

Se aplicé este método de estimacion de tiempos de divergencia calibrando un reloj molecular para
los genes MADS Tipo B y para los genes MADS tipo APETALA3 con fechas obtenidas a partir
de datos reportados de registro fésil con 132 ma en el origen de las angiospermas por granos de
polen fésiles descritos en Brenner, 1996 y de 121 ma para la edad de las eudicotiledéneas, con

base en granos de polen tricolpados fésiles descritos en Doyle y Hotton, 1991 respectivamente,
segun datos tomados de Magallén y Sanderson, 2001.
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Resultados

I. Seleccion del modelo de sustitucion.

Las pruebas de tasas de verosimilitud (PTV) realizadas con Modeltest arrojaron resultados
diferentes para los clados de genes pardlogos tipo PISTILLATA (PI) y tipo APETALA3 (AP3). Para
el linaje de los MADS tipo AP3 el modelo que dio el mayor valor de verosimilitud fue el ““general
reversible en el tiempo GTR” (-InL = 24582.6289); mientras que para el linaje de los tipo P/ fue
el modelo “Tamura-Nei TN” (-InL = 17887.3066). En ambos casos las PTVs indicaron una
mejora significativa en el valor de verosimilitud al adicionar el pardmetro para la distribucién
Gamma a las tasas de sustitucién y una proporcion de sitios invariantes. El modelo de Tamura-Nei
es mas sencillo, y permite frecuencias variables de las bases, pero igualdad en las frecuencias de
transicion y transversién (Tamura-Nei 1993). El modelo GTR permite también frecuencias
variables de las bases, con una matriz de sustitucién simétrica en la que cada tipo de cambio es
diferente (Tavare, 1986). Para la matriz de todos los genes MADS tipo B de plantas se utiliz6
también el modelo general reversible en el tiempo, GTR.

I1. Analisis filogenético

IL.a. Analisis filogenético de los genes MADS-box Tipo B en
angiospermas y gimnospermas

Obtuvimos reconstrucciones filogenéticas para los genes B de gimnospermas y
angiospermas mediante el uso de métodos Bayesianos. Los andlisis filogenéticos con todos los
ortélogos de genes MADS-Box tipo B de angiospermas y gimnospermas fueron dtiles para: 1)
discutir la posicién de los genes B de gimnospermas , 2) corroborar la ortologia de las secuencias
obtenidas de GenBank, 3) realizar los anélisis de inferencia del papel de la seleccién positiva en
los patrones de sustitucién observados, y 4) obtener calibraciones del reloj molecular con el fin de
fechar la duplicacion que dio lugar a los linajes de los pardlogos AP3 y PI.

Como grupo externo para todos los andlisis filogenéticos realizados en este estudio se
utilizaron las secuencias AGL19, AGL18 y AGL15, que son los pardlogos mas cercanos al clado
de los genes tipo B (APETALA3 y PISTILLATA) en las filogenias mas recientes reportadas para los
MADS-Box de Arabidopsis (Martinez-Castilla y Alvarez-Buylla, 2003, Nei, M., et al, 2003)
ademds de la secuencia tipo MADS PpMADS| del musgo Physcomitrella patens. La filogenia
resultante del andlisis por métodos bayesianos se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Filogenia resultante del anlisis por métodos Bayesianos de los genes MADS tipo B de plantas.
Los nimeros en los nodos indican los valores de probabilidad posterior para cada clado, que se emplean

para considerar su soporte. Se corrieron 2,500,000 generaciones, salvando un 4rbol cada 100 y
descartando los primeros 300 como ‘burnin’.
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Los genes tipo AP3 y PI se agruparon en dos clados monofiléticos hermanos con altos valores
de probabilidad posterior o pp (0.98 pp). Como hermanos a estos dos grupos se ubicé con baja
probabilidad posterior (0.46 pp) el clado de los genes conocidos como ‘B-Sister’, que incluye a
GGM2 y GGM13 de las Gnetales. La monofilia de este clado también tiene bajo apoyo (0.60 pp).
Los genes tipo B de gimnospermas se agruparon de manera externa al grupo de los genes AP3-P/
y B-Sister, la mayorfa en un solo clado a excepcion de PicaDALI2 de Picea abies, que se ubicé de
manera externa a todas las secuencias, sin embargo esta posicién también esta apoyada con bajos
valores de probabilidad posterior (0.47 pp).

ILb. Anilisis filogenético genes MADS tipo PISTILLATA (PI)

La filogenia resultante por métodos bayesianos para los genes tipo PISTILLATA se muestra
en la Figura 10. Tanto en este como en el arbol de los AP3 se incluyeron las secuencias de
gimnospermas. Los genes MADS tipo B de gimnospermas se ubican como secuencias hermanas
de los genes tipo PI de angiospermas, con altos valores de probabilidad posterior. Sin embargo,
parece que la posicién de estos genes es muy inestable porque resulta muy dificil alinearlos sin
ambigiiedad con las secuencias de angiospermas y su posicién cambia mucho dependiendo de
pequeiios ajustes en su alineamiento (estos resultados no se muestran).

Los andlisis realizados con maxima parsimonia arrojaron filogenias con politomias
(resultados no mostrados) y decidimos recurrir a métodos Bayesianos para obtener una filogenia
totalmente resuelta que es necesaria para los analisis de tasas de substituci6én. Es importante notar,
sin embargo, que los valores de por probabilidad posterior para los clados resueltos en el drbol de
la Figura 10 son bajos. Pero las secuencias tipo PI de angiospermas se agruparon en un clado
monofilético con 1.0 pp, y al interior de éste grupo se obtuvieron recurrentemente dos principales
clados monofiléticos, que identificamos como los clados PI-I y PI-IL.

Clado PI-I, eudicotiledéneas basales y angiospermas basales

En este gran grupo se distinguieron tres subclados, a los cuales identificamos como PI-Ia, PI-Ib y
Pl-Ic (ver Figura 10).

Subclado PI-Ia. Piperales

Dentro del clado PI-Ia (0.57 pp) encontramos a las secuencias de las angiospermas
basales representantes de las Piperales (Peperomia hirta 'y Piper magnificum). Su posicién
como hermanas de las demés secuencias de angiospermas basales esta pobremente
soportada, si se consideran los valores en conjunto de apoyo a la monofilia del clado PI-I
que tiene 0.36pp y la monofilia del clado interno siguiente (PI-Ib+PI-Ic), que tiene solo
0.76pp.
En repeticiones de este anélisis con la misma matriz de nucle6tidos pero con pequeiias
variaciones en la manera de alinearlos se observé que la posicién de este clado a veces
cambia a una posicién de hermano de los genes del clado PI-II, pero también con bajos
valores de pp (estos resultados no se muestran).
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Subclado PI-Ib. Ranunculales y Sabiaceae.

En este subclado, con una probabilidad posterior de 0.48 quedan incluidas las secuencias
representantes de las eudicotiledoneas basales Ranunculales y Sabiaceae.

Subclado PI-Ic. Angiospermas basales, Chlorantales, Magnoliales y
monocotiledoneas.

En el clado PI-Ic (1.00 pp) encontramos en primer lugar en posicién de grupo hermano
con respecto al resto de las secuencias a NymaPlI, IllhPI_1 e IllhPI_2 (1.00 pp)
correspondientes a las angiospermas basales Nymphaceae y Austrobaileyales. El clado
siguiente (1.00 pp) corresponde a las secuencias representantes de las magnoliales.
Enseguida encontramos la secuencia ChisPI, ortologo PI de Chlorantus spicatus
(Chlorantles) como hermana del resto de las secuencias correspondientes a las
Asparagales, representadas por Agapanthus praecox (AgapMADSI) y Hyacinthus
orientalis, HyaoHPI_I e HyaoHPI_2 (0.97 pp) y al clado de las monocotiledéneas (0.86).
La posicion de la secuencias de Chlorantus spicatus es muy variable dependiendo de
pequeiios cambios en la manera de alinearla.

Clado PI-II. Eudicotiledéneas (‘core-eudicots’)

En este clado, con un apoyo por probabilidad posterior de 0.88 encontramos a las secuencias tipo
Pl representantes de las eudicotiledoneas superiores (core-eudicots).

IL.c. Andlisis filogenético genes tipo APETALA3

La filogenia para los AP3 se muestra en la Figurall. A diferencia de lo ocurrido en el
andlisis de los genes tipo PI, la mayoria de los genes tipo B de gimnospermas se ubicaron
formando un grado parafilético externo al grupo de los AP3 de angiospermas, en el cual el
pardlogo PISTILLATA (AratPI) esta embebido. Una tinica excepcioén la encontramos en la
ubicacién del gen GGM2 de Gretales, que se coloco como hermana de las AP3 de gimnospermas.
No logramos recuperar un clado monofilético para las gimnospermas.

Posteriormente a los genes de gimnospermas y al parilogo AratPI encontramos a los
ortdlogos de AP3 de angiospermas agrupados en un clado monofilético con un apoyo por
probabilidad posterior de 0.99 pp. Las secuencias correspondientes a angiospermas basales
Illiciaceae y Nymphaceae se ubican en un grupo hermano con respecto al resto, en concordancia
con la filogenia de las angiospermas basada en datos moleculares (APG II, 2003). Posteriormente
logramos recuperar dos grandes clados, que hemos llamado AP3-I (0.42 pp) y AP3-II (0.99).

Clado AP3-1. Monocotiled6neas y angiospermas basales.

En este clado encontramos a las secuencias correspondientes a las monocotiledéneas y
angiospermas basales en dos subclados diferentes (ver Figura 11). En primer lugar a las
Magnoliaceas (0.91 pp) en el subclado llamado AP3-Ia.
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Subclado AP3-Ib. Chlorantaceae-Monocotiledéneas.

Este clado recupera de manera basal a ChlsAP3 de Chloranthus spicatus (0.39) como
secuencia hermana al clado de las Monocotiled6neas (0.98). El clado Chlorantaceae-
Monocotiledéneas se ubicé como hermano de un clado no basal que incluye a las
angiospermas basales Illiciaceae y Piperales (PephAP3, AsaeAP3 y llIhAP3_1) sin embargo,
esta ubicacién esta apoyada con bajos valores de pp (0.29 pp). La alineacién de estas
secuencias debe revisarse para corroborar esta posicion, en especial de I/[hAP3-].

Clado AP3-11. Eudicotiledéneas.

Este clado comprende al gran grupo de los AP3 de eudicotiledéneas. En este grupo
encontramos primero en posicién basal a las secuencias tipo AP3 de las eudicotiledéneas basales
Ranunculaceae y Sabiaceae formando un grupo monofilético (0.75 pp) en el clado que
denominamos AP3-Ila. Estas secuencias se ubican como hermanas de las eudicotiledéneas
superiores o core-eudicots (0.99 pp) en el subclado AP3-IIb, a pesar de que comparten con las
secuencias del clado AP3-I el motivo paleoAP3 en el carboxilo terminal.

Subclado AP3-1IIb. Eudicotiledéneas

En este grupo encontramos en primer lugar a las secuencias PactAP3_1 y PactAP3 2 de
Pachysandra terminalis, representantes de la familia de las Buxaceas, con apoyo de 0.98 pp.
Como hermanas de estas secuencias encontramos dos clados: el clado de las eudicotiledéneas
centrales o superiores (core-eudicots) con un soporte por probabilidad posterior de 0.53, y

por (ltimo, como hermanas a estas recuperamos el clado de los genes TM6 (0.99), pardlogos
de los tipo-AP3 dentro de las eudicotiled6neas superiores.
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III. Inferencia de Seleccion Positiva (SP) y Diferencias
Significativas en las Tasas de Sustitucién (DTS) en la
evolucion de los genes MADS-box tipo B

IIL.a. Pruebas de deteccion de seleccion sitio-por-sitio.
Tasas de sustitucion heterogéneas entre sitios

Utilizamos las topologias recuperadas para las secuencias MADS tipo B, MADS tipo AP3
Yy MADS tipo PI con métodos bayesianos descritas anteriormente junto con modelos explicitos de
sustitucion por codones para llevar a cabo los anélisis de deteccion de heterogeneidad en las tasas
de sustitucién para cada codon, y las pruebas de seleccién positiva por medio de pruebas de tasas
de verosimilitud (PTV). Los valores de verosimilitud asi como los sitios bajo seleccién positiva
detectados por probabilidades posteriores se estimaron con el programa PAML (ver seccién de
Secuencias y Métodos).

Las pruebas de deteccién de heterogeneidad en las tasas de sustituciéon por codones y
seleccion positiva en sitios especificos se llevaron a cabo haciendo las estimaciones de
verosimilitud bajo los modelos 0, 1, 2, 3, 7 y 8 descritos por Yang et al, 2000. Las comparaciones
asi como los detalles sobre cada modelo se explican en la parte de Secuencias y Métodos.

A continuacion se muestran las tablas con los pardmetros estimados bajo cada modelo y los
sitios detectados. Enseguida de cada una de estas tablas se muestra una pequefia tabla que resume
los resultados de las pruebas estadisticas por tasas de verosimilitud.

a) Resultados. Genes MADS-Box Tipo B.

Tabla 4a. Resumen de resultados obtenidos con PAML para los modelos de tasas de sustitucién
heterogéneas entre sitios aplicados a los genes MADS-Box tipo B. p es el niimero de pardmetros para
cada modelo, v son los valores de -Inl de verosimilitud estimados con PAML bajo cada modelo. Se
reportan solo los sitios encontrados bajo selecci6n positiva con una probabilidad posterior > 0.8.

MODELO Breve descripcién p L valores de p Sitios detectados bajo SP
' estimados
Modelo 0 Los valores de w para cada 392 -37531.987393 w= 0.17357 Ninguno
(una tasa) sitio se distribuyen de manera
homogénea
Modelo 1 Hay sitios bajo seleccién | 392 -37144.100266 w, =0.17454 No se permiten
(neutral) negativa y sitios neutros w=1 w, = 1.00
p.=0.57899
p-=042101
Modelo 2 Ademids de sitios bajo | 394 -37144.100266 w, =0.17454 Ninguno
(seleccién) seleccién negativa y sitios w,=1.00
neutros se permite una w,=1.00
categoria de sitios bajo SP p,=0.57899
p-=021248
p;=0.20853
Modelo 3 Tres categorias de sitios con | 396 -36340.498513 w, = 0.01409 Ninguno
(discreto) tasas  estimadas libremente w,=0.10227
por verosimilitud w; = 0.32991




pi=0.13329
pa=0.32547
p3=0.54124
Modelo 3 categorias de sitios con tasas | 394 -36517.928936 w; = 0.06327 Ninguno
{discreto)  estimadas libremente por w-> =0.30601
k=2 verosimilitud. pi= 040205
En este caso k=2 categorias p.=0.59795
Modelo 7 Una distribucién beta para las | 393 -36244.496767 p= 0.76594 No se permiten
(beta) categorias de sitios segtn sus q= 243782
valores de w. En este caso
utilizamos K=10 categorias
Modelo 8 Igual que el modelo 7, pero | 395 -36244.496846 pe= 1.00 Ninguno
(beta & w) se anade una categoria de p= 0.76594
sitios bajo SP q= 243783
p=0.00000
w= 2.59906

Tabla 4b. Resultados de las pruebas de tasas de verosimilitud para los modelos de codones aplicados
a las secuencias MADS-Box Tipo B. Se muestran los modelos comparados, los grados de libertad

considerados (gl) para cada comparacién, el estadistico de la prueba tasas de verosimilitud (2Av) y la P
calculada en el resultado.

Modelos a comparar gl 2AL resultado
Ml vs M2 2 0 P=1; no se puede rechazar M1
MO vs M3 (k=3) 4 2382.9777 P<0.0001; se rechaza MO
M7 vs M8 2 0.00016 P=0.999; no se puede rechazar M7

Nuevas comparaciones para o hetero

géneas entre sitios (Bielawski & Yang, 2004)

MO vs M3 (k=2)

2

2028.1116914

P<0.0001; se rechaza M0

M3 (k=2) vs M3 (k=3)

2

117.430423

P<0.0001; se rechaza M3 k=2

b) Resultados. Genes tipo PISTILLATA

Tabla Sa. Resumen de resultados obtenidos con PAML para los modelos de tasas de sustitucién
heterogéneas entre sitios aplicados a los genes MADS tipo PISTILLATA. p es el nimero de pardmetros
para cada modelo, v son los valores de -Inl de verosimilitud estimados con PAML bajo cada modelo.
Se reportan solo los sitios encontrados bajo seleccién positiva con una probabilidad posterior > 0.8.

MODELO Breve descripcién p L valores de p Sitios detectados bajo SP
estimados
Modelo 0 Los valores de w para cada 392 -19734.250582 w =0.16528 Ninguno
(una tasa) sitio se distribuyen de manera
homogénea
Modelo 1 Hay sitios bajo seleccién | 392 -19345.353886 w, = 0.13837 No se permiten
(neutral) negativa y sitios neutros w=1 w,=1.00
pi=0.64632
p.= 035368
Modelo 2 Ademids de sitios bajo | 394 -19345.353886 w, =0.13837 70* (0.863), 76* (0.981), 79*
(selecci6n) seleccién negativa y sitios w,=1.00 (0.978).
neutros se permite una w; = 1.00
categoria de sitios bajo SP p1=0.64632
p-=0.20151
pi=0.15217
Modelo 3 categorias de sitios con tasas | 396 -18956,576517 w, =0.01553 Ninguno
(discreto)  estimadas libremente por w- = 0.15497
verosimilitud. En este caso k w, = 047055
= 3 categorias p; =0.26847
p>=0.3769%0
p3= 035463
Modelo 3 Tres categorias de sitios con | 394 -19119.473886 o, =0.05818 Ninguno
(discreto) tasas w estimadas libremente w,=0.34924
k=2 por verosimilitud p.=0.47687
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.= 052313
Modelo 7 Una distribuci6n beta para las | 393 -18922.823639 p= 053975 No se permiten
(beta) categorias de sitios segiin sus 4= 1.53080
valores de . En este caso
utilizamos K=10 categorias
Modelo 8 Igual que el modelo 7, pero | 395 -18907.255505 po= 0.92922 70% (0.919), 72% (0.876), 76*
(beta & w) se afade una categoria de p= 059572 (0.984), 79* (0.986), 300N
sitios bajo SP g= 211293 (0.857)
pi=0.07078
o= 4.83230

Tabla 5b. Resultados de las pruebas de tasas de verosimilitud para los modelos de codones
aplicados a las secuencias PISTILLATA. Se muestran los modelos comparados, los grados de
libertad considerados (gl) para cada comparacién, el estadistico de la prueba tasas de verosimilitud
(2A4) y la P calculada en el resultado.

Modelos a comparar gl 2A resultado
Ml vs M2 2 0 P=1, no se puede rechazar M1
MO vs M3 (k=3) 4 1555.348 P<0.0001 ; se rechaza MO
M7 vs M8 2 31.136 P=0.000017; se rechaza M7

Nuevas comparaciones para w hetero

éneas entre sitios (Bielawski & Yang, 2004)

M3 (k=2) vs MO

1229.5534

P<0.0001; se rechaza MO

M3 (k=3) vs M3 (k=2)

NN

325.79474

P<0.0001; se rechaza M3 (k=2)

b) Resultados. Genes tipo APETALA3

Tabla 6a. Resumen de resultados obtenidos con PAML para los modelos de tasas de sustitucion
heterogéneas entre sitios aplicados a los genes MADS tipo APETALA3. p es el nimero de pardmetros
para cada modelo, t son los valores de -Inl de verosimilitud estimados con PAML bajo cada modelo. Se
reportan solo los sitios encontrados bajo seleccién positiva con una probabilidad posterior > 0.8.

MODELO Breve descripcién p L valores de p Sitios detectados bajo SP
estimados
Modelo 0 Los valores de @ para cada 392 -29732.280255 w= 0.16528 Ninguno
(una tasa) sitio se distribuyen de manera
homogénea
Modeio 1 Hay sitios bajo seleccién | 392 -29470.611411 o, =0.16797 No se permiten
(neutral) negativa y sitios neutros w=1 w,=1.00
p,=0.72125
p2=0.27875
Modelo 2 Ademds de sitios bajo | 394 -29470.611411 o, =0.16798 Ninguno
(seleccién) seleccion negativa y sitios o, = 1.00
neutros se permite una w; = 1.00
categoria de sitios bajo SP p=072124
p-=0.13936
p3=0.13940
Modelo 3 categorias de sitios con tasas 396 -28778.516647 o, =0.01231 Ninguno
(discreto) w estimadas libremente por w, = 0.14087
verosimilitud. w; =0.37161
En este caso k=3 categorias p=021283
p-.=033249
py= 045468
Modelo 3 categorias de sitios con tasas 394 -28929.892464 w, = 0.03903
(discreto) w estimadas libremente por o, = 0.28832
k=2 verosimilitud. pi=033854
En este caso k=2 categorias p.=10.66146
Modelo 7 Una distribucién beta para las | 393 -28739.551098 P = 0.69480 No se permiten
(beta) categorias de sitios segiin sus q= 223147
valores de w. En este caso
utilizamos K=10 categorias




Modelo 8 Igual que el modelo 7, pero | 395 -28738.648626 pi= 0.98825 46* (0.809)
(beta & w) se anade una categoria de p= 070878
sitios bajo SP g = 238142
pi=0.01175
w= 3.42369

Tabla 6b. Resultados de las pruebas de tasas de verosimilitud para los modelos de codones
aplicados a las secuencias APETALA3. Se muestran los modelos comparados, los grados de
libertad considerados (gl) para cada comparacion, el estadistico de la prueba tasas de
verosimilitud (2Av) y 1a P calculada en el resultado.

Modelos a comparar gl 2A resultado
MI vs M2 2 0 P=1{; no se puede rechazar M1
MO vs M3 (k=3) 4 1907.527 P<0.0001; se rechaza MO
M7 vs M8 2 1.804 P=04057; no se puede rechazar M7

Nuevas comparaciones para w heterogéneas entre sitios (Bielawski & Yang, 2004)

[\

MO vs M3 (k=2) 1604.77558 P<Q.0001; se rechaza MO

M3 (k=2) vs M3 (k=3) 2 302.75164 P<0.0001; se rechaza M3 (k=2)

El modelo 0, que calcula un solo valor para la tasa ® de manera general en todos los sitios
y en todas las ramas del drbol puede ser titil para hacer una comparacion de las tasas de sustitucion
generales en los genes tipo B. La tasa w calculada bajo este modelo para los genes Tipo B es de
0.173, para los genes tipo Pl es de 0.165 y para los tipo AP3 es también de 0.165, que son valores
muy similares y que indican una fuerte conservacién (por tener valores cercanos a 0) en la
mayoria de sitios en estos genes. El hacer un promedio para el célculo de las tasas de sustitucién
entre todos los sitios y ramas del arbol reduce el poder de detectar SP y DTS, ya que se pierde la
sefial proveniente de eventos especificos de diversificacion funcional en sitios y linajes
particulares. Con los modelos para deteccién de seleccion sitio por sitio de manera general
utilizados en esta parte del andlisis no conseguimos detectar sino unos cuantos sitios en los genes
tipo PI y sélo uno en los genes AP3 bajo seleccién positiva, que son sitios con alineamientos
ambiguos y por tanto de dificil interpretacion. Las pruebas estadisticas de tasas de verosimilitud
que se detallan en las tablas 4b, 5b y 6b indican el poco poder para detectar seleccién positiva con
éstos modelos (ver comparaciones M1 vs M2, MO vs M3 (k=3) y M7 vs M8), pues no todas las
PTV resultaron en un rechazo de la hipétesis nula. Sin embargo, las pruebas realizadas para
detectar heterogeneidad en las tasas de sustitucién entre sitios (MO vs M3 (k=2) y M3 (k=2) vs M3
(k=3)), que no implican necesariamente seleccién positiva, resultaron en todos los casos en el
rechazo de la hipdtesis nula de homogeneidad de tasas. A pesar de que logramos detectar ésta
heterogeneidad, los modelos generales de deteccién de seleccién sitio por sitio no nos permitieron
detectar seleccion positiva de manera significativa ni sitios particulares bajo seleccién positiva de
manera considerable. Esto puede indicar que los eventos de diversificacion funcional de las
proteinas MADS tipo B responden a eventos particulares de cambios en las tasas de sustitucién de
sitios especificos con implicaciones funcionales importantes y en linajes particulares. Para probar
esta hipétesis y para explicar de manera més detallada la relacién entre eventos de duplicacién y
diversificacién funcional empleamos los modelos de deteccién de SP y DTS en sitios y linajes

particulares que se explican en la seccién de Secuencias y Métodos, y cuyos resultados se
presentan a continuacion.
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I1Ib. Pruebas de deteccion de seleccion linaje-especificas.

Papel de la seleccion adaptativa en la divergencia funcional de
los MADS-Box Tipo B

Ademds de hacer las pruebas para detectar diferencias en las tasas de sustitucion y
seleccion positiva en la filogenia de todos los genes MADS tipo B se hicieron de manera més
especifica para los pardlogos AP3 y PI por separado, con la finalidad de lograr que los
alineamientos fueran mds compactos y hacer un anélisis més detallado. El alineamiento de los
MADS tipo B incluye secuencias mas divergentes entre si, por lo que tiene un alineamiento con
mayor nimero de ambigiiedades y requiere de una interpretacién més cuidadosa de los resultados.

Primero se probaron los modelos de codones disefiados para evaluar la presencia de tasas
de sustitucion heterogéneas entre clados hermanos producto de una duplicaci6n, es decir, para
probar divergencia funcional en la familia de los MADS Tipo B, de los AP3 y de los PI con el
modelo D; y después se utilizaron los modelos de codones A y B para probar si esas diferencias
eran debidas a seleccidn positiva. ,

Las hip6tesis planteadas en cada caso se muestran en la Tabla 7, asi como una breve
Justificacién de los motivos biolGgicos de su evaluacin. En la Tabla 8 se muestran los resultados
de las pruebas para detectar diferencias significativas en las tasas de sustitucion y en la Tabla 9
para las pruebas de deteccion de seleccion positiva. Los resultados se encuentran resumidos y
esquematizados en las figuras 12 a 14, dénde se indican las hipétesis planteadas en los drboles
filogenéticos correspondientes. En ellos se puede observar que la definicién de las hip6tesis o
seleccion de ramas y clados se plante6 de manera tal que se pudiera seguir la evolucién de los
genes B, buscando eventos de seleccin positiva y cambios en las tasas de sustitucion, desde la
rama que da lugar a los MADS-Box tipo B y los separ6 de los MADS tipo B de gimnospermas,
hasta Ilegar a las puntas de las ramasen los clados de AP3 y PI; poniendo especial atencion en los
eventos de duplicacién que caracterizan a esta familia. Una adecuada interpretacién de los
resultados obtenidos, no solo de los sitios detectados bajo seleccién positiva, sino también de los
diferentes valores de w con las proporciones de sitios correspondientes para cada caso puede

aportar importantes elementos para comprender como ha sido la evolucién molecular de estos
factores de transcripcidn.

Tabla 7 Higétesis que se probaron para divergencia en las tasas de sustitucién (modelos C y D) y
sc.:leccién positiva linaje-especifica (modelos A y B) para los genes Tipo B, los tipo AP3 y los tipo PI. Las
hipGtesis se indican también en las filogenias mostradas en las figuras 12 a 14.

T Genes MADS Tipo B = - :
DESCRIPCION JUSTIFICACION
En la rama que da lugar a las gimnospermas | Diferencias tempranas en los patrones de diversificacién funcional de
B- Hl los MADS-Tipo B de gimnospermas.
En la rama que da lugar a los MADS-Tipo Diferencias tempranas en los patrones de diversificacién funcional de
B-H2 B, incluyendo el clado de los B-sister los MADS-Tipo B de angiospermas y genes “B-sister”. Homogeneidad

en las tasas de sustitucién de genes MADS tipo B y genes “B-sister”.

Evaluacidn de diferencias tempranas en las tasas de sustitucion de estos
genes que puedan indicar diversificacion funcional en este grupo con
En la rama que da lugar a las secuencias del | funciones poco estudiadas. Bisqueda de posibles sitios caracteristicos
B-H3 clado de los ‘B-Sister’. de este clado bajo seleccién positiva que puedan aportar pistas para el
entendimiento de su funcién.

Evaluacién de diferencias tempranas en las tasas de sustitucién y en las

B-H4 En la rama que da lugar a los pardlogos AP3 | presiones selectivas de los genes AP3-PI en conjunto en comparacién
y PI con los tipo B de gimnospermas y los ‘B-sister’.
Deteccién de divergencia funcional temprana inmediata de Ia
B-HS En 1a rama que da lugar a los Pl duplicacién AP3-PI en los genes Pl en relacién con el origen y
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evolucién de la heterodimerizacién AP3/Pl.

En la rama que da lugar a los AF3

Deteccién de divergencia funcional temprana inmediata de la
duplicacién AP3-Pl en los genes AP3 en relacién con el origen y
evolucién de 1a heterodimerizacién AP3/PL.

En ¢l clado de los genes AP3
(en todas las ramas que integran este clado)

Deteccién de divergencia funcional posterior a la duplicacién y
diferenciacién, y deteccién de

sitios bajo seleccién positiva caracteristicos del clado. Deteccion de
sitios que soportan Ia divergencia funcional de estas secuencias.

En el clado de los genes Pl
(en todas las ramas que integran este clado)

Deteccién de divergencia funcional posterior a la duplicacién y
diferenciacién, y deteccion de

sitios bajo seleccién positiva caracteristicos del clado. Deteccion de
sitios que soportan la divergencia funcional de estas secuencias.

En el clado de los genes tipo B de
gimnospermas (en todas las ramas que
integran este clado)

Divergencia funcional posterior a la duplicacién que separd a los genes
tipo B de angiospermas y gimnospermas y divergencia funcional
posterior, en los genes de gimnospermas. Deteccién se sitios bajo
seleccién positiva particulares en este grupo.

Genes tipo APETALA3

AP3-H1

En la rama que da lugar a los AP3
excluyendo a las angiospermas basales
Nymphales ¢ Hliciaceae

Divergencia funcional temprana en los AP3 en angiospermas, posterior
a la diversificacién después de la divergencia de 1as angiospermas
basales Nymphales e lliciaceae. Bisqueda de sitios distintivos bajo
seleccion positiva de manera temprana en la aparicién de este clado,
justo después de la separaci6n de las angiospermas basales como punto
de partida para las radiaciones adaptativas en las familias de
angiospermas.

AP3-H2

En la rama que da lugar a los clados euAP3-
T™M6

Diferencias tempranas en las fuerzas evolutivas que anteceden a la
duplicacién AP3-TM6 en ¢l contexto de la diferenciacién posterior de
ese grupo de genes caracteristicos de las eudicotiled6neas superiores o
core-eudicots.

AP3 - H3

En el clado de los genes
euAP3-TM6 (en todas las ramas que
integran este clado)

Eventos de seleccién positiva y tasas de sustitucién homogéneas en
estos dos clados, para hacer una comparacién con las hiptesis euAP3
y TM6 por separado.

AP3-H4

En la rama que da lugar al clado de los genes
cuAP3

Evaluacién de eventos tempranos de divergencia funcional y seleccion
positiva en estos genes, particularmente en la parte del C-terrinal.
Detecci6n de sitios bajo seleccién positiva que puedan tener un papel
importante en su diversificacién funcional.

AP3-H5

En la rama que da lugar a los TM6

Evaluacién de eventos tempranos de divergencia funcional y seleccién
positiva en estos genes, particularmente en la parte del  C-temrinal.
Detecci6n de sitios bajo selecci6n positiva que puedan tener un papel
importante en su diversificacién funcional.

AP3 - H6

En el clado los euAP3 (en todas las ramas
que integran este clado)

Evaluacién del papel de la seleccién positiva en la diversificacién
funcional de los genes euAP3, en etapas posteriores a la duplicacién
que le dio origen.

AP3I-H7

En el clado de 1os TM6 (en todas las ramas
que integran este clado)

Evaluaci6n del papel de la selecci6n positiva en la diversificacion
funcional de los genes TM6, en etapas posteriores a la duplicacién que
le dio origen.

Genes tipo PISTILLATA —

PI-H1

En la rama que da lugar a todos los PI

Divergencia funcional temprana en los PI en angiospermas. Bisqueda
de sitios distintivos bajo seleccién positiva de manera temprana en la
aparicién de este clado como punto de partida para su diferenciacion
funcional. Hacer un contraste de la evoluci6n de este clado con el de
los AP3.

PI-H2

En la rama que da lugar a los genes en
eudicotiledéneas superiores
(clado PI-II)

Bisicamente para comparar con los patrones de divergencia funcional y
seleccién positiva temprana encontrados en el clado de los ewAP3 y
TM6 en los genes tipo AP3. Evaluar si también en este clado hay
importantes diferencias en las tasas de sustitucion.

PI-H3

En el clado de los genes tipo PI de
eudicotiledoneas superiores (en todas las
ramas que integran el clado Pi-11)

Persistencia de las diferencias en las tasas de sustitucion y seleccién
positiva en los genes tipo PI de eudicotiledéneas superiores 0 core-
eudicots y su comparacion con los resultados obtenidos para los
respectivos pardlogos tipo AP3
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Tabla 8. Resultados de las Pruebas de Tasas de verosimilitud (PTV) para detectar Diferencias Significativas en las
Tasas de Sustitucién de los genes MADS-Box tipo B, APETALA3 y PISTILLATA. Se muestra cada hipétesis, los
valores de verosimilitud calculados con el modelo MD, los valores del estadistico 2Av para las PTV, las
comparaciones realizadas, la P calculada y el resuitado de la prueba de hipétesis.

PTVs. Diferencias Significativas en las Tasas de Sustitucién (DTS)

2AL
M3 k=3 (nula) vs MD
Valores de k=3 gl=2/
Hipétesis Verosimilitud M3 k=2 (nula) vs MD P caiculada
MD k=2 /MD k=3 k=2 gl=2
Genes MADS-box tipo B
B-H1 (rama gimnospermas) -36517.469778 / 1.059/0.4591 P=0).5888 / P=0.7948
-36339.968877
B-H9 (clado gimnospermas) -36502.406724 / 24.527/31.0444 P<0.0001, rechazo hip. nula ! P<0.0001, rechazo hip.
-36328.234678 nula
B-H2 (rama AP3-PI-Bsister) -36515.787032 / 4.290 / 4.2838 P=0.1170/P=0.1174
-36338.353288
B-H4 (rama AP3-Pl) -36516.587715/ 5.61606 / 2.682 P=0.0603, rechazo hip. nula , 94% confianza / P=0.2615
- 36337.690483
B-HS (rama P1) -36510.263966 / 13.857/ 153299 P=0.0009, rechazo hip. nula | P=0.0004, rechazo hip.
-36333.569965 nula
B-H6 (rama AP3) -36515.798940 / 4.792 / 425998 P=0.0910, rechazo hip. nula, 91% confianza /| P=0.1188,
-36338.102042 rechazo hip. nula, 90% confianza
B-HS8 (clado PI) -36513.276162 / 7.1264 / 9.3055 P=0.0283, rechazo hip. nula, 98% confianza | P=0.0095,
-36336.935312 rechazo hip. nula
B-H7 (clado AP3) -36517.887640 / 0.0022 / 0.0825 P=0.9989/ P=0.9595
-36340.497412
Genes tipo APETALA3
AP3-H1 (rama angio-AP3) -28928.903407 / 0.0225/1.978 P=0.9888 / P=0.3719
-28778.505377
AP3-H2 (rama euAP3-TM6) -28926.699583 / 7.129 /1 6.3857 P=0.0283, rechazo hip. nula, 97% confianza | P=0.0410,
-28774.952135 rechazo hip. nula, 96% confianza
AP3-H3 (clado euAP3- -28929.509343 / 0.3206 / 0.7662 P=038518/P=0.6817
T™6) -28778.356306
AP3-HS (rama TM6) -28926.048034 / 9.2044 / 7.6888 P=0.0100, rechazo hip. nula | P=0.0213, rechazo hip.
-28773.914434 nula, 98% confianza
AP3-H4 (rama euAP3) -28778.516452 / 0.00038 / 0.4998 P=0.9998/ P=0.7788
-28929.642544
AP3-H7 (clado TM6) -28926.387701 / 6.626 / 7.00952 P=0.0364, rechazo hip. nula, 97% confianza | P=0.0300,
-28775.20362 rechazo hip. nula, 97% confianza
AP3-H6 (clado euAP3) -28925910702 / 2.036/7.96352 P=0.3613/ P=0.0186, rechazo hip. nula, 98% confianza
-28777.49861
Genes tipo PISTILLATA
PI-H1 (rama angio-PI) -19116.518336 / 3.71/591 P=0.1564 / P=0.0520, rechazo hip. nula, 95% confianza
-18954.720403
PI-H2 (rama core-eudicots) -19117.945728 / 0.746 / 3.056 P=0.6886/ P=0.2169
-18956.203328
PI-H3 (clado core-eudicots) -19112.264620 / 22.56/ 14.418 P<0.0001, rechazo hip. nula / P=0.0007, rechazo hip.
-18945.295406 nula
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Tabla 9. Resultados de las Pruebas de Tasas de Verosimilitud (PTV) para detectar Seleccion Positiva en linajes
particulares. Se muestra la hipdtesis, los valores de verosimilitud calculados con los modelos MA y MB, el valor del
estadistico 2Au en las comparaciones evaluadas, la P calculada y el resultado de la prueba de hipétesis. Cuando el

resultado es significativo se muestran los sitios detectados bajo SP o neutros asi como los pardmetros estimados de su
proporcién y valores de w.

PTV. Pruebas para Seleccién Positiva (SP) en ramas y clados

2AL
MA vs M1 (nula)/
Valores de MAconservative* Sitios bajo SP & parametros estimados (PP)
Hipétesis Verosimilitud vs M1 (nula) / MB P calculada
MA /MB vs M3 k=2 (nula)
Genes MADS-box tipo B
B-H1 (rama -37143.765671 / 0.66918/0.56116 / P=0.7156 1 P=0.7553 /
gimnospermas) -36517.351161 115554 Pr=0.5611
B-H9 (clado -37099.348727 1 89.503/89.503 1 7.4317 P<0.0001, rechazo hip. ninguno
gimnospermas) -36514.213087 nulal P<0.0001, rechazo
hip. nulal P<0.0243
rechazo hip. nula, 98%
confianza
B-H3 (rama Bsister) -37143.734546 1 - 0.73144/0.35164/ P=0.6936 | P=0.8387 1
36517.928903 .64806 '=0.7232
B-H2 (rama AP3-Pi- -37144.100066 1 0/0/0 P=t/pr=1P=1
Bsister) -36517.928936
B-H4 (rama AP3-PI) -37143.69819/ 0.80414/0.2605/ 0 P=0.6689 / P=0.8778 / P=1
-36517.928936
B-HS (rama PI) -37135.64899 / 16.9025/9.7151 1.561 P=0.0002, rechazo hip. Modelo A: 91 H (0.867), 100 R (0.948), 115 L (0.893), 119 I (0.885), 142 H
-36517.148328 nula/ P=0.0077, rechazo (0.982), 165 D (0.992). 225 A (0.973), 255 * (0.921), 297 H (0.800)
hip. nulal P=0.45811 Pa=0.12631, py=0.09249; w,, = 6.24653, @, = 6.24653
B-H6 (rama AP3) -37137.801316/ 12.5979 /5.089/ 5.450 P=0.0018, rechazo hip. Madelo A: 102K (0.862), 1191 (0.934), 120R (0.961), 121Q (0.927), 130G (0.989)
-36515.203888 nula/ P=0.0785, rechazo Pr= 0.07385, p2=0.05507, o, = 8.53434, v, = 8.53434
hip. nula, 93% confianza / Modecl B: 1191 (0.896), 120R (0.884), 122R (0.962)
P=0.0655, rechazo hip. Pai= 003439, py=0.05140; ., = 3.98661, m,, = 3.98661
nula, 94% confianza
B-HS8 (clado PI) -37016315092 / 255.5701/255570/ P<0.0001, rechazo hip. Maodelo A: 36T (0.851), 42K (0.931), 51T (1.000), S5H (0.995), 70T (1.000), 72K
-36431.389952 173.077 nulal P<0.0001, rechazo (1.000), 80S (0.869), 141Q (0.991), 142H (0.835), 148T (1.000), 152E (0.995),
hip. nulal P<0.0001, 157V (1.000), 1581 (1.000), 1T3N (1.000), 194D (0.935), 219D (0.953). 225A
rechazo hip. nula (1.000), 286H (0.962)
o= 0.14184, py=0.08568; w,, = 1.00, wy, = 1.00
B-H7 (clado AP3) -37034.990261 / 218.22/218.22/ 263.878 P<0.0001, rechazo hip. Modelo A: 33H (0.999), 54F (0.950), 82V (0.974), 104T (1.000y, 111T (1.000),
-36385.989919 nulal P<0.0001, rechazo 144Q (0.983), 145D (1.000), 167C (1.000). 174L (1.000). 175E (0.980), ITTR
hip. nulal P<0.0001, (1.O00), 179G (0.976)
rechazo hip. nula o= 0.14675, p2=0.08515; ., = 10O, v, = .00
Genes tipo APETALA3
AP3-HI (ruma angio-AP3) -29466.927302 / - 7368/3.837/0 P=0.0251, rechazo hip. Madelo A: 153N (0.939), 195Y (0.813), 197V (0.973)
28929.892464 nula, 98% confianza | Pa= 0.08382, ps=0.03254; w,, = 1610785, wy, = 16.10785
P=0.1468/ P=1
AP3-H2 (rama cuAP3- -29469.262162 / 26987 1.607/0.227 P=0.25941 P=0.4477 1
TM6) -28929.778895 P=0.8927
AP3-H3 (clado cuAP3- -29363.283866 / 214.6551 1'214.655/ P<0.0001, rechazo hip. Modelo A: 99G (0.874), 110T (0.999), 123R (0.999), 128S (0.967), 135N (1.000),
TM6) 28859301144 141.182 nula | P<0.0001, rechazo 136S (0.986), 177R (0.964), 178G (1.000), 88K (1.000), 205F (0.975), 230P

AP3-H$ (rama TM6)

AP3-H4 (rama euAP3)

AP3-H7 (clado TM6)

AP3-H6 (clado euAP3)

-29470.611332 /
-28929.892464
-29457.045013 /
-28905.64694

-29423.59212 /

-28921.886755

-29385.703861 /
-28880.656293

0.00016 /0.00016 /0

27.1328/ 1.607 / 48.4910

94.038 /94.038 / 16.011

169815/ 169815/
98.4723

hip. nula | P<0.0001
rechazo hip. nul
P=0.9999 | P=0.9999 |
P=t

P<0.0001, rechazo hip.
nulal P=0.4477 | .
P<0.0001, rechazo hip. nul

P<0.0001, rechazo hip.
nulal P<0.0001, rechazo
hip. nulal P=0.0003,
rechazo hip. nul

P<0.0001, rechazo hip.
nulal P<0.0001, rechazo
hip. mdal P<0.0001,
rechazo lip. nul

(1.000), 260R (0.984), 282P (0.923), 2835 (0.999), 319R (0.860)
2= 015122, px=0.03304; @y, = 1.00, w0y, = 1.00

Model A: 751 (0.842), 153N (0.969), 167D (0.969), 182N (0.942), 196H (0.913),
316H (0.986), 317E (0.978), 318L (0.989), 319R (0.909), 321G (0.989), 322*
(0.828)

pa= 011463, p2=0.04319; 0., = 100, w,, = 6.28

Moadel B: 49* (0.843), 751 (0.940), 92L (0.839), 153N (0.846), 167D (0.997),
196H (0.996), 199N (0.865), 315T (0.866), 316H (0.999), 317E (0.998), 318L
(0.999), 319R (0.976), 321G (0.948)

Pa= 004897, py=0.09612; w., = 6.8097, w5, = 6.8097

Modclo At 99G (0.976), 126H (0.948), 164V (0.981), 173E (0.953), 177R (0.988),
178G (0.998), 184V (1.000), 188K (0.945), 2215 (0.801), 230P (0.999), 233*
(0.855), 257F (0.815), 279R (0.851), 297% (0.989), 311V (0.848), 312Y (0.995),
3135(0.993)

o= 015257, px=0.05124; w,, = 1.00, @, = 1.00

Modelo A: 110T (1.000), 1201 (0.985), 123R (0.887), 135N (1.000), 157R (0.950),
178G (0.991), 188K (1.000), 197V (0.986), 205F (0.924), 218E (0.931), 260R
{0.939), 261N (0.974), 264* (0.849), 276F (0.985), 2835 (0.992), 319R (0.985)
D= 0.13419, pa=0.03295; ., = .00, @ = 1.00

Genes tipo PISTILLATA

PI-HI (rama angio-PI)
PI1-H2 (rama core-eudicots)

PI-H3 (clado core-
cudicols)

- 19343.071419/
-19113.681345
-19344.672084 / -
19117.320476
-19303.315267 /-
19057.271589

4.5614318/11.58
1363 /13636 / 4306

84.077184.0771 124.4046

P=0.10221 P=0.1154 1
P=0.0030, rechazo hip. nul
P=0.50581 P=0.5057 |
P=0.1161

P<0.0001, rechazo hip.
nulal P<0.0001, rechazo
hip. nulal P<0.0001,
rechazo lip. nul

Modelo B: 138N (0.967), 165A (0.956), 192A (0.855), 207E (0.886), 320H (0.806)
Pu= 03109, p=0.04466; 0, = 6.32576, w., = 6.32576

Modet A: 125H (1.000), 1328 (0.897), 203N (0.864), 243K (1.000), 286R (0.991),
291D ((.804), 299N (0.994). 317D (0.949), 318N ((.937), 321Q (1.000), 322V
(0:999), 323 P (0.877)

P2=0.12306, p2=0.04450; w., = 1.00, 0,4, = 1.00
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Figura 12. Cladograma de la topologia obtenida por métodos Bayesianos para los genes MADS Tipo B que
mu?s'tra las-dif‘erentes hipétesis (H1 a 9) probadas para diferencias en las tasas de verosimilitud y seleccién
posmva. en linajes particulares. % y %% es el nivel de significancia estadistica que soporta diferencias en las tasas o
en ese linaje en particular, considerada con base en los resultados de la tercera y cuarta PTV con el modelo D que se
uullzan.par'a evaluar dicha significancia. SP indica que hubo soporte estadistico para la presencia de seleccion positiva
en ese l.maje. E.n caso de encontrados, se muestran los sitios detectados bajo seleccién positiva con pp > 0.8 para cada
hlPO[eSlS. S‘egu1d<_)s de un * Jos sitios que se ubican en regiones del alineamiento muy ambiguas debido a el elevado
nimero de inserciones y deleciones. En negritas los sitios que se ubican en el carboxilo terminal de la proteina. Los
resultados detallados de Jas PTV asi como los valores de los pardmetros calculados se muestran en las tablas 8 a 16.
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Figura 13. Cladograma de la topologfa obtenida por métodos Bayesianos para los genes tipo APETALA3 que
muestra las diferentes hipétesis (HI a 7) probadas para diferencias en las tasas de verosimilitud y seleccion
positiva en linajes particulares. % y %% es el nivel de significancia estadistica que soporta diferencias en las tasas
en ese linaje en particular, considerada con base en los resultados de la tercera y cuarta PTV con el modelo D que se
utilizan para evaluar dicha significancia. SP indica que hubo soporte estadistico para la presencia de selecci6n positiva
en ese linaje. En caso de encontrados, se muestran los sitios detectados bajo seleccién positiva con pp > 0.8 para cada
hip6tesis. Seguidos de un * los sitios que se ubican en regiones del alineamiento muy ambiguas debido a el elevado
niimero de inserciones y deleciones. En negritas los sitios que se ubican en el carboxilo terminal de la proteina. Los
resultados detallados de las PTV asi como los valores de los pardmetros calculados se muestran en las tablas 17 a 23.
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Figura 14. Cladograma de la topologia obtenida por métodos Bayesianos para los genes tipo PISTILLATA que
muestra las diferentes hipétesis (HI a 3) probadas para diferencias en las tasas de verosimilitud y seleccion
positiva en linajes particulares. % y %% es el nivel de significancia estadistica que soporta diferencias en las tasas ®
en ese linaje en particular, considerada con base en los resultados de la tercera y cuarta PTV con el modelo D que se
utilizan para evaluar dicha significancia. SP indica que hubo soporte estadistico para la presencia de seleccion positiva
en ese linaje. En caso de encontrados, se muestran 1os sitios detectados bajo seleccion positiva con pp > 0.8 para cada
hip6tesis. Seguidos de un * los sitios que se ubican en regiones del alineamiento muy ambiguas debido a el elevado
niimero de inserciones y deleciones. En negritas los sitios que se ubican en el carboxilo terminal de la proteina. Los
resultados detallados de las PTV asf como los valores de los pardmetros calculados se muestran en las tablas 24 a 26
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Resultados Modelos A, B y D, genes MADS Tipo B

A pesar de que los resultados obtenidos con los modelos sitio por sitio indicaron que los
genes MADS tipo B y los pardlogos AP3 y PI se encontraban bajo fuertes regimenes de seleccién
purificadora, o bien con muchos sitios neutros, las PTV realizadas con los valores de verosimilitud
obtenidos con los modelos A, B y D nos permitieron, ademas de detectar diferencias en las tasas
de sustitucién en diferentes momentos de la evolucién de los MADS tipo B, detectar SP en una
pequeiia proporcion de sitios en algunos de los linajes seleccionados. Estos resultados pueden
servir para describir mejor el proceso de diversificacion funcional en los genes tipo B.

Para las gimnospermas se detectaron DTS significativas durante su diversificacidn,
indicada por al hipétesis B-H9, pero no asi en la rama que da lugar al clado, justo después que se
separaron de las angiospermas. Lo mismo ocurrié en la rama que da lugar a los genes B-sister,
indicada como hipétesis B-H3. En el clado de las gimnospermas, las PTV favorecen los modelos
que aceptan SP, sin embargo ninguno de los pardmetros w calculados tienen valores > 1.

Las tasas de sustitucién permanecen homogéneas en la rama que da lugar a los B-sister
(hipotesis B-H3) y en la rama que da lugar a los genes B de angiospermas y B sister (hipGtesis B-
H2) asi como en la rama que da lugar a los genes B de angiospermas. Los resultados para esta
hipétesis (B-H4), en la rama que da lugar al clado AP3-Pl, indicaron una sefial pobre para detectar
tanto SP como DTS. A pesar de que se identific6 un porcentaje de sitios bajo seleccién positiva en
la rama (5% de sitios con ®=6.69 con el modelo A y 54% de sitios con w=1.8 con el modelo D
K=3) los resultados de las comparaciones por PTV no indicaron que los modelos A, B y D aporten
una mejora significativa en comparacién con los modelos nulos que implican homogeneidad. Sin
embargo, ya en la rama que da a los genes tipo Pl y la rama que da a los AP3 la sefial se hace més
fuerte, y las PTV en su mayoria nos permitieron rechazar las hipétesis nulas de homogeneidad de
tasas. Esto se observa en los resultados para las hip6tesis B-H5 para la rama que da a los PI y la B-
H6 para la rama que da a los AP3. En el caso de la rama que da a los PI con el modelo D se
detectaron una gran cantidad de sitios bajo SP (54% 0 59.9% bajo una w de 1.26 con el modelo D
k=2 y k=3 respectivamente, 12%+9% de sitios bajo una w=6.2 y 3%+5% de sitios bajo una
®=2.58 con el modelo B). La sefial de SP también es fuerte en el caso de la rama que da a los AP3,
pero aqui el modelo D no detect6 sitios bajo SP. En esta rama, con el modelo A se encontraron
7%+5% de sitios bajos una w=8.5, y con el modelo B detectamos 3%+5% de sitios bajo una
®=3.9. Esto indica que los procesos de diversificacion funcional ocurrieron muy pronto después de
la duplicacién que dio lugar a los pardlogos AP3 y PI; pero solo un pequefio porcentaje de sitios
cambiaron por SP.

Las hip6tesis B-H7 y B-H8 en el clado de los AP3 y PI respectivamente permiten evaluar
si estas DTS y SP detectadas tempranamente en la evolucién de los clados AP3 y PI, justo después
de su duplicacion, se mantuvo posteriormente a su diversificacién al interior de cada clado. Los
resultados de las PTV indicaron que hay DTS significativas en el clado de los genes PI, mds no en
los AP3. Sin embargo, las PTV para detectar SP resultaron todas en un rechazo de las hipétesis
nulas, lo cual puede indicar que los procesos de diversificacién funcional en estos clados esta dada
por SP en un pequefio porcentaje de sitios. A pesar de se rechazaron los modelos nulos, en ningin
caso obtuvimos valores de @ mayores a 1, pero en ambos casos se detectaron sitios que si bien
pueden no pertenecer a categorias de sitios bajo seleccién positiva, si se pueden interpretar como
pertenecientes a categorias de sitios bajo presiones selectivas relajadas, por tanto estdn cercanos a
la neutralidad (con el modelo A, 14%+8% de sitios bajo w=1 en el clado de los AP3 y el de los PI)
Es dificil dar una interpretacién adecuada a estos sitios.
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Resultados Modelos A, B y D, genes MADS Tipo APETALA3

Las hipotesis realizadas para los genes tipo AP3 tienen el objetivo primordial de evaluar el
papel de la duplicacién euAP3-TM6 en la diversificacion funcional de estos genes, presentes en el
clado de las eudicotiledéneas superiores. La hip6tesis AP3-H1, sefiala una rama profunda, cerca de
la base de los AP3, después de su separacién de las angiospermas basales Nymphaea e llliciaceae,
y sirve como control a las hipétesis planteadas posteriormente. En este caso (AP3-H1) no pudimos
rechazar con ninguna PTV los modelos nulos. La hipétesis AP3-H2 permite evaluar una
diferenciacién temprana de los genes B en las eudicotiledoneas superiores, al sefialar la rama que
les da lugar. En este caso conseguimos detectar DTS significativas, pero no asi rechazar las
hipétesis nulas para SP. El modelo D, tanto con K=3 como con K=2 categorias indican un gran
ndmero de sitios bajo SP (45% bajo una w=2.56 y 66% con una ®=2.02 con el modelo D K=2 y
K=3 respectivamente), pero con el modelo A solo se detecto un 1%+3% de sitios bajo una ®=5.7 y
con el modelo B un 1%+2% de sitios bajo una »=2.81. Esto puede indicar la fuerte influencia de
la SP tempranamente en la evolucion de estos genes.

La hip6tesis AP3-H3 prueba DTS y SP en los genes AP3 de eudicotiledoneas superiores, al
sefialar todas las ramas en el clado. En este caso no detectamos DTS con el modelo D, pero si se
rechazaron las hipétesis nulas con los modelos A y B. A pesar de esto ningiin pardmetro m en estos
modelos indica la presencia de seleccién positiva, siendo que los sitios encontrados deben
interpretarse como neutros o bajo presiones selectivas relajadas.

Las hipotesis AP3-H4 a H7 se dirigen hacia las diferencias particulares de los clados
euAP3 y TM6. La hipétesis AP3-H4 y AP3-HS5 se refieren a posibles DTS y SP como indicadoras
de diferenciacion funcional temprana en estos genes, justo después de su duplicacién, en la rama
que da a los euAP3 y TM6 respectivamente. En el caso de la rama que da lugar a los euAP3, las
PTV no permitieron rechazar la hipétesis de DTS con el modelo D, y solo dos de tres PTV
permitieron aceptar SP significativamente. A pesar de esto, tanto con el modelo A como con el
modelo B encontramos sitios bajo seleccién positiva (4% bajo ©=6.28 con el modelo A y 9%+4%
bajo ®=6.8 con el modelo B), lo cual da confianza en los sitios encontrados. En la rama que da
lugar a los genes TM6 encontramos el caso contrario, por que con el modelo D pudimos rechazar
la hipétesis nula pero no pudimos encontrar SP con el modelo A ni con el B.

Por dltimo, y para evaluar DTS y PS persistente en etapas posteriores a la diversificacién
de estos genes planteamos las hipétesis AP3-H6 en el clado de los euAP3 y AP3-H7 en el clado de
los TM6. Aunque en ambos casos logramos rechazar las hipétesis nulas para DTS y PS, y
encontramos un gran nimero de sitios con altos valores de PP, ningiin pardmetro o calculado nos

indica presencia de SP, por lo que estos sitios encontrados también deben interpretarse como
neutros o bajo presiones selectivas relajadas.

Resultados Modelos A, B y D, genes MADS Tipo PISTILLATA

Los resultados para las pruebas con los genes tipo PI nos llamaron mucho la atencién,
porque dada la conservacién observada en sus alineamientos como la evidencia experimental que
la soporta, no esperdbamos encontrar sefiales de DTS o SP.

Las hipétesis probadas se disefiaron mds bien para su comparacién con los resultados
obtenidos para los genes AP3. La primer hipétesis, PI-H1 indica la rama que da lugar a estos genes
en angiospermas, y a pesar de que logramos rechazar las hipétesis nulas solo parcialmente, con el
modelo A y B detectamos una proporcién de sitios bajo SP (5%+3% con ®=1.66 con el modelo A
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y 3%+4% con ®=6.32 con el modelo B). La hipétesis PI-H2 se refiere a una temprana presencia
de DTS y SP en la rama que da lugar a los genes tipo PI de las core-eudicots, pero en este caso no
pudimos rechazar ninguna hipétesis nula, a pesar de que con el modelo B encontramos un 1%+2%
de sitios bajo SP. La dltima hipétesis, PI-H3, se concentra en el clado de los genes tipo Pl de las
eudicotiledoneas superiores. Aqui las PTV nos permitieron rechazar la hipétesis nula en todos los
casos, indicando la presencia de DTS y SP de manera significativa en el clado, pero ningiin
pardmetro w indic6 seleccién positiva, aunque si un cambio importante en las presiones selectivas
con el modelo B (un 6% de sitios cambian de =0.03 a ®=0.93 en las core-eudicots, y un 11%

cambian de w=0.2 a w=0.93) y con el modelo A (12% de sitios cambian de tener ©=0.13 a w=1.00
en este clado).

IV. Estimaciones de tiempos de divergencia

Las estimaciones de las fechas para los eventos de duplicacién en los genes MADS tipo B
y en los tipo APETALA3 se llevaron a cabo también con el software PAML, que implementa el
algoritmo llamado ‘A Heuristic Rate Smoothing’ (AHRS) descrito en Yang, Z. 2004, en un
contexto de maxima verosimilitud, para considerar diferencias en las tasas de sustitucién en los
diferentes linajes de la filogenia al estimar las fechas de duplicaciones.

Con el objetivo principal de fechar la duplicacién AP3-PI en la filogenia de todos los
MADS tipo B se utiliz6 como fecha de calibracién los 121 ma para la edad de las
eudicotiledoneas, con base en granos de polen tricolpados fésiles descritos en Doyle y Hotton,
1991 segiin datos tomados de Magallén y Sanderson, 2001. En el caso de los MADS tipo B se
distinguieron 4 grupos de ramas segiin sus diferentes tasas de sustitucién (ver tabla 27).

Tabla 27. Resultado de la clasificacién de ramas del 4rbol en grupos siguiendo diferencias en sus tasas de sustitucion
segiin el algoritmo “A heuristic Rate Smoothing” implementado en PAML para los genes MADS-Box tipo B.

Resultados andlisis con AHRS para los MADS tipo B
Grupo NGmero de ramas en Tasa de sustitucién Tasa de sustitucién
ese grupo media
0 8 <1.691833 1.633865
1 25 <1.830907 1.764163
2 57 <2.064028 1.965562
3 62 <2.064028 2.193414

La gréfica | muestra la distribuci6n de las tasas de sustitucién de las ramas estimadas por
maxima verosimilitud. Una vez hecha la clasificacién de las ramas en grupos dependiendo de estas
tasas de sustitucion obtenidas por maxima verosimilitud, se estiman los tiempos de divergencia y
las tasas para los grupos de ramas (Yang, Z. 2004). La topologia que resulto siguiendo esta
clasificacion, asi como las principales fechas de divergencia estimadas se muestran en la topologia

de figura 15a, y el drbol de tasas se muestra en la figura 16b . Las fechas estimadas para cada clado
se muestran en la tabla 28.
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Namero de ramas
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1.48 1.78 183
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Tasas

223 228 2.43

Grifica 1. Distribucién de las tasas de sustitucion estimadas por méxima verosimilitud para cada
rama utilizando PAML para los genes MADS-Box tipo B, tomando como restriccién la topologia
(sin longitudes de ramas) obtenida en los andlisis filogenéticos hechos con métodos Bayesianos

descritos anteriormente.
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Figura 15a. Topologia resultante del andlisis de
tasas de sustitucién y estimacion de fechas de
divergencia con PAML para los genes MADS-
Box Tipo B. Se muestran las fechas estimadas
para algunas duplicaciones (en millones de afios).
*121 es la fecha utilizada para calibracién. La

longitud de las ramas es equivalente a tiempo.
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Figura 15b. Ratograma resultante de la
estimacién de tasas de sustitucion con PAML
para los genes MADS-Box Tipo B.. La
longitud de las ramas es equivalente a tasa de
sustitucién. Con base en las estimaciones de
estas tasas se construyd la clasificacion de
ramas siguiendo el algoritmo AHRS




Tabla 28. Fechas de duplicacién o cladogénesis estimadas con PAML y comparacién con registro f6sil.

Clado o duplicacién genes tipo Fecha estimada con PAML Grupo o evento en la evolucién Fecha segun regirsto fosil
B (millones de afios) de las plantas (millones de aiios)
Duplicacién (B-gimnospermas) — 354.3 Origen de las plantas con semilla 350
(Bsister & B-angiospermas) a partir de las pro gimnospermas | (Stewart y Rothwell, 1993 citados
en Sundstrom, 1999)

Duplicacién (B-sister) — (B- 351.1 Origen de las plantas con semilla 290-309.2 ma
angiospermas) (Mapes y Rothwell, 1984, 1991.
Duplicacién AP3-PI 290 citados en Kim, et al. 2004)
Clado B-sister 3313
Inicio diversificacién AP3 190.2
Inicio diversificacién clado PI 139

Posteriormente se hizo el analisis de estimacion de fechas de divergencia siguiendo el
mismo método pero con los genes MADS tipo APETALA3, con el principal objetivo de estimar la
fecha de la duplicacion que dio lugar a los genes tipo euAP3 y TM6 en las eudicotiledéneas
superiores. La fecha utilizada para la calibracion fue de 132 ma en el origen de las angiospermas
por granos de polen fésiles descritos en Brenner, 1996 segiin datos que tomamos de Magallén y
Sanderson, 2001. La tabla 29 muestra los grupos de ramas y sus tasas estimadas siguiendo el
algoritmo AHRS; en este caso también se distinguieron 4 grupos con tasas que van de 0.001 a
2.6555. La grafica 2 muestra la distribucién de las tasas con respecto al nimero de ramas. Cabe
destacar que también se probo como fecha de calibracién alternativa la utilizada en el caso
anterior, de 121 ma para las eudicotiledoneas, sin embargo, con esta calibracién, las fechas
estimadas para los clados son incongruentes con las fechas del registro {6sil para los clados de las
plantas de las que provienen las secuencias de ortélogos AP3, por lo que esos resultados fueron
descartados. La figura 16a muestra la topologia con las longitudes de las ramas clasificadas segiin
los 4 grupos asi como las principales fechaciones estimadas para los genes APETALA3 y la tabla

30 muestra las fechas resultantes para los principales clados. La figura 16b muestra el rbol de
tasas calculado para estos genes.

Tabla 29. Resultado de la clasificacion de ramas del 4rbol en grupos siguiendo diferencias en sus tasas de sustitucion
segun el algoritmo “A heuristic Rate Smoothing” implementado en PAML para los genes MADS-Box tipo AP3.

Resultados anilisis con AHRS para los MADS tipo B
Grupo Nimero de ramas en ese grupo Tasa de sustitucién Tasa de sustitucion media
0 5 < 0.564597 0.092909
1 3 <0.945724 0.817800
2 | < 1.584583 1.430139
3 149 <2.655463 2.140649

Grifica 2. Distribucién de las tasas de
sustitucion estimadas por mdxima
verosimilitud para cada rama
utilizando PAML para los genes tipo
APETALA3, tomando como
restriccidn la topologia (sin longitudes
de ramas) obtenida en los analisis
filogenéticos hechos con métodos
Bayesianos descritos anteriormente.
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Figura 15a. Topologia resultante del andlisis de
tasas de sustitucién y estimacion de fechas de
divergencia con PAML para los genes
APETALAS3. Se muestran las fechas estimadas
para algunas duplicaciones (en millones de afios).
*132 es la fecha utilizada para calibracién. La
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Figura 16b. Arbol de tasas resultante de la
estimacion de tasas de sustitucion con PAML para
los genes MADS-Box Tipo APETALA3.. La
longitud de las ramas es equivalente a tasa de
sustitucién. Con base en las estimaciones de estas
tasas se construy6 la clasificacion de ramas

siguiendo el algoritmo AHRS.

Tabla 30. Fechas de duplicacién o cladogénesis estimadas con PAML y comparacién con registro f6sil.

Clado o duplicacién genes tipo B Fecha estimada con Fechas del registro fésil cita
PAML (millones de aiios) relacionadas
Clado AP3 de monocotiledéneas 87.6 37.5-105.5 Muiltiples citas en Magallén y Sanderson, 2001
(solo hemos incluido secuencias de
monocotiledéneas jévenes)
Granos de polen tricolpados, Doyle y Hotton, 1991
Clado eudicotiledéneas 97.6 121 en Magall6n y Sanderson, 2001
Duplicacién euAP3-TM6 N3 96.2 Core-eudicots, Pacltova 1966, 1981, en Magalién y
858 Sanderson, 2001
9].2 Comales (Magallén. 1997)
835 Saxifragales (Gandolfo, et al. 1998)
Caryophylales (Collinson, et al, 1993)
Clado euAP3 78 69.7 Malvales (Wolfe, 1976)
Clado TM6 64.1 44.25 Solanales (Collinson, et al. 1993)
4425 Rosaceae (Basinger, 1976; Cevalloz-Ferriz et al.,
1993)




Discusion

Relaciones filogenéticas de genes MADS-box tipo B en plantas con semilla.

El objetivo principal de esta tesis fue hacer un estudio completo de evolucién molecular de
los genes MADS tipo B para entender mejor sus procesos de diversificacién. La comparacién de
las tasas de sustitucion de clados particulares que corresponden a grupos taxonémicos de
angiospermas y en clados producto de duplicaciones es ttil en la evaluacién de los procesos de
diferenciacién funcional génica, y el anélisis comparativo de las tasas de sustitucion sin6nimas y
no sinénimas puede ayudar a evaluar que presiones selectivas estan dirigiendo la diferenciacion
funcional. Para poder hacer estas inferencias es necesario contar con filogenias resueltas, por ello
como primer objetivo obtuvimos hipétesis acerca de las relaciones filogenéticas para los genes B
disponibles mediante métodos Bayesianos. Los drboles fueron usados en los andlisis de
heterogeneidad de tasas de sustitucion y andlisis de sitios bajo SP, pero ademés nos han servido
para reevaluar las discusiones acerca de las relaciones filogenéticas de los genes B en plantas con
semilla y la evolucién de su funcién. Asi mismo aprovechamos nuestros datos para calibrar un
reloj molecular y con él proveer estimaciones nuevas de las fechas de divergencia de los grupos

principales de las secuencias MADS tipo B y su correlacién con eventos importantes durante la
evolucién de las plantas.

Los grupos existentes de plantas con semilla son las angiospermas, con aproximadamente
250,000 especies, y las gimnospermas, que incluyen a las coniferas, con 550 especies, las cicadas,
con 150 especies, las ginknoales, que incluye solo a Ginkgo biloba y las Gnetales, con 70 especies
distribuidas en tres grupos distintos, Ephedra, Welwitschia y Gnetum (Raven, Evert y Eichorn,
1999). La determinacion de las relaciones entre estos grupos es complicada porque los linajes
radiaron muy rdpido y hace mucho tiempo: las plantas con semilla aparecieron en el Devénico
Tardio, hace aproximadamente 370 millones de afios (ma), y al menos tres de los cinco linajes
probablemente se separaron durante el Carbonifero Tardio, hace 290-320 ma (Donoghue y Doyle,
2000). Ademds, una complicacion adicional es el hecho de que los grupos vivientes estdn

separados por grandes “gaps” o saltos morfol6gicos.

AN GN CY G1 Pt co GN AN CYv G P <o

"Anthophyte” “Gnetales-Sister”
AN CY Gl GN Pt CO AN Gy @t ¢O M GH
“Gnetifer” “Gnepine”

Figura 17. Las cuatro principales hip6tesis acerca de las relaciones existentes entre plantas con
semilla. AN=angiospermas, GN=gnetales, CY=cicadas, GI=Ginkgo, Pl=pinaceae, CO=coniferas no-
pinaceas. Tomado de Burleigh y Mathews, 2004.
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A inicios de los afios 1900’s se pensaba que las Gnetales eran el grupo hermano de las
angiospermas, y se interpretaba a sus 6rganos reproductivos como estructuras simples, unisexuales
y parecidas a flores como los precursores de las flores de angiospermas (Donoghue y Doyle,
2000). Para mediados de los 80’s muchos analisis filogenéticos basados en datos morfol6gicos
dieron soporte a esta idea, y se agrupé a las Gnetales, las angiospermas y el grupo fésil
Bennetitales en el clado llamado ‘anthophyta’; hipétesis que tuvo mucho auge y se volvié casi un
dogma (Doyle y Donoghue , 1986; Crane 1985, Donoghue y Doyle, 2000). Con los andlisis
filogenéticos basados en datos moleculares se puso en duda este dogma ya que se ubicé a las
Gnetales como hermanas de las coniferas e incluso a las gimnospermas como un clado (Chaw et
al; 2000), y el grupo basal podria estar conformado por las cicadas, enseguida Gynkgo y todas las
coniferas excepto Pinnaceae como hermanas del clado Gnetales+Pinnaceae (Chaw, et al. 2000)
(ver Figura 17); lo cual requirié una reinterpretacién de la evolucién de los caracteres
reproductivos (Donoghue y Doyle, 2000). En este caso las gnetales debieran verse como coniferas
extremadamente divergentes, y las coincidencias morfoldgicas con angiospermas como
homoplasias. En 1999 se dieron a conocer los resultados de un anélisis filogenético de genes
MADS-Box de Gnetales en relacién con los de angiospermas (Winter et al. 1999). En este estudio
el dnico grupo de Gnetales que se muestre6 fue Gnetum, y no reportaron secuencias para cicadas o
para Ginkgo. De los 13 genes que reportaron para gnetales, cinco cayeron en clados monofiléticos
con secuencias de coniferas y una relacién de grupo hermano con respecto a secuencias de
angiospermas. Entre éstos destacan ort6logos de los genes florales de funcién B y C. Los autores
interpretaron estos datos como evidencia de que las gnetofitas estdn mds cercanamente
relacionadas a las coniferas que a las angiospermas (Winter, et al. 1999).

Nuestros andlisis de los genes MADS tipo B nos permiten retomar la discusi6n acerca de
las relaciones filogenéticas entre las gimnospermas y angiospermas. En el caso de la filogenia de
todos los MADS tipo B encontramos que el gen GGMI5 de Gnetum se ubicé como hermano de las
demas secuencias de gimnospermas, basicamente coniferas (PicaDALI 1y PicaDALI3 de Picea
abies, PrDGL de Pinus radiata, y CryjMADSI y CryjMADS2 de Cryptomeria japonica), como
hermanos de los ‘B-sister’ y los Tipo B de angiospermas, sin embargo los valores de apoyo por
probabilidad posterior para este clado (0.29PP) asi como de su posicién con respecto a los genes
tipo B-sister y tipo B de angiospermas (0.47PP) son muy bajas. Dado nuestro anilisis filogenético
y los anteriores reportados en la bibliografia, no es claro que ésta posicion sea la correcta para los
tipo B de gimnospermas, sin embargo es la posicién que da lugar a interpretaciones biolégicas mas
consistentes dados los conocimientos sobre las relaciones evolutivas de angiospermas y
gimnospermas.

Para evaluar mas detalladamente su posiciéon con respecto a los genes AP3 y PI de
angiospermas, incluimos en el andlisis de éstos genes por separado a las secuencias tipo B de
gimnospermas. En el caso de los genes tipo PI, el gen GGM15 de Gnetum gnemon se ubicé como
hermano inmediato de los PI, en un clado con bastante buen apoyo por PP (0.97) siendo que los
genes de coniferas formaron un clado monofilético. En el caso de la filogenia para los AP3,
encontramos a GGM2, también de Gnetum gnemon, como secuencia basal de los genes AP3 de
angiospermas, siendo que los demés genes de coniferas y gnetales (GGM15) formaron un grado
basal con el pardlogo PISTILLATA de Arabidopsis embebido en él.

En un andlisis filogenético béasico por métodos de distancia con genes MADS Box
incluyendo la secuencia GGM2 de gnetales, se observé que éstas se agrupaban junto con los genes
del clado AP3-PI de angiospermas, pero con una posicién no resuelta (Mouradov et al. 1999).
Durante las etapas iniciales del presente trabajo, realizamos andlisis filogenéticos exploratorios
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preliminares con métodos de distancia y parsimonia, y encontramos que la posicion de los genes B
de gimnospermas, las cuales se agrupaban casi siempre en un solo clado, era variable: a veces se
agrupaban como hermanas del clado AP3-PI, a veces como hermanas de los PI y a veces como
hermanas de los AP3. Nos dimos cuenta que esta inconsistencia respondia a la ambigiiedad del
alineamiento de las secuencias de gimnospermas, sobre todo en la region del carboxilo terminal,
ya que podia ser alineada, con igual incertidumbre, ya sea como C-terminal tipo paleoAP3 o como
tipo PI con algunos aminodcidos extras en el C-terminal. Hicimos un anilisis filogenético
siguiendo la misma metodologia descrita en la seccion de Métodos, con el mismo alineamiento de
los MADS Tipo B pero quitando la regién del C-terminal. La filogenia resultante se observa en la
Figura 18. Como se ve, los genes de gimnospermas en este caso caen también como grupo externo
al clado AP3-PI, pero los valores de apoyo por PP para su monofilia y para sus posiciones son
muy pobres. Por ahora, podemos decir que nuestros datos evidencian que el emplear los genes
MADS tipo B para evaluar las relaciones entre gimnospermas y angiospermas no es
recomendable, dada la ambigiiedad en el alineamiento de los genes en ambos grupos como en los
bajos valores de soporte que se obtiene de sus posiciones. ,

El muestreo taxonémico en nuestro andlisis filogenético, al igual que los antecedentes
hechos con los MADS de gimnospermas, es deficiente, ya que solo incluimos las secuencias
disponibles de Gnetales y de Coniferas. La integracién de mas secuencias de estos grupos asi
como de las correspondientes de Cicadas y Ginkgo podrian mejorar los soportes para los clados de
estos genes y sus relaciones entre ellos, a menos de que el gran “gap” o salto morfol6gico entre
gimnospermas y angiospermas también este reflejado en la evolucién de estos genes y no sea
posible resolver confiablemente sus relaciones filogenéticas.

Recientemente se public6 un estudio en el que se calibré un reloj molecular para estimar la
fecha de la duplicacioén que dio lugar a los linajes AP3y PI, y se sugirié una fecha de ~260
millones de afios, con un intervalo de 230-290 ma (Kim et al, 2004), lo cual la ubica justo después
de la separacion de las angiospermas y gimnospermas y en la base de las plantas con flores (Kim,
et al. 2004). En este estudio utilizaron el método NPRS (‘Non Parametric Rate Smoothing’), que
acomoda la heterogeneidad de las tasas de sustitucién permitiendo que las tasas varien en las
diferentes ramas (Sanderson, 1997). Nosotros utilizamos un método diferente, basado en
verosimilitud pero que introduce la heterogeneidad en las tasas de sustitucién con base en el
método de Sanderson (1997, 2002) y que se llama AHRS (‘A Heuristic Rate Smoothing’
Algorithm) desarrollado por Ziheng Y ang (2004). Nuestros resultados indican que esta duplicacién
ocurrié hace 290 ma, casi de manera inmediata a la fecha de origen de las plantas con semilla,
hace 290-309.2 ma (Mapes y Rothwell, 1984 y 1991 citados en Kim, et al. 2004). La mayoria de la
evidencia indica que hubo una separacién muy abrupta entre las gimnospermas existentes y el
linaje que dio lugar a las angiospermas (P. Soltis, et al. 2002 citado en Kim, et al. 2004). Nuestra
estimacion apoya esta propuesta y esto explicaria porque las relaciones de paralogia de los genes
tipo B de gimnospermas y los pardlogos tipo AP3 o los PI de angiospermas no es clara, y que su
ubicacion en la filogenia es muy dificil debido, precisamente, a su temprana separacion y la casi
inmediata duplicacién de los AP3-PI en las angiospermas. La duplicacién AP3-PI habria ocurrido
entonces mucho antes de las fechas dadas a los fésiles mas viejos disponibles para angiospermas,
de 131.8 ma (Hughes, 1994; P. Soltis et al., 2002 citados en Kim, et al. 2004), siendo que las
fechas que obtuvimos para el punto de origen de los clados AP3 y PI son de 190 y 139 ma
respectivamente, lo cual implicaria que sus procesos de diversificacién ocurrieron alrededor de 40
ma después de la duplicacién que les dio origen. Seria interesante evaluar estas fechas para otros
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genes de desarrollo floral, y evaluar si hay una correlacion de las fechas de diversificacion para los

genes tipo B y otros genes.
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En el caso de que supongamos que la posicién de los genes tipo B de gimnospermas como
hermanos de los de angiospermas es la correcta (a pesar de los bajos soportes de probabilidad
posterior que obtuvimos), podemos discutir la fecha obtenida para la duplicacién que dio lugar a
los genes tipo B en ambos linajes en el contexto de su evolucién morfoldgica. La fecha obtenida
en este caso fue de 354.3 ma. De acuerdo al registro f6sil, las plantas con semilla evolucionaron a
partir de las progimnospermas en el Devénico Tardio hace aproximadamente 350 millones de afios
(Stewart y Rothwell, 1993 citados en Sundstrém et al., 1999), lo cual ubicaria el origen de la
funcion B y su diversificacion muy temprano, en el origen de las plantas con semilla; dato que es
congruente con resultados anteriores que se han obtenido con andlisis de reloj molecular de la
familia MADS que ubican el origen de los genes florales home6ticos como anteriores o cercanos
al origen de las plantas con semilla (Purugganan, 1997).

Diversificacién funcional y seleccién positiva en los MADS Tipo B de
gimnospermas.

En resumen podemos decir que la evidencia experimental obtenida basicamente a partir de
patrones de expresién y los andlisis filogenéticos de las secuencias MADS tipo B de
gimnospermas indican con claridad que la funcién B, aunque quizd de manera parcial, estd
presente en este grupo (Sundstrom et al., 1999; Winter, et al. 1999). En el caso de los genes
DALI1, DALI2 y DALI3, las diferencias en los patrones espacio-temporales de expresion de estos
genes sugiere que, al menos en parte, han adquirido diferentes funciones. Los resultados de
Sundstrém y Engstrom (2002) sugieren que la funcién B en coniferas es dual e interviene tanto en
la determinacién de identidad de meristemo como en la determinacién de identidad de 6rganos en
las estructuras reproductivas, de manera independiente a la interaccién que estos tienen con genes
de funcién C. Con base en sus resultados, postulan que incluso a pesar de que pudiera ser que la
funcién B en gimnospermas es actuar en combinacién con la funcion C para especificar los micro
y mega esporangios (distincién entre sexos), la funcién B ha evolucionado de manera diferente en
coniferas y angiospermas (Sundstrom y Engstrom, 2002). Con estas ideas en mente, y
considerando que es muy probable que la agrupacién de los genes de funcién B de gimnospermas
sea como clado hermano de las angiospermas, planteéamos dos hipdtesis para evaluar diferencias
en las tasas de sustitucién (DTS) y presencia de seleccién positiva (SP): una en la rama que dio
lugar a los genes B de gimnospermas, para evaluar una pronta divergencia justo después de su
separacion del clado de las angiospermas (hipétesis B-H1, Rama-gimnospermas, ver Resultados),
y otra en el clado de los MADS tipo B en gimnospermas para evaluar las DTS que estin
ocurriendo en estos genes como reflejo de los procesos diversificacion funcional de la funcién B
en gimnospermas (hipétesis B-H9, Clado-gimnospermas). Las PTVs' para la rama-gimnospermas
mostraron que no hay diferencias significativas en sus tasas de sustitucién y tampoco seleccién
positiva, sin embargo, en el clado de los genes MADS-Tipo B de gimnospermas las pruebas tanto
para DTS considerables como para SP fueron positivas, en todos los casos se rechazaron los
modelos que implican tasas de sustitucién homogéneas y que no permiten seleccion positiva. Sin
embargo no logramos detectar ningiin sitio bajo SP.

' Las PTVs de MD(k=2)vsMD(k=3) y M3(k=2)vsMD(k=3) no fueron consideradas como buenas pruebas de

significancia ya que en todos los casos aprobaron la hipétesis alternativa. No se les considero en ningun caso en los
resultados de apoyo estadistico.
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Los genes tipo B de gimnospermas estin muy alejados de los demds genes Tipo B de
angiospermas, lo cual se ve reflejado evidentemente en las secuencias de los genes, que son muy
diferentes y hay muchas dificultades en alinearlas. Es posible que adicionando mds secuencias de
gimnospermas podriamos lograr obtener estimados mds consistentes y detectar sitios particulares
bajo SP, sin embargo con las pocas secuencias que fueron analizadas aqui y a pesar de que las
pruebas de tasas de verosimilitud resultaron positivas para diversificacién funcional y seleccion
positiva en congruencia con la evidencia experimental y la historia evolutiva de la funcién B y las
estructuras reproductivas en gimnospermas, estos resultados deben tomarse con cautela.

DTS y SP en Genes MADS tipo B del clado ‘B-sister’

Como clado hermano inmediato del clado AP3-PI encontramos al clado de los genes
conocidos como ‘B-sister’, aunque con bajos valores de soporte (0.46 pp). Este clado se recupera
de manera recurrente en todas las repeticiones de los anilisis filogenéticos que realizamos y
también en todos los andlisis reportados en la literatura que los incluyen.

En el clado de los ‘B-sister’ encontramos al gen GGM2, con valores de soporte de 0.6 pp.
GGM2 habia sido agrupado hasta ahora como gen hermano del clado AP3-PIy no del clado B-
sister (Becker, et al. 2002), sin embargo aqui postulamos lo contrario.

Estudios realizados con estos genes mostraron que sus patrones de expresion estdn
restringidos a estructuras reproductivas femeninas (6vulos y paredes de carpelos) (Becker, et al.
2002), lo cual contrasta con los patrones de expresion para los genes tipo B, que se expresan en
estructuras reproductivas masculinas (estambres) y en pétalos. Con base en estos datos, Becker et
al. (2002) sugirieron que el papel de los genes B-sister posiblemente es muy importante en la
evolucion del desarrollo de las estructuras reproductivas, y que el establecimiento de los diferentes
linajes TipoB y ‘B-sister’ después de la duplicacién de un gen ancestral pudo estar acompaiado de
la evolucién de las microesporéfilas (6rganos masculinos) y las megaesporéfilas (6rganos
femeninos) hace 400-300 ma (Becker, et al. 2002). Esta hipétesis no esta del todo fundamentada,
pero que de ser cierta, la posicién correcta del clado B-sister en la filogenia deberia ser como
hermana de los genes TipoB-angiospermas+TipoB-gimnospermas, resultado que obtuvimos al
hacer el andlisis filogenético de las secuencias MADS tipo B excluyendo el C-terminal (ver Figura
18) , pero no asi en la filogenia obtenida con las secuencias completas.

Existen muy pocos estudios funcionales para los genes B-sister. Con el fin de buscar
nuevas pistas acerca de la funcion de estos genes decidimos también analizar sus patrones de
evolucion molecular y hacer inferencias del papel de la SP en fijar algunos de sus residuos. Estos
andlisis corresponden a la hipétesis B-H3 o rama-Bsister, para detectar cambios tempranos justo
después a la duplicacién que dio lugar a éste linaje. En este caso los resultados fueron negativos, lo
cual refleja que no ha hubo heterogeneidad en las tasas de sustitucion en la evolucién temprana de
este linaje con respecto a los demds genes en la familia y tampoco se pudo inferir que la SP fijara
algunos de los residuos de las proteinas para las cuales codifican estos genes. Estos resultados
pueden sugerir que estos genes son redundantes con los demas genes de funcién B. La falta de
evidencia sobre su diferenciacion funcional hace pensar que en la probabilidad de que estos genes
sean redundantes con los demds de funcién B tanto en angiospermas como en gimnospermas.

La fecha de duplicacién que dio lugar a los genes tipo B-sister estimada con el algoritmo
AHRS fue de 351 ma, muy poco tiempo después de la fecha de duplicacién estimada para los
genes de gimnospermas (354 ma). Las fechas estimadas para el clado B-sister y por tanto para el
inicio de su diversificacion es de 331 ma, lo cual indica que estos genes han tenido una evolucién
lenta y de origenes muy antiguos que se han conservado en los principales grupos de plantas con
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semilla (al menos Gnetales y angiospermas). Seria muy interesante tener una completa
caracterizacion funcional de estos genes.

DTS y PS en Genes MADS Tipo B en angiospermas

Hasta ahora hemos visto que, con base en analisis filogenéticos (los reportados en los
antecedentes y el realizado por nosotros) y en evidencia experimental, resulta congruente pensar
que los procesos evolutivos que han seguido los genes B y su funcién en las angiospermas y en las
gimnospermas son diferentes. Para evaluar la importancia de la duplicacién que dio lugar a los
clados AP3 y Pl en estos procesos, decidimos hacer pruebas para detectar DTS y SP en el clado de
los MADS tipo B de angiospermas en general (clado AP3-Pl), para detectar diferencias con
respecto a los de gimnospermas (clado AP3-PI-Bsister, como hip6tesis nula) y entender mejor asi
el impacto de la duplicacion AP3-PI en los procesos de diversificacion funcional que estos genes
han tenido en las plantas con flores. Estas pruebas corresponden a la hipétesis B-H2, en la rama
que da lugar a los MADS tipo B de angiospermas en general, incluyendo el clado B-sister (que
también incluye secuencias de gimnospermas), y la hipétesis B-H4, en la rama que da lugar al
clado AP3-PI anterior a la duplicacion (con secuencias exclusivamente de angiospermas). En
ambos casos los resultados fueron negativos, lo cual implica que de haber diversificacién
funcional y seleccion positiva en los genes Tipo B exclusivos de angiospermas (es decir, en el
clado AP3-PI, con resultados positivos tanto para DTS como SP, como veremos més adelante), su
diversificacién funcional ocurrié como respuesta o como consecuencia (o facilitada) por la

duplicacién AP3-PI destacando la relevancia de esta, siendo que la duplicacién B-Bsister no fue
tan relevante.

Importancia de la duplicacién AP3-PI en la diversificacion funcional de los
MADS Tipo B de angiospermas

Tanto en A. thaliana como en A. majus el producto de los ortélogos AP3 y PI debe
heterodimerizar para promover la identidad de pétalos y estambres (Schwarz-Sommer et al., 1992;
Trobner et al, 1992; Jack, et al. 1994). Esto evidentemente habla de que hay una diversificacién
funcional en ambos genes de manera tal que implica, al menos, que las diferencias especificas
eliminaron la posibilidad de homodimerizacién.

La determinacion de pétalos y estambres en A. thaliana y A. majus requiere de la expresion
de ambos genes durante todo el tiempo de desarrollo de los pétalos, mientras que en los estambres,
la expresion puede quedar restringida a tejidos particulares conforme procede la maduracién
(Bowman et al., 1989; Jack et al., 1992; Zachgo et al., 1995). La coexpresién de ambos genes se
mantiene por interacciones autorreguladoras positivas, pues una expresién continua y fuerte de
ambos genes depende de haya una elevada concentracién del heterodimero AP3/PI (Schwarz-
Sommer et al. 1992; Goto y Meyerowitz 1994), ademis, se requiere la expresién de AP3 'y PI para
conferir un fenotipo ectépico en Arabidopsis (Krizek y Meyerowitz, 1996 citado en Lamb e Irish,
2003). Los resultados de los estudios de los patrones de expresion de los genes B en angiospermas
basales y los andlisis filogenéticos de sus secuencias han aportado evidencia que parece indicar
que el programa de desarrollo determinado por la funcién B era inicialmente pldstico, y que quedo
mds restringido en etapas posteriores de la evolucién de las angiospermas (Kramer & Irish 2000).
El hecho de que en Arabidopsis la funcién B requiera de una heterodimerizacion obligada (Davies
et al, 1996; Riechman et al, 1996b) de los productos AP3 y PI; que en monocotiledéneas (Lilium
regale) las proteinas sean capaces de unirse al DNA tanto como homodimeros como
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heterodimeros (Winter, et al. 2002) y que en gimnospermas (Gnetum gnemon, gnetales) la unién a
DNA sea como homodimeros sugiere que el origen y evolucién de la heterodimerizacién jugo un
papel crucial en la evolucién de la funcién B y el desarrollo floral. La duplicacién que dio lugar a
los genes tipo AP3 'y PI 'y la diversificacién funcional posterior a ésta debi6 haber sido crucial en la
evolucion de la heterodimerizacién, y seguramente tuvo sus origenes en cambios estratégicos en
los dominios de unidn a proteinas en uno o ambos pardlogos.

Como anilisis exploratorio, decidimos evaluar la presencia de DTS en los linajes AP3 y PI
en la filogenia que incluye a todos los MADS tipo B, y evaluar de manera general en cada clado la
presencia de seleccion positiva para proponer sitios que pudieran ser importantes en las diferencias
entre ambos linajes que promuevan las capacidades de heterodimerizar. Las primeras hipdtesis en
este caso fueron: la hip6tesis B-H5, en la rama que da lugar a los genes tipo AP3 y la hipétesis B-
H6, en la rama que da lugar a los genes tipo PI, para evaluar diferencias tempranas y evolucién de
sitios particulares determinada por seleccién positiva.

Tanto la rama que da lugar a los genes tipo Pl como la que da lugar a los genes tipo AP3,
las PTVs indicaron que en éstas existen tasas de sustitucién diferentes de manera significativa, lo
cual refleja claramente los procesos de diversificacion funcional en éstos desde etapas tempranas,
Jjusto después de la duplicacién que les dio origen. Los valores de o para los sitios con tasas
cambiantes en el modelo D con k=2 y k=3 para los genes tipo Pl indican que las diferencias estén
dictadas por seleccién positiva (w;, = 1.266). Esto fue distinto para los genes tipo AP3, ya que el
valor correspondiente fue menor que 1 (w,, = 0.77 para k=2 y w,, = 0.65 para k=3). En la rama que
da lugar a los genes tipo PI se detectaron varios sitios bajo seleccién positiva, sin embargo de las
tres PTVs evaluadas, solo dos de ellas fueron positivas. Los valores de w resultantes para los sitios
bajo SP son de 6.2 en el modelo A (MA) y de 2.5 en el modelo B (MB) con proporciones de
0.09+0.12=0.21 y 0.03+0.05=0.08 respectivamente (ver tabla correspondiente en Resultados). De
los sitios detectados, los sitios 91H, 100R, 115L, 1191, 142H y 165D caen en la regién K, que es
imprescindible para la heterodimerizacién AP3-PI (Yang et al. 2003). Los sitios 225A, 255* y
297H son de dificil interpretacion, ya que caen en regiones del C-terminal anteriores al motivo Pl
que son dificiles de alinear.

En la rama que da lugar a los genes tipo AP3 también se detectaron varios sitios bajo
seleccién positiva, siendo que en este caso las tres PTVs realizadas dieron soporte estadistico al
resultado de seleccion positiva. Los valores de  resultantes para los sitios bajo SP son de 8.5 en el
modelo A (MA) y de 3.9 en el modelo B (MB) con una proporcién de 0.07+0.05=0.11 y -
0.03+0.05=0.08 respectivamente, lo cual nos indica que en esta rama, a pesar de que la proporcién
de sitios bajo seleccién positiva es menor que en la rama que da a los PI, la intensidad de la
seleccion es mayor. Todos los sitios detectados en esta prueba caen en el dominio K. Estos
resultados son los mds importantes de la tesis, pues sugieren que desde muy pronto, justo después
de la duplicacién AP3-PI, empez6 la diferenciacion en éstos linajes, en particular por seleccién
positiva en el dominio K, fundamental para la heterodimerizacién de estas proteinas.

Seleccion positiva en el dominio K de genes tipo PI y AP3 y origen de la
heterodimerizacién

Para evaluar diferencias en las tasas de sustitucién y presencia de seleccion positiva que
siguieron a la diversificacion en los clados AP3 y PI se plantearon las hip6tesis H7-TipoB para las
secuencias en el clado de los genes tipo AP3 y H8-TipoB en el clado de los genes tipo PI.

En el caso de los genes tipo PI, las PTVs ya no detectan diferencias significativas en las
tasas de sustitucion con los modelos D con k=2 y k=3, sin embargo, las PTVs para seleccién
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positiva favorecieron todas un rechazo de las hipétesis nulas de homogeneidad de tasas. Es
importante enfatizar que ningiin pardmetro estimado con éstos modelos implic6 seleccién positiva
(w>1) para éste clado, y los sitios detectados pertenecen a una categoria con valores de w=1, por lo
que deben interpretarse como neutros o bajo restricciones selectivas relajadas. De los sitios
detectados, el 36T, 42K, 51T y 55H estn en la caja MADS, especialmente en la parte C-terminal
de la caja MADS, que otorga capacidades de heterodimeizacion con otras proteinas (Yang et al,
2003). Los sitios 70T, 72K y 80S caen en el dominio I, mientras que los sitios 141Q, 142H, 148T
y 152E caen en el dominio K. Los sitios 173N, 194D, 219D, 225A y 286H fueron detectados
también, pero su interpretacion es dificil ya que caen en una posicion del C-terminal con un
alineamiento muy ambiguo. En el caso del clado de los AP3, las PTVs para diferencias en las tasas
de sustitucion y seleccion positiva fueron todas significativas, pero de igual manera que en el caso
del clado de los PI, ningin pardmetro estimado para o implicé seleccién positiva, por lo que los
sitios detectados aqui también pertenecen a una categoria con w=1. De los sitios detectados, el
33H y 54F son parte de la caja MADS; el sitio 82V pertenece al dominio I y los sitios 104T, I11T,
144Q y 145D son parte del dominio K. Los sitios 174L, 175E, 177R y 179G estén en el C-
terminal, pero en una regién con buen alineamiento, y forman parte de un pequefio motivo que en
los genes tipo PI esta muy conservado, con secuencia LEEENK, misma que en los genes tipo AP3
es muy variable, y que va del amino4cido 174 al 179 en nuestro alineamiento. Este motivo puede
ser funcionalmente importante para la dimerizacién y/o especificidad funcional en las proteinas PI.
Como se observa a partir de estos datos, los procesos de diversificacion funcional posteriores a la
duplicacién de las proteinas AP3 y PI son mds generalizados, siendo que los sitios variables, que si
bien ya no se encuentran bajo fuertes presiones selectivas sino mds bien relajadas, ya no se
restringen al dominio K. Es probable que la posibilidad de heterodimerizar haya surgido de
manera previa a la diversificacion funcional de las proteinas AP3 y PI por fijacién de sitios por SP.

Importancia de la duplicacion euAP3-TM6 e implicaciones en el origen y
diversificacion de las eudicotiledéneas superiores.

Una duplicacién importante que ocurri6 en el clado de los genes AP3 dio lugar al linaje de
los genes TM6 y al linaje de los euAP3. Con base en la distribucién filogenética de los taxa que
presentan estos genes, se ha propuesto que esta duplicacién ocurri¢ justo antes de la
diversificacion de las eudicotiledéneas superiores (‘core-eudicots’) (Kramer, et al., 1998; Kramer e
Irish, 2000); clado que comprende cerca del 73% de todas las especies de plantas con flores
(Drinnan, et al., 1994) y que representa en si mismo un evento de radiacioén inusual al interior de
las angiospermas (Magall6n y Sanderson, 2001). La mayoria de las especies incluidas en el clado
de las eudicotiledneas superiores o ‘core-eudicots’ tienen genes representantes del clado de los
genes tipo euAP3 y de los TM6 (Kramer et al. 1998). Arabidopsis thaliana, perteneciente a la
familia de las Brassicaceaes, es inusual en este sentido ya que al parecer ha perdido la copia del
gen tipo TM6 y retenido a su gen del linaje euAP3; aunque otros miembros de la misma familia
(Eurosidae I si lo presentan (Lamb e Irish, 2003).

La flor de las eudicotiled6neas superiores se caracteriza en parte por poseer un nimero fijo
de drganos florales en cada verticilo, filotaxia floral verticilada y un perianto caracterizado por un
céliz y corola morfolégicamente diferenciados (Magalién et al, 1999; Drinnan et al, 1994 citados
en Lamb e Irish, 2003). En contraste, las especies no-eudicotiledoneas se caracterizan por una
mayor plasticidad en su estructura floral (Lamb e Irish, 2003).
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En un estudio reciente, Lamb e Irish (2003) hicieron un analisis experimental minucioso
sobre la diversificacion funcional de las proteinas AP3 y PI. En este estudio las autoras
investigaron la posibilidad de que cambios en las funciones de las proteinas AP3 y PI hayan tenido
un papel importante en la evolucién de morfologias florales diferentes. Se habia mostrado antes
que el dominio MADS no contribuia de manera significativa a la especificidad funcional de
proteinas florales homeéticas, ya que plantas de Arabidopsis transgénicas que contenian
construcciones quiméricas en las cuales el dominio MADS de una proteina homedética floral estaba
fusionada con las regiones IKC de otra proteina homeética MADS diferente, mostraban las
caracteristicas otorgadas por la fuente IKC de la construccion (Krizek y Meyerowitz 1996; Krizek
et al, 1999 citados en Lamb e Irish, 2003). De manera similar, proteinas quiméricas y estudios de
mutagénesis habian mostrado que los dominios I y K tanto en AP3 como en PI eran necesarios
para la especificidad de la dimerizacién in vitro y para la funcién de la proteina in vivo (Krizek et
al, 1999; Yang et al, 2003; McGonigle et al, 1996; Irish y Yamamoto, 1995; citados en Lamb e
Irish; 2003). Para evaluar la importancia funcional del dominio C-terminal, Lamb e Irish (2003)
analizaron el fenotipo de plantas de Arabidopsis mutantes de la funcién B transformadas con
proteinas truncadas y proteinas quiméricas en las que intercambiaron el dominio C-terminal en
AP3 por el de Pl 'y viceversa. Sus andlisis mostraron que los extremos C-terminales de AP3 y PI
son fundamentales para conferir la funcién B, y que no se pueden reemplazar uno a otro para
rescatar el fenotipo mutante; lo cual es prueba de la diversificacion funcional entre ambos linajes.
Ademds, transformaron mutantes ap3 de Arabidopsis con construcciones de la proteina AP3 de
Arabidopsis (una proteina del linaje euAP3) con el extremo C-terminal del gen AP3 de Dicentra
eximia (que es tipo paleoAP3), con la finalidad de probar el papel funcional del dominio C-
terminal euAP3. En este caso, sus resultados indicaron que la construccién con el dominio
paleoAP3 podia rescatar solo parcialmente el desarrollo de los estambres, pero no el de pétalos,
indicando la diversificacién funcional de las proteinas tipo euAP3 (con el dominio C-terminal
euAP3) y TM6 (con el dominio paleoAP3). Se han caracterizado genes paleoAP3 en dos
monocotiledoneas: Zea mays (maiz) y Oriza sativa (arroz), y en ambos casos se ha visto que los
genes correspondientes, SILKY] y OsMADSI16, controlan la identidad de los estambres y los
lodiculos (Ambrose et al., 2000; Nagasawa et al., 2003). Lamb e Irish (2003) especulan en su
trabajo que la duplicacién que dio lugar a los linajes euAP3 y TM6 puede correlacionarse con la
derivacion de pétalos en las eudicotiledoneas superiores, y sugieren que nuevas secuencias en el
dominio C-terminal de los genes AP3 en estos linajes pudieron estar asociadas a la evolucién de
los pétalos en éste grupo de angiospermas (Kramer, et al. 1998; Lamb e Irish, 2003).

En nuestro estudio, planteamos diferentes hipGtesis para analizar los procesos de
diversificacion funcional de los MADS tipo AP3 y tipo PI probada experimentalmente a nivel de
sus tasas de sustitucion en linajes particulares de plantas, utilizando filogenias reconstruidas por
separado para los genes tipo PI'y tipo AP3. Hay que destacar que de manera general encontramos
que, en contraste con lo que ocurre para los MADS tipo B de gimnospermas o el clado ‘B-sister’,
en los genes tipo AP3 y PI detectamos una fuerte sefial que indica tanto DTS significativas entre
linajes como presencia de seleccion positiva, lo cual habla de la importancia de los procesos de
diversificacién funcional en estos genes al interior de las angiospermas.

En primer lugar, para la filogenia de los genes AP3 probamos las hipotesis AP3-HI1 en la
rama que da lugar a los genes tipo AP3 de angiospermas para detectar diversificacién funcional y
SP muy temprana antes de la diversificacién de este linaje. En este caso las pruebas para DTS
fueron negativas, y de las tres que se realizaron para probar SP solo una fue positiva, con una
P=0.0251. Los sitios detectados: 153N, 195Y y 197V caen todos en el dominio K. Posteriormente
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probamos la hipétesis AP3-H2, en la rama que da lugar al clado euAP3-TM6. En este caso las
pruebas para detectar DTS fueron positivas, con P=0.028 y P=0.041, lo cual habla de la
diversificacion funcional temprana, antes de la duplicacién de este clado. Las PTV para detectar
SP fueron negativas, aunque en todos los casos y con los tres modelos los parametros estimados
para w fueron mayores que 1, lo cual implica una fuerte sefial de seleccién positiva, al menos en
una pequefia proporcion de sitios. El nico sitio detectado bajo SP en este caso (146N) esta
también en el dominio K.

La siguiente hipétesis se realiz6 en todas las ramas del clado euAP3-TM6, que corresponde
a la AP3-H3. A diferencia de lo que esperdbamos dados los resultados con AP3-H2, las pruebas
para DTS fueron negativas, pero las pruebas para SP fueron positivas, aunque ningiin parimetro o
estimado bajo el modelo A o B implica SP. Los valores de P fueron <0.0001 en todos los casos.
De los sitios detectados con altos valores de PP de pertenecer a categorias con w=1, uno de ellos
esta en el dominio MADS (99G), los sitios 110T, 123T, 128S, 135N y 136S estdn en la region I y
los sitios 177R, 178G y 188K estdn en el dominio K. Los demads sitios encontrados se encuentran
en el dominio C-terminal. A pesar de que el alineamiento para los genes AP3 es mucho més
compacto, confiable y con menos ambigiiedades que el alineamiento de todos los MADS tipo B,
los sitios 230P, 260R, 282P y 283S tienen una dificil interpretacion por que se encuentran en
regiones de la proteina con muchos ‘in-dels’. Solo el sitio 319R se encuentra en el motivo C-
terminal caracteristico de los AP3, que en este caso seria euAP3 y paleoAP3 para el clado TM6.
Estos resultados nos hablan de la importancia que en la diversificacién funcional que sigui6 a la
duplicacién euAP3-TM6 han tenido también otros sitios a todo lo largo de la proteina ademés de
los del C-terminal, sin embargo dados los valores de w no deben interpretarse como fijados por SP
sino como nulos o bajo restricciones selectivas relajadas.

Las siguientes hipotesis, AP3-H4 y AP3-HS corresponden a las ramas que dan lugar a los
clados euAP3 y TM6 respectivamente. En el caso de la rama que da a los euAP3, detectamos DTS,
pero dos de las tres pruebas para detectar SP fueron significativas, con valores estimados de
®=6.28 con el modelo A y ®=6.8 con el modelo B. Este tipo de resultados no son contradictorios,
sino que pueden estar indicando que la diversificacion funcional esta dada més por seleccién
positiva en unos cuantos sitios de las proteinas que por un evento generalizado de cambios en las
presiones selectivas de manera homogénea en toda la proteina. De los sitios detectados en esta
rama, el 491, 751 'y 92L estdn en la caja MADS; el 153N, 167D, 182N, 196H y 199N estin en el
dominio K. Posteriormente encontramos bajo SP con altos valores de PP a los sitios que
corresponden a aquellos del motivo euAP3, que se alinean muy bien (salvo el sitio 322*), y que
corresponden en nuestro alineamiento a los sitios 315T, 316H, 317E, 318L, 319R, 321G y 322*
esperados bajo seleccion positiva dada la evidencia experimental de la importancia de este motivo.

En el caso de los resultados para la rama que da al clado de los TM6 (AP3-HS), solo se
detectaron unos cuantos sitios bajo SP (153N, 195Y y 197V), pero las pruebas estadisticas que los
sustentan resultaron negativas. Los pardmetros w estimados bajo el modelo A y B no indican
seleccidn positiva, pues tienen valores de 1. Solo con el modelo D el valor estimado de o resulté
mayor que 1 (2.4 con el modelo D K=2 y 2.5 con K=3). Este resultado puede indicar una
conservacion general que persiste en el clado de los TM6 (que conservan el motivo ancestral tipo
paleoAP3 en su extremo C-terminal) a diferencia de la rdpida y temprana diversificacion en los
genes tipo euAP3 dada por SP.

Por dltimo para los MADS tipo AP3 realizamos las pruebas para detectar SP y DTS
persistentes en los clados euAP3 y TM6 y que responden a sus procesos de diversificacion. Estas
hipGtesis corresponden a AP3-H6 para el clado de los euAP3 y AP3-H7 para el clado de los TM6.
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Los resultados son consistentes con la evidencia experimental, ya que hay una sefial para DTS en
ambos clados. A pesar de esto, no se estimaron en ningn caso parametros w con valores mayores
a 1. Esto puede deberse a las dificultades en detectar la sefial de SP dado el pequefio nimero de
sitios bajo este régimen selectivo o por el reducido niimero de secuencias analizadas. Los sitios
detectados para el clado euAP3 son 110T, 1201, 123R y 135N en la regién I; 157R, 178G, 188K,
197V y 205F en el dominio K y 218E, 260R, 261N, 264*, 276F y 283S en el extremo N-terminal
del dominio C-terminal de la proteina, siendo en el motivo euAP3 solo se detecto el sitio 319R.
Los sitios detectados en el clado TM6 son 99G en la caja MADS; 126H en el dominio I; 164V,
I73E, 177R, 178G, 184V y 188K en el dominio K y 2218, 230P, 233*, 257F, 279R y 297* est4n
en el extremo N-terminal del dominio C-terminal, y solo 311V y 312Y estédn en el motivo
paleoAP3. En el caso de los TM6, el extremo C-terminal presenta mds ambigiiedades en su
alineamiento y la interpretacion de estos sitios es mds dificil. Estos resultados indican que la
diversificacion funcional en el dominio C-terminal fue dada en las etapas iniciales en el clado
euAP3, justo después de la duplicacion que los separo de los TM6, y que posteriormente estos
sitios adquiridos por SP fueron conservados al interior del clado. Este resultado es consistente con
la observacién de la adquisicién del motivo euAP3 a partir de uno tipo paleoAP3 por un evento de
delecion de un nucledtido y corrimiento del marco de lectura de Kramer (no publicado,
comunicacion personal). Es probable que la conservacién de la funcién ancestral B de
determinacion de estambres dada por el dominio paleoAP3 (Lamb e Irish, 2003) en el ancestro de
las eudicotiledoneas superiores (core-eudicots) haya permitido que el paralogo duplicado
divergiera en secuencia y en funcién, llegando a tener un papel mds importante en la
determinacion y establecimiento de los pétalos en este grupo.

Existen pocos y pobres estudios acerca de la posible funcién de los genes TM6 y sus
patrones de expresion en las eudicotiled6neas superiores, pero recientemente se publicé un estudio
bastante completo de los MADS Tipo B en Petunia hibrida (Solanaceae) que incluye al su
ortologo TM6 (Vandenbussche et al, 2004). En esta especie hay solo una copia del gen tipo AP3:
PethDEF 'y dos para el tipo PI: PethGLO! y PethGLO?2, que en nuestro andlisis nombramos como
PethMADS?2. En el trabajo de Vandenbussche et al (2004) encontraron que PethTM6 es capaz de
heterodimerizar de manera preferencial con PethGLO?2 en levadura, pero que también es capaz de
hacerlo con PethGLOI en menor medida, siendo que PethDEF interactia con PethGLOI y
PethGLO2 siguiendo una conservacién tipica de la funcién B en éstos genes. Encontraron que el
patron de expresion de PethTM6 en Petunia es, a diferencia del encontrado para PethDEF, de
niveles muy débiles en pétalos, lo cual junto con el hecho de que las mutantes pethdef resultan en
una conversion homedtica total de pétalos a sépalos, sugiere que la funcién de PethTM6 no tiene
importancia en el desarrollo de pétalos. Con anélisis mas detallados encontraron que los patrones
de expresion de PethTM6 se extiende a los estambres en desarrollo, y andlisis de recuperacion de
fenotipos mutantes mostraron que PethTM6 es capaz de complementar la mutacion pethdef en
cuanto al desarrollo de estambres pero no de pétalos, lo cual sugiere la conservacién de su funcién
ancestral en el desarrollo de estructuras masculinas dadas por el dominio paleoAP3
(Vandenbussche et al, 2004). Nuestros anélisis detectan estos eventos de diversificacion funcional
con ortélogos de los linajes euAP3 y paleoAP3 en diferentes especies y sugieren sitios especificos

bajo SP, ademds de los presentes en el motivo C-terminal que pueden estar jugando un papel
importante en esta diversificacion.

Calibramos un reloj molecular para obtener estimados de la fecha de la duplicacién euAP3-
TM6 y ver si correlacionaba con la fecha del origen de las eudicotiledéneas superiores. La fecha
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obtenida para esta duplicacion fue de 92.3 ma, calibrando el reloj con la fecha de 132 ma reportada
como edad del fosil mas viejo conocido para angiospermas (Brenner, 1996 citado en Magallén y
Sanderson, 2001). Esta fecha coincide aproximadamente con la reportada para las
eudicotiledoneas superiores, con fésiles de Fagales que datan de 96.2 ma que pueden considerarse
como una fecha confiable para estimar la edad del grupo (Pacltova 1966, 1981 en Magall6n y
Sanderson, 2001; Magallén, comunicacién personal). Es muy posible que la duplicacién euAP3-
TM6 haya tenido un papel fundamental en la evoluciéon de pétalos en las eudicotiledéneas
superiores y en la radiacién del grupo.

Seleccién positiva en el clado de los genes tipo PI

A pesar de que en el alineamiento de los genes tipo PI se observa una mayor conservacion
en comparacion con el alineamiento para los genes tipo AP3, y de que en los resultados arrojados
en la seleccién del modelo de sustitucion indicaron que el modelo que mejor describe los procesos
de cambio en los genes tipo PI es un modelo mds conservador (ver Resultados), las pruebas que
realizamos de deteccion de SP y DTS resultaron positivas, aunque de manera menos dréstica y
evidente que en los genes AP3. En este caso tinicamente planteamos tres hipétesis, de manera tal
que pudi€éramos contrastarlas con los resultados para los genes tipo AP3. La primera hipétesis
corresponde a la PI-H1, en la rama que da lugar a todos los genes MADS tipo PI. En este caso una
de las dos pruebas para detectar DTS fue positiva, asi como una de tres pruebas para SP. Los
valores de o fueron de 1.6 con el modelo A y de 6.3 con el modelo B. Los sitios encontrados en
132N y 165A estdn en el dominio I, el 192A y 207E estdn en el dominio K y el 320H es dificil por
que se encuentra en una region del C-terminal muy dificil de alinear.

La siguiente hip6tesis puesta a prueba es la PI-H2, en la rama que da lugar al clado de los
genes PI de eudicotiledéneas. En este caso las PTVs resultaron negativas en todos los casos, pero
se detectaron dos sitios bajo SP, correspondientes al 165A en el dominio I y al 275R, en el
extremo amino-terminal del C-terminal de la proteina.

La tercer hipétesis fue la PI-H3, que corresponde a todas las ramas en el clado de los PI de
eudicotiledoneas para evaluar la diversificacién funcional presente en este clado. De manera
inquietante, encontramos que todas las pruebas, tanto para SP como para DTS fueron positivas,
casi todas con valores de P<0.0001, lo cual indica claramente que también los genes tipo PI en este
linaje estdn evolucionando de manera dinamica, quiz4 respondiendo a la diversificacién que ocurre
en los genes AP3. De cualquier manera los pardmetros w estimados no implican SP. De los sitios
encontrados, el 125H y 132S estdn en el dominio I, el 203N esta en el dominio K y todos los
demas caen en el dominio C-terminal. La mayoria de estos sitios caen en una regién del C-
terminal de dificil interpretacion por las ambigiiedades en su alineamiento.
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Conclusiones

En este trabajo presentamos un andlisis detallado de la evolucion molecular de los genes
MADS-box tipo B, dada su relevancia en los mecanismos de desarrollo del perianto floral. Se
busco hacer una determinacion de eventos de DTS y de SP en linajes particulares utilizando
métodos basados en mdxima verosimilitud, que tienen limitantes importantes, sobre todo en cuanto
a las ambigiiedades que puedan estar presentes en los alineamientos de las secuencias. A pesar de
que fuimos muy cuidadosos tanto al hacer el alineamiento como al interpretar los sitios
encontrados bajo SP, se recomienda cautela al considerar los resultados obtenidos.

No logramos resolver satisfactoriamente la posicion de los genes tipo B de gimnospermas
con respecto a los de angiospermas, pues su alineamiento es muy ambiguo y su posicién en todos
los casos se apoya con bajos valores de PP. Consideramos que no es recomendable empelar estas
secuencias para evaluar las relaciones filogenéticas entre plantas con semilla. La pobre resolucién
puede deberse a el pequeiio nimero de secuencias de gimnospermas disponibles y empleadas en
nuestro andlisis o a que el salto morfolGgico entre angiospermas y gimnospermas se refleja
también en las secuencias de genes MADS-Box.

Segiin las referencias consultadas para el registro f6sil, las fechas que obtuvimos para la
separacion de los genes tipo B de angiospermas y gimnospermas (354 ma) coincide con la fecha
para el origen de las plantas con semilla (350 ma), lo cual es congruente con estudios antecedentes
de reloj molecular realizados con la familia MADS. La fecha obtenida para la duplicacién AP3-PI,
de 290 ma, la ubica 30 ma antes que la fecha obtenida en un estudio reciente, mientras que nuestra
fecha es mucho mds cercana al origen y diversificacién de las plantas con semillas, y la separacion
de angiospermas y gimnospermas. La pronta separacién de los genes AP3 y PI después de la
separacion de angiospermas y gimnospermas dificulta la ubicacién de los genes B de
gimnospermas con respecto a los de angiospermas.

Se detecto DTS y PS de manera significativa en los genes de gimnospermas, pero no de
manera temprana después de su origen sino durante su diversificacion, lo cual refleja los diferentes
patrones evolutivos que siguen estos genes con respecto a los de angiospermas. No se detectaron
sitios bajo SP en éstos genes, lo cual puede hablar de una dificultad del método para detectarlos o
de que sus procesos de diversificacién responden a cambios en las tasas evolutivas de manera
homogénea a lo largo de la proteina. En contraste, no detectamos DTS ni SP en el clado de los B-
sister, cuyas fechas estimadas de origen y posterior diversificacion resultaron muy antiguas, siendo
que aparecen justo después de la diversificacion de las plantas con semilla y permanecen
conservados asi tanto en las angiospermas como en las gimnospermas. Es probable que estos
genes sean redundantes con la funcién B de angiospermas y gimnospermas y seria muy interesante
realizar su caracterizacién funcional completa.

Segiin nuestros resultados, la duplicacién MADS tipo B y Bsister no tuvo mucha
importancia en los procesos de diversificacién funcional de los genes B en plantas con semilla,
pero al duplicacion AP3-PI fue fundamental para la diferenciacién funcional de estos genes en
angiospermas, siendo que esta diferenciacion estuvo dada por SP en sitios especificos del dominio
K de manera temprana en el origen de los genes AP3 y P, lo cual significaria el origen de la
heterodimerizacion de estas proteinas en angiospermas. Posteriormente, los procesos de
diversificacion funcional en ambos clados se caracterizaron por una diversificacién mas
generalizada en diferentes sitios en la proteina, ya no restringidos al dominio K, lo cual se observa
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como una relajacion generalizada de las restricciones selectivas més que por seleccion positiva en
sitios particulares.

De manera similar a la duplicacién AP3-PI, la duplicacién euAP3-TM6 fue importante
para la diversificacion de estos genes al interior de las eudicotiledoneas superiores. Hubo DTS
desde etapas tempranas en la aparicion del clado y justo después de la duplicacién detectamos
eventos de SPy DTS en diferentes regiones de la proteina en los genes euAP3, con excelente
soporte estadistico. En etapas posteriores, que corresponden a la diversificacién funcional en
ambos clados, encontramos también una fuerte sefial de DTS y SP, aunque los sitios detectados
tienen valores de omega menores a 1, lo cual implica que al igual que en el caso de los genes AP3
y P, después de la duplicacién hubo una relajacion de las presiones selectivas. Nuestros anlisis
ayudan a hacer énfasis en la importancia de otros sitios de la proteina ademds de los incluidos en la
region C-terminal durante los procesos de diferenciacion funcional.

La fecha que estimamos para la duplicacion euAP3-TM6 fue de 92.3 ma, calibrando con
132 ma al origen de las angiospermas. Esta fecha coincide con la reportada para las
eudicotiledoneas superiores, con fésiles de Fagales que datan de 96.2 ma que pueden considerarse
como una fecha confiable para estimar la edad del grupo.

Ademés de la SP encontrada en los genes tipo AP3, también encontramos, aunque en
menor medida, sitios bajo SP en los genes tipo PI, que pueden estar evolucionando en respuesta a
la intensa diversificacién que esta ocurriendo en sus pardlogos AP3.

Los detalles finos de los mecanismos moleculares de la evolucién de la funcion B que
siguieron a los momentos criticos que detectamos en este estudio asi como las consecuencias
morfolégicas permanecen sin aclararse. Nuestros resultados proponen un punto de partida para
plantear hipétesis experimentales que pueden probarse en el laboratorio.
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Perspectivas

Existen varias lineas que pudieran dar seguimiento a este trabajo, de las cuales algunas son
mas viables dados los elementos que se requieren para trabajarlas y dadas las investigaciones que
otros grupos estdn realizando.

En primer lugar podrian realizarse estudios similares a éste con otros genes de desarrollo
floral, sobre todo si se seleccionan con base en la red de desarrollo floral reportada recientemente
(Espinosa-Soto et al., 2004). Una limitante de esto seria que en muchos casos el nimero de
secuencias disponibles en las bases de datos piiblicas es limitado, pues los estudios se han
concentrado bdsicamente en los genes tipo A, B y C, siendo que a los demds no se les ha puesto
mucha atencion. En este caso habria que extraer las secuencias directamente de tejido vegetal.

En el caso del estudio de la funcién B, podrian secuenciarse también genes MADS tipo B
de otras gimnospermas, como de Ginkgo, cicadas y otras coniferas, para evaluar su posicion
filogenética y repetir las pruebas para detectar DTS y PS, ademas de que se requiere de anélisis de
caracterizacion funcional mas profundos y detallados que ayuden a entender mejor el papel de
estos genes en gimnospermas. Varios grupos han trabajado intensamente con la funcién B en
gimnospermas, entre ellos el grupo de Jen Siindstrom en la Universidad de Uppsala en Suecia y de
Giinter Theissen, en el Instituto Max-Planck en Alemania.

Otra linea importante que podria seguirse es la experimentacion con las proteinas AP3 y PI
en Arabidopsis. En este trabajo propusimos muchos sitios ademds de los caracteristicos del C-
terminal cuya importancia podria corroborarse por mutagénesis dirigida y experimentos de
recuperacion de fenotipo. El grupo de Yingzhen Yang en Darmouth College en los EU ha
publicado muchos estudios acerca del mecanismo fino de la funcionalidad de los diferentes
dominios de las proteinas P y AP3, sobre todo en el dominio K, y tal vez abordardn pronto de
manera mds profunda y detallada los otros dominios.

Un experimento interesante que nos llevaria al origen de la heterodimerizacién en
angiospermas podria ser el sintetizar una proteina ancestral del clado AP3/PI para transformar una
mutante ap3-pi de Arabidopsis. No estoy segura de que este experimento podria arrojar resultados
diferentes a los ya realizados en los que se transforman Arabidopsis con proteinas tipo B de
gimnospermas. '

Dada la importancia asociada a la duplicacién euAP3-TM6 en el desarrollo floral de las
eudicotileddneas superiores, el paso 16gico siguiente es hacer un estudio profundo de la funcién de
los genes TM6 en diferentes especies. Ademds de que podria estudiarse de manera mds profunda
la funcién B en las eudicotiledéneas basales, para elucidar el origen y las posteriores
consecuencias que tuvo la duplicacién euAP3-TM6 en la evolucién de la funcién B y el
establecimiento de pétalos bien diferenciados en una corola establecida en las eudicotiledéneas
superiores. El grupo de la Dra. Elena Kramer en la Universidad de Harvard seguramente enfocard
sus siguientes investigaciones al estudio de angiospermas basales y posiblemente de
eudicotiledbneas basales.

Por idltimo propondria un experimento de transformacion de mutantes que tal vez
contribuiria a entender el papel que la duplicacién euAP3-TM6 tuvo en la evolucién de la flor en
las eudicotiledéneas superiores. Tal vez si se pudiera transformar una mutante nula de la funcién B
en alguna angiosperma no-eudicotiledénea como arroz (Oryza sativa) o maiz (Zea mays) con
construcciones que contengan proteinas AP3(euAP3) y TM6 obtenidas de alguna eudicotiledénea
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superior, podriamos ver el efecto del fenotipo resultante y evaluar su importancia en la
determinacion de las estructuras del perianto. Lamentablemente desconozco mucho acerca de las
técnicas y herramientas de biologia y genética molecular disponibles para trabajar con
monocotiledéneas y no se si es posible obtener una mutante nula de la funcién B y transformarla
de manera facil como seria hacerlo en Arabidopsis.
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Apéndice

(Lista de secuencias empleadas por orden alfabético)

Gen Subclase Familia Especie
AgapMADSI1 Asparagales |A gapanthaceae Agapanthus praecox
AkegAP3-1 Ranunculales Ranunculaceae Akebia quintata
AkeqAP3-2 Ranunculales Ranunculaceae \Akebia quintata
AkeqgPI-1 Ranunculales Ranunculaceae (Akebia quintata
AntmDEF Lamiales Veronicaceae \Antirrhinum majus
AntmGLO Lamiales Veronicaceae \Antirrhinum majus
AralPl Brasicales Brassicaceae \Arabidopsis Ivrata
AratAP3 Brasicales Brassicaceae Arabidopsis thatiana
AratPI Brasicales Brassicaceae Arabidopsis thaliana
AsaeAP3 Piperales lAristolochiaceae |Asarum europaetm
AsaePI Piperales |Aristolochiaceae |Asarum europaeum
AspoDEF |Asparagales |Asparagaceac \Asparagus officinalis
BergPI-1 Ranunculales Ranunculaceae Berberis gilgiana
BergPl-2 Ranunculales Ranunculaceae Berberis gilgiana
BetpMADS2 Fagales Betulaceae Betula pendula
BranAP3 Brasicales Brassicaceae Brassica napus
CalfAP3 Laurales Calycanthaceae Calycanthus floridus
CalfPI Laurales Falycamhaceae Calvcanthus floridus
ChisAP3 [Chlorantales IChloranthaceae Chloranthus spicatus
ChisP1 (Chlorantales Chloranthaceae Chloranthus spicatus
ChrmCDM115 |Asterales Asteraceae Chrysantemum moriflorum
ChrmCDM 19 Asterales |Asteraceae Chrysantemum moriflorum
[ChrmCDM86 Asterales Asteraceae Chrysantemum morifloruin
CryjMADS Coniferales ICupressaceae Cryptomeria japonica
CryjMADS?2 [Coniferales bupressaceae Cryptomeria japonica
[CucsCUM26 Cucurbitales bucurbitaceac Cucumis sativus
DaucMADS2 |Apiales |Apiaceae Daucus carota
DaucMADS3 Apiales |Apiaceae Daucus carota
DiceAP3 Ranunculates Papaveraceae Dicentra cximia
DriwAP3-1 Caneliales Winteraccae Drimys winterii
DriwAP3-2 Canellales Winteraceae Drimys winterii
DriwAP3-3 [Canellales Winteraceae Drimys winterii
DriwAP3-4 (Canellales [Winteraceae Drimys winterii
DriwB_sister Canellales ‘Winteraceae Drimys winterii
DriwPI-1 Canellales Winteraceae Drimys winterii
DriwPI-2 ICanellales [Winteraceac Drimys winterii
EucgEGM2 Myrtales Myrtaceac Eucalvptus grandis
GerhDEF1 Asterales (\stcraceae Gerbera hybrida
GerhDEF2 Asterales f\steraceae iGerbera hybrida
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GerhGLO1 Asterales Asteraceae Gerbera hybrida
GnegGGM 12 Gnetales (Gnetaceae Gneltun gnemon
GnegGGM I3 Gnetales [Gnetaceae Gnetun gnemon
GnegGGMI5 Gnetales (Gnetaceae Gnetum gnemon
HiepDEF i Asterales |Asteraceae Hieracium piloselloides
HyaoHPI 1 Asparagales Hyacinthaceae Hyacinthus orientalis
HyaoHPI 2 Asparagales Hyacinthaceae Hvacinthus orientalis
HydmAP3 Cornales Hydrangeaceae Hvdrangea macrophylla
HydmPI Cornales Hydrangeaceae Hydrangea macrophylla
HydmTM6 Cornales Hydrangeaceae Hydrangea macrophylla
IIIhAP3-1 |Austrobaileyales [lliciaceae [llicum henryii
lIlhAP3-2 Austrobaileyales liliciaceae [llicum henryii
NThAP3-3 |Austrobaileyales Illiciaceae [licumn henryii
[hPI-1 Austrobaileyales [lliciaceae [ llicum henryii
INhPI-2 Austrobaileyales [Hiciaceae [ llicum henryii
LilIMADS| Liliales Liliaceae Litiumn longifloruin
LilrDEF Liliales Liliaceae Liliumn regale
LilrGLOA Liliales Liliaceae Lilivin regale
LirtAP3 Magnoliales Magnoliaceae Liriodendron tulipifera
LirtPI Magnoliales Magnoliaceae Liriodendron tulipifera
LyceAP3 Solanales Solanaceae Lycopersicon esculentum
LyceTDR6 Solanales Solanaceae Lycopersicon esculentum
MagpMADS7 Magnoliales Magnoliaceae Magnolia praecocissima
MagpMADSS Magnoliales Magnoliaceae Magnolia praecocissima
MaldMADS |13 Rosales Rosaceae Malus domnestica
MaldPI Rosales Rosaceae Malus domnestica
MaldTM6 Rosales Rosaceae Malus domestica
MedsNGL9 Fabales Fabaceae Medicago sativa
MedsNMH7 Fabales Fabaceae Medicago sativa
MeldAP3-1 nd Sabiaceae Meliosma dilleniifolia
MeldAP3-2 nd Sabiaceae Meliosma dilleniifolia
MeldAP3-3 nd Sabiaceae Meliosma dilleniifolia
MeldPI nd Sabiaceae IMeliosma dilleniifolia
MicfAP3 Magnoliales Magnoliaceae Micheiia Jfigo
MicfP1 Magnoliales Magnoliaceae Michelia figo
NtGLO Solanales Solanaceae Nicotiana tabacum
NympAP3 nd [Nymphaceae INymphaea sp.
Nymppl nd Nymphaceae INvinphaea sp.
OrciMADS3 Asparagales A gapanthaceae Oncidium cv. 'Gower
[Ramsey'
OrciPI Asparagales [Orchidaceae Orchis italica
OrysAB0033 Poales Poaceae Oryza sativa
OrysMADS16 Poales Poaceac Oryza sativa
(OsMADS2 Poales Poaceae Oryza sativa
(OsMADS4 Poales Poaceae Oryza sativa
PactAP3 Buxaceae Pachysandra terminalis R ;;‘ G Rr { -}\ S‘ (k,i ;
PapnAP3-2 Ranunculates Papaveraceae Papaver nudicaule o R
PapnPI-1 Ranunculales Papaveraceae Papaver nudicaule SRR A !
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PephAP3
PephPl
PethGP
PethMADS2
PethTM6
PicaDALI |
PicaDALI2
PicaDALI3
PipmPI-1
PipmPI-2
PpMADS?2
PrbGL
RanfAP3
RanfPI
RrMASAKOBP
RrMASAKQOeuB3
RumaRaD |
RumaRaD?2
SancAP3
SillSLM2
SillSLM3
SmAP3
SyrvAP3
SyrvP1
TaccAP3
TaccPl
[TracAP3
TracPI-1
racPI-2
TriaMADS51
Zeam ml16
Zeam m18
[ZeamSilky1
ZeamZPI1bm29

Piperales
Piperales
Solanales
Solanales
Solanales
Coniferales
Coniferales
Coniferales
Piperales

Piperales

Coniferales
Ranunculales
Ranunculales
Rosales
Rosales
Caryophyllales
Caryophyliales
Ranunculales
Caryophyllales
Caryophyllales
Alismatales
Lamiales
Lamiales
Dioscoreales
Dioscoreales
Ranuncuiales
Ranunculales
Ranunculales
Poales

Poales

Poales

Poales

Poales

}Aristolochiaceae
|Aristolochiaceae
Solanaceae
Solanaceae
Solanaceae
Pinaceae
Pinaceae
Pinaceae
Piperaceae

Piperaceae

Pinaceae
Ranunculaceae
Ranunculaceae
Rosaceae
Rosaceae
Polygonaceae
Polygonaceae
Ranunculaceae
ICaryophyllaceae
[Caryophyllaceae
JAlismataceae
[Veronicaceae
Veronicaceae
Dioscoreaceae
Dioscoreaceae
Ranunculaceae
Ranunculaceae
Ranunculaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae

[Poaceae

Peperomia hirta
Peperomia hirta

Petunia hybrida

Petunia hvbrida

Petunia hybrida

Picea abies

Picea abies

Picea abies

Piper agnificum

Piper magnificum
Physcomitrella patens
Pinus radiata
Ranunculus ficaria
Ranunculus ficaria

Rosa rugosa

Rosa rugosa

Rumex acetosa

[Rumex acetosa
Sanguinaria canadensis
Silene latifolia

Silene latifolia
Sagittaria montevidensis
Svringa vulgaris
Syringa vulgaris

Taccu chantieri

Tacca chantieri
Trautvetteria carolinensis
Trautvetteria carolinensis
Trautvetteria carolinensis
Triticum aestivum

Zea mays

Zea mays

Zea mays

Zea mays
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