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RESUMEN

RESUMEN

Lacandonia schismatica es una monocotiledénea hermafrodita que presenta un arreglo
heterotdpico de los 6rganos sexuales, -desarrollo de estambres centrales y carpelos que los
rodean- siendo un caso de un mutante homedtico natural. Ya que ésta disposicién es Unica
para todo el clado de las angiospermas, la comprensién de las causas evolutivas y
moleculares que subyacen el fenotipo homedtico de L. schismatica es importante porque
permite conocer como evolucionan los procesos del desarrollo que dan lugar a

innovaciones morfoldgicas.

La presente tesis describe por primera vez la secuencia, estructura y relaciones filogenéticas
de la secuencias de aminodcidos de los ortélogos de LEAFY (LFY) y UNUSUAL
FLORAL ORGANS (UFO) en L. schismatica y en su taxon hermano Triuris brevistylis. En
Arabidopsis thaliana, UFO y LFY regulan a APETALA 3 (AP3), por lo que se ha propuesto
que estos factores de transcripcion subyacen la expresion novedosa de LsAP3 al centro del
meristemo floral lo que, en congruencia con el modelo ABC del desarrollo floral, tiene

como consecuencia el desarrollo de estambres centrales.

En los analisis de la secuencia primaria de aminoacidos de los ortélogos de LFY en ambas
triuriddceas mexicanas, se encontraron sustituciones de aminoacidos en posiciones
altamente conservadas respecto a los ortélogos de otras embriofitas: tanto en el dominio de
dimerizacion (Dominio N-terminal) como en el de union a DNA (Dominio C-terminal),
region que se ha propuesto como fuente de evolucion y modificacion de la funcion de este
factor de transcripcion. Las sustituciones de aminoacidos identificadas, abren la posibilidad
de que los ort6logos de ambas triuridaceas pudieran presentar una divergencia bioquimica y

funcional en el desarrollo, respecto a las reportadas en otras embriofitas.

Por otra parte, las sustituciones de aminoacidos encontradas en la caja F de LsUFO
respecto a las de otras embriofitas podrian sugerir la capacidad de LsUFO de interactuar
con nuevas proteinas blanco como reguladores negativos de LsAP3, debido a que LsSUFO,
como parte del complejo SCF, recluta proteinas blanco que son marcadas por ubiquitilacion

para su posterior degradacion por el proteosoma 26S.



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 Laflor
Las angiospermas (Division Magnoliophyta) tienen como caracteristica principal a la flor,

estructura esencial para la reproduccion sexual. Siendo ésta, la estructura definitoria del
grupo (Buzgo, et al., 2005). El origen de este linaje sigue siendo un misterio pues en el
registro fosil aparece repentinamente ya con una gran variacién morfoldgica donde no estan
presentes las etapas evolutivas intermedias, lo que constituye el “misterio abominable” que

intrig6 a Charles Darwin (Soltis et al., 2008).

De los grupos que conforman el clado de las angiospermas, las eudicotiledoneas comprenden
alrededor del 75% de las especies de plantas con flor conocidas y presentan flores
relativamente estandarizadas que consisten en cuatro organos diferentes acomodados en
verticilos, que del exterior al interior del meristemo floral son: sépalos, pétalos, estambres

(androceo), y carpelos (gineceo) (Buzgo, et al., 2005).

La flor no es una estructura simple, sino que presenta una serie de innovaciones que
distinguen a las estructuras reproductivas observadas en angiospermas de las presentes en
gimnospermas. Algunas de estas caracteristicas son: 1. Presencia de carpelos cerrados dentro
de los cuales se desarrollan 6vulos, a diferencia de los conos reproductivos de gimnospermas
(Theissen & Melzer, 2007). 2. El hermafroditismo o bisexualidad verdadera (y en algunos
casos la separacion secundaria en flores unisexuales), mientras que en gimnospermas los
sexos se encuentran preponderantemente separados en diferentes estructuras. 3. Un eje
reproductivo comprimido en verticilos mientras que las gimnospermas presentan un eje
elongado (Theissen & Melzer, 2007). 4. La presencia de érganos del perianto especializados
que rodean a los érganos reproductivos. 5. La doble fecundacion, que da paso a la formacion

de un endospermo nutritivo triploide y un embrion diploide (Theissen & Melzer, 2007).

Varios autores han intentado definir el concepto de flor pero no se ha podido llegar a una
descripcion que incluya los casos de variedad floral que se han observado. Segun Theissen y

Mezler (2007), la flor puede ser definida como: un eje reproductivo comprimido,
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INTRODUCCION

determinado y bisexual compuesto de megaesporangios (carpelos), microesporangios
(estambres) y un perianto compuesto al menos de un érgano estéril laminar. Sin embargo,
esta definicién no incluye flores con simplificaciones secundarias (por ejemplo; flores

unisexuales; Unicamente con estambres o carpelos).

A nivel molecular, las angiospermas muestran evidencia de duplicacion gendomica en
diferentes linajes, sugiriendo que la poliploidia pudo ser un catalizador importante en la
evolucion de este grupo (Soltis et al., 2007). A su vez, la variacion en la expresion espacio-
temporal de diferentes factores de transcripcion y otras proteinas homedticas que actlian
como reguladores florales, parecen subyacer a las diferencias en morfologia floral
documentadas entre las angiospermas basales, algunos linajes de monocotiledoneas y las
especies modelo de eudicotileddneas que han sido mas investigadas (Soltis, et al., 2007).

1.2 Lacandonia schismatica (Triuridaceae): Flor homedtica.
Lacandonia schismatica (Martinez & Ramos, 1989; Figura 1.2.1) es una monocotileddnea

hermafrodita que posee una inversion en la posicion de los drganos sexuales, presentando un
androceo central conformado por tres y ocasionalmente cuatro estambres con anteras
biloculares de dehiscencia introrsa, que se desarrollan al centro de la flor. El androceo esta
rodeado por el gineceo, formado por 60-80 carpelos apocarpicos. Cada carpelo presenta un
Ovulo basal, bitégmico, sésil y anatropo (Martinez & Ramos, 1989; Marquez et al., 1989).
Las flores de L. schismatica se disponen en una inflorescencia racemosa (Ambrose et al.,

2006). Esta especie y la familia a la que pertenece son de habito micoheterotrofico.

La inversion en la posicion de los érganos sexuales separa a L. schismatica del resto del
aproximadamente cuarto de millon de angiospermas descritas, donde en flores bisexuales el
androceo se encuentra en el tercer verticilo floral y al centro de la flor se encuentra el
gineceo (Alvarez-Buylla et al., 2010b). Adicionalmente, en L. schismatica los estambres y
los carpelos se desarrollan a partir de un primordio compuesto, mientras que el verticilo mas
externo esta ocupado por un perianto basalmente fusionado que comprende seis tépalos en
promedio (Martinez & Ramos, 1989; Ambrose et al., 2006). Se ha sugerido que los tépalos
de esta angiosperma tienen un desarrollo mas cercano a sépalos que a pétalos; debido a la

ausencia de expresion de genes de funcion B en su perianto y al requerimiento de esta



INTRODUCCION

funcién en Arabidospsis para el desarrollo de pétalos, segun el modelo ABC del desarrollo
floral (Alvarez-Buylla et al., 2010b), como se detalla en el apartado 1.3.

Figura 1.2.1. Flor de Lacandonia schismatica. El caliz esta formado por tépalos hialinos (T) y la corola por
maltiples carpelos (C) que rodean a los tres estambres (E) centrales. Modificado de Alvarez-Buylla et al.,
2010b

L. schismatica fue inicialmente incluida en una familia monotipica Lacandoniaceae
(Martinez & Ramos, 1989) debido a la posicidn Unica de sus 6rganos sexuales, sus anteras
introrsas, la fertilizacion cleistogamica, preantesis y el tipo de desarrollo del gametofito
femenino. Sin embargo, Maas-van de Kamer & Maas (1994), Maas-van de Kamer (1995),
and Maas-van de Kamer & Weustenfeld (1998) posicionaron a Lacandonia dentro de la tribu

Triuridae, incluida dentro de la familia Triuridaceae (Gardner, 1843), debido a que al igual
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que otros miembros del grupo presenta tépalos, fruto indehiscente y anteras biesporangiadas,
asi como un habito micoheterotrofico y carpelos apocarpicos papilosos. Otros estudios
recientes de morfologia comparada y sistematica también sugieren que debe considerarsele
un género dentro de la familia Triuridaceae (Vergara-Silva et al., 2003; Rudall 2003;
Ambrose et al., 2006; Davis et al., 2004). Esta familia incluye miembros de herbaceas
aclorofilicas que viven en simbiosis con hongos micorrizicos (Gandolfo et al., 2002)

Desde el punto de vista de la genética y evolucién del desarrollo, la importancia de estudiar a
L. schismatica radica en que representa un caso de una mutante homeotica natural donde la
distribucion de los 6rganos sexuales es un autapomorfismo para el género Lacandonia con
respecto a todo el clado de angiospermas conocidas (Vergara-Silva et al., 2003). Esta planta
ha sido considerada un caso de “monstruo esperanzado” que ha sobrevivido a un cambio
morfologico extremo, estableciendose como una poblacion natural, comprobando que en la
naturaleza pueden existir organismos que estan sujetos a cambios extremos y discontinuos
(macromutaciones), como propuso R. Goldschmidt en La base material de la evolucion (The

material basis of evolution, 1940; citado en Dietrich, 2000).

L. schismatica esta considerada como una especie en peligro de extincién dada la pérdida
progresiva de su habitat natural (Vergara-Silva et al., 2003), siendo endémica a la selva
Lacandona de Chiapas, México (Martinez & Ramos, 1989). Esta especie se distribuye en
areas cercanas a los 200 metros sobre el nivel del mar, en puntos aislados y dispersos de la
selva tropical perennifolia dentro de la selva Lacandona y posiblemente en la selva tropical
de Guatemala (Vergara-Silva et al., 2003). La distribucion geografica de L. schismatica
corresponde a las antiguas orillas de un lago que data de la Gltima glaciacion Pleistocénica en
América hace aproximadamente 7000 afios (Vergara-Silva et al., 2003). Recientemente,
Melo y Alves (2012) reportaron una planta muy similar del mismo género; Lacandonia
brasiliana, que fue descubierta en un fragmento de selva de la Mata Atlantica en el noreste

de Brasil.

Lacandonia schismatica crece en las proximidades de la triuridacea Triuris brevistylis,

especie que crece en altitudes mayores y que se extiende a otras areas neotropicales que
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incluyen los bosques de Guatemala (Vergara-Silva et al., 2003). Dada la proximidad
geografica de ambas especies, asi como similitudes en el hé&bito micoheterotréfico, la
morfologia (tamafio pequefio, desarrollo como inflorescencia racemosa monopodial, flores
reducidas actinomdrficas, fruto tipo aquenio, vasculatura floral extremadamente reducida,
tépalos conados en sus bases, presencia de carpelos apocarpicos, etc.) y de desarrollo
(primordio compuesto, desarrollo de las flores de la inflorescencia en sentido contrario a las
manecillas del reloj, desarrollo del primordio del carpelo centrifugamente a partir del
primordio compuesto, etc.), L. schismatica y T. brevistylis fueron consideradas especies
cercanamente emparentadas (Martinez y Gomez, 1994; Ambrose et al., 2006).

Aunque L. schismatica es hermafrodita con androceo central y T. brevistylis es dioica, en
esta segunda especie se han documentado unos pocos individuos con flores hermafroditas
heterotopicas (Martinez y Gomez, 1994; Vergara-Silva et al., 2003). Con el fin de investigar
si el fenotipo descrito para ambas especies estaba genéticamente definido o representaba una
posibilidad dentro de un continuo de formas florales, VVergara-Silva et al. (2003) analizaron
1000 inflorescencias de cada especie. En el caso de T. brevistylis, presentd 0.5% de flores
bisexuales, mientras que para L. schismatica el 2% de las inflorescencias estudiadas
presentaron flores unisexuales, de ambos sexos, y se documentaron flores bisexuales con
diferencias en el numero de 6rganos reproductivos pero no flores con estambres externos a
los carpelos. Ademas, las formas florales encontradas para ambas especies no se pudieron
acomodar en una serie de variacion floral continua que permitiera recrear el paso de
unisexualidad a bisexualidad (Vergara-Silva et al., 2003). Lo anterior sugiere que la flor
heterotopica de L. schismatica es producto de un evento saltacional, que su fenotipo es
discreto y que estd controlado por una o pocas mutaciones mientras que los mddulos
genéticos que gobiernan las estructuras sexuales masculinas y femeninas son independientes
(Vergara-Silva et al., 2003). Ademas, estos datos sugerian que el mecanismo genético que es
posiblemente responsable de la transformacion homedtica de los 6rganos reproductivos en
ambas especies, debié originarse al menos antes de que estos dos taxones divergieran,

teniendo el ancestro comun una predisposicion a la homeosis (Vergara-Silva et al., 2003).
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1.2.1 Estructuras reproductivas de Lacandonia schismatica
En la descripcion boténica inicial, se considerd que L. schismatica poseia flores verdaderas

con una mutacion homedtica fijada en poblaciones naturales (Martinez & Ramos, 1989;
Vergara-Silva et al. 2003). Sin embargo, pronto surgieron otras interpretaciones que
proponian que el fenotipo de L. schismatica podia deberse a un fendémeno de
reposicionamiento de los estambres durante el desarrollo (Stevens, 1991) o que en realidad

representaba una inflorescencia comprimida con apariencia de flor (Rudall, 2003).

En el primer caso, se propuso que los estambres centrales podrian ser producto de una
torsion secundaria (Stevens, 1991) pero la observacion de la continuidad entre la capa
epidérmica de los estambres y la parte central del receptaculo asi como el hecho de que los
tres primordios de estambre se desarrollan en la parte central del receptaculo desde los
primeros estadios de la organogénesis floral, refutaron esta hipotesis (Ambrose et al., 2006).

La segunda interpretacion se apoyé en los resultados de analisis filogenéticos basados en
marcadores moleculares en donde Triuridaceae se posicionaba como la familia hermana de
Pandanaceae. Los miembros de esta familia presentan pseudantios (inflorescencias reducidas
con drganos florales abortados), por lo que se propuso que todas las Triuridaceas, incluyendo
a L. schismatica, podrian tener unidades reproductivas conformadas por inflorescencias
reducidas o pseudantios. En este sentido, las flores masculinas distales de L. schismatica
estarian reducidas dando lugar a lo que se observa como los tres estambres centrales y las
flores femeninas proximales serian reducidas a carpelos desnudos (Rudall, 2003). Esta
hipdtesis fue refutada mediante observaciones morfologicas y series de desarrollo
comparativas de L. schismatica y T. brevistylis donde no se observaron 6rganos abortados
(Ambrose et al., 2006). En el trabajo de Ambrose et al. (2006) se documentaron algunas de
las caracteristicas que son consideradas definitorias de una flor verdadera y que estan
presentes en L. schismatica, tales como: 1. Los meristemos de flor estan protegidos por una
bractea y se desarrollan en los bordes de un meristemo de inflorescencia desnuda claramente
distinguible. 2. La presencia de una bractea que subtiende al primordio floral se desarrolla en
oposicion a los tépalos. 3. La ausencia de 6rganos florales abortados. 4. La progresion de

desarrollo de dérganos tipica de angiospermas no homedticas de acuerdo a la identidad del
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6rgano (primero los érganos del perianto, luego estambres y finalmente carpelos), pero con
una distribucion espacial atipica de los 6rganos sexuales que sugiere una homeosis fijada
genéticamente 5. La presencia de un primordio comun para estambres y carpelos que se
desarrollan del centro del meristemo floral a la periferia. Los carpelos no se diferencian de
este primordio comdn en verticilos sucesivos como se esperaria si L. schismatica fuese una
inflorescencia, sino en crestas que radian de la parte distal de cada primordio de estambre
hacia el borde del receptaculo. 6. El arreglo trimero de la flor de L. schismatica, que es una
caracteristica unificante de las monocotiledéneas, aunque también se ha visto en algunas
inflorescencias (Ambrose et al. 2006; Garay-Arroyo, et al. 2012). Los estudios anteriores
corroboran la identidad euantial de las unidades reproductivas de L. schismatica. Por lo

anterior, en este trabajo L. schismatica se considera como una especie con flores verdaderas.

1.3 Bases morfogenéticas del desarrollo floral: Modelo ABC.
A partir de trabajos de genética clasica e inspirados en el descubrimiento de genes

homedticos en animales como los genes HOX (conservados en todos los linajes de animales
y que establecen los ejes antero-posteriores, dorso-ventrales, asi como la identidad de los
organos que se desarrollarian en las diferentes somitas), aunado al avance en las técnicas de
clonacion y manipulacién genética, investigadores enfocados en el estudio del desarrollo en
plantas comenzaron a estudiar la existencia de genes homedticos en angiospermas (Nam et
al., 2003).

El enfoque inmediato fue estudiar las mutantes florales conocidas con el fin de descubrir los
genes involucrados que subyacen sus fenotipos (Ferrandiz-Maestre et al., 1996). Los casos
mas comunes de homeosis floral eran aquellos donde en las flores mutantes un 6rgano dentro
de un verticilo floral se desarrollaba morfoldgica y funcionalmente a semejanza de un 6rgano
en otro verticilo. Estas transformaciones podian afectar a algunos o a todos los 6rganos del

verticilo o a varios verticilos a la vez (Ferrandiz-Maestre et al., 1996).

A inicios de los noventas Elliott Meyerowitz et al. (1991) integraron la informacién
disponible hasta el momento en torno a mutantes florales homeoticos de Arabidopsis
thaliana (Apéndice 1) y Antirrhinum majus en donde se habian podido identificar los genes

involucrados en diferentes transformaciones homeoticas (descritos en Bowman et al.,1989).
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con lo que se propuso el “modelo ABC de la identidad de los 6rganos florales” que tenia la
finalidad de explicar las bases morfogenéticas del desarrollo de los diferentes 6rganos

florales.

En el modelo ABC del desarrollo floral en Arabidopsis (Figura 1.3.1), se propuso que la
accién combinatoria de los grupos de genes homedticos de funcion A, B y C especifican las
cuatro clases de o6rganos florales (sépalos, pétalos, estambres y carpelos) comunes a la
mayoria de angiospermas y que se encuentran organizados en verticilos florales concentricos
(Honma & Goto, 2001). La funcion A, llevada a cabo por los genes APETALAL y
APETALAZ2, se expresan en el verticilo uno y dos donde permite el desarrollo de sépalos y
pétalos en el verticilo respectivo. La funcién B determinada por los genes PISTILLATA y
APETALA 3, se expresan en el verticilo dos y tres, donde se desarrollan pétalos y estambres
en el verticilo respectivo. Y la funcion C determinada por el gen AGAMOUS, que se expresa
en los verticilos tres y cuatro permitiendo el desarrollo de estambres y carpelos, en los

verticilos respectivos.

La actividad A por si sola, da lugar al desarrollo de sépalos y junto con la funcién B permite
el desarrollo de pétalos. Cuando la funcion B actda junto con los genes de funcion C, se
desarrollan estambres. Finalmente la funcion C sola da lugar a los carpelos y regula

negativamente a la funcion A (Theissen & Melzer, 2007).
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Figura 1.3.1 Modelo ABC del desarrollo floral descrito en Arabidopsis. Los genes de funcion A se expresan
en el primer verticilo del meristemo floral y dan lugar al desarrollo de sépalos, la accién conjunta de las
funciones A+B determinan pétalos en el segundo verticilo, B+C determinan estambres en el tercer verticilo y

la funcién C, carpelos. Adicionalmente Ay C se regulan negativamente.

El modelo ABC se amplié posteriormente para explicar las interacciones proteicas entre
factores de transcripcion al “Modelo del cuarteto floral” o Modelo ABCE (Theissen &
Saedler, 2001), en el que la nueva funcion E, determinada por los genes SEPALLATA 1-4
(SEP 1-4), es requerida para el desarrollo de todas las categorias de érganos florales (Pelaz et
al., 2000). La importancia de esta funcion fue descrita tras comprobar que la accion
combinada de los genes SEP junto con genes A y B, son suficientes para convertir hojas en
pétalos, ademas el mutante cuaddruple sep 1-4 resulta en una pérdida completa de identidad

de 6rganos florales (Pelaz et al., 2001).
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Los genes ABCE son todos factores de transcripcion que a excepcion de AP2, que es parte de
la familia de factores de transcripcion especificos de plantas llamada AP2/EREBP,
pertenecen a la familia MADS-box tipo Il. Esta familia tiene una estructura proteica tipo
MIKC vy es especifica de plantas (Pelaz, 2000), y se sabe que sus miembros regulan varios
aspectos del desarrollo como el tiempo de floracién, la diferenciacién de tejidos la identidad
de los meristemos, desarrollo de la raiz, etc. (Theissen & Melzer, 2007, Tapia-Lopez et al.,
2008, Garar-Arroyo, comunicacion personal). Las proteinas tipo MIKC presentan dominios
caracteristicos en su estructura que incluyen desde el extremo N al C terminal: el dominio
MADS (M-) de unién al DNA; intervining (I-), determinante para la formacion selectiva de
dimeros de unién a DNA; el keratin-like (K) que favorece la dimerizacién de proteinas o la
formacion de complejos multiméricos y el carboxilo C-terminal (C-). EI dominio MADS es
la region mas conservada dentro de esta familia génica y el mayor determinante de union a
DNA (Becker & Theil3en, 2003).

Los genes MADS son regulados por factores de transcripcion pertenecientes a otras familias
génicas, como es el caso del gen LEAFY (LFY) (Weigel et al., 1992) y del gen con caja F;
UNUSUAL FLORAL ORGANS (UFO) (Lee et al., 1997).

De forma general se puede asumir una aplicacion casi universal del modelo ABC en el
desarrollo floral. Sin embargo la variabilidad encontrada en algunas estructuras florales de
diferentes linajes de angiospermas (Soltis et al., 2007) pueden responder a la modificacion
documentada de los patrones de expresion de los genes ABC. Para explicar este fendmeno se
han propuesto dos modelos: ¢l de “limite corredizo” y el de “bordes decadentes”. El primero
se refiere a un cambio en el dominio de expresion de genes homedticos florales que tiene
como consecuencia el cambio de identidad del 6rgano en el verticilo afectado. En este caso
dos escenarios son posibles: que se modifique el dominio del patron de expresion de genes
de clase B (hacia el exterior o el interior del dominio de expresion tradicional propuesto en
A. thaliana) o que los dominios de expresion de los genes de clase A y C se modifiquen
simultdneamente, ya que se regulan negativamente. Por otro lado, el modelo de bordes
decadentes sefiala que las transiciones graduales en la morfologia floral resultan del
gradiente del nivel de expresidn de genes de identidad de 6rganos florales en el meristemo
floral (Theissen & Melzer, 2007).
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1.4 Desarrollo floral: La transicion al estado reproductivo
La vida postembrionaria de las plantas con flor se divide en dos fases distintas: una fase

inicial vegetativa durante la cual las hojas con brotes laterales asociados se producen y una
fase reproductiva, durante la cual se forman las flores. La transicion entre las dos fases esta
determinada por un proceso complejo conocido como induccidn floral, el cual esta regulado

por sefiales ambientales y endogenas (Blazquez et al., 1997).

En el ciclo de vida de A. thaliana, durante la fase vegetativa, el meristemo apical (SAM,
shoot apical meristem, por sus siglas en inglés) produce hojas en sus costados y en la
transicion hacia la floracion el SAM se convierte en el meristemo de inflorescencia (Ml). El
MI genera los meristemos florales (MFs) en sus bordes (Liu et al.,, 2009). Los MFs
inmaduros crecen y se diferencian del MI. En los MFs se expresan los genes de identidad de
organo floral ABCE que dirigen la formacion de sépalos, pétalos, estambres y carpelos en la
flor (McKim & Hay, 2010). La transformacion de SAM en MI esté regulado por factores
ambientales y endogenos que son integrados en multiples vias de induccion a la floracion
(Parcy, 2005).

Durante la induccion a la floracion, los genes del meristemo de inflorescencia como
TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) y EMBRYONIC FLOWER 1y 2 (EMF1, 2) se encuentran
reprimidos en el MF mientras que los genes de identidad del meristemo floral,
principalmente LFY, APETALAl1 (AP1l) y CAULIFLOWER (CAL), estan activos. La
represion mutua de los genes del MI y del MF parece subyacer la definicion de la identidad y
limites de ambos tipos de meristemos en el SAM en la transicion a la floracion. Para
especificar el MF, LFY y AP1 regulan genes de induccion floral como AGAMOUS-LIKE 24
(AGL24), SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOC1) y SHORT
VEGETATIVE PHASE (SVP) (Alvarez-Buylla et al., 20102, Figura 1.4.1).
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Figura 1.4.1. Participacion de los genes del meristemo de inflorescencia en el Ml y de los genes del
meristemo floral en el MF. La represién mutua de los genes del Ml y del MF subyace la identidad y limites de

ambos tipos de meristemos en el SAM en la transicion a la floracion. Tomado de Alvarez-Buylla et al.,2010a.

De los genes de identidad del meristemo floral, LFY sobresale debido a que su expresion
precede a la de otros genes de identidad del MF y debido a que mutantes Ify de pérdida de
funcion presentan el efecto mas notable en la identidad de meristemos (Blazquez et al.,
1997). Este mutante resulta en una transformacion homedtica que revierte la fase floral a
vegetativa; hojas y brotes secundarios son producidos en lugar de flores. En contraste, la
expresion ectépica de LFY durante la fase vegetativa resulta en un desarrollo floral temprano,
convirtiendo hojas y meristemos laterales en flores. Por los datos experimentales
mencionados, se ha concluido que LFY es suficiente y necesario para activar el programa de
iniciacion floral (Weigel et al., 1992; Weigel & Nilsson, 1995). LFY ademas es el integrador
clave de las sefiales ambientales y enddgenas que dan lugar a la floracion y actua para
coordinar el establecimiento de la expresion inicial de los genes homedticos florales
(Blazquez & Weigel, 2000; Figura 1.5.1.1). La regulacion por parte de LFY y su cofactor
UFO del gen de funcion B, AP3, es de relevancia primordial, en el presente trabajo por lo
que en las siguientes secciones se detallardn los aspectos estructurales, evolutivos y

funcionales de ambos transactivadores.
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1.5 Reguladores de AP3: LEAFY (LFY)

1.5.1 Participacion en el desarrollo floral
LFY es un factor de transcripcion especifico de las plantas (Weigel, et al. 1992) que puede
actuar como activador o represor dependiendo del co-factor con el que este interaccionando.
Esta proteina tiene dos papeles principales en la floracion que son temporales y
genéticamente separables: 1. Actla como regulador de identidad del meristemo floral.
Durante esta fase, LFY regula la filotaxia en la flor y el nimero de drganos y 2. Regula la
activacion de los genes de identidad de oOrgano floral y genes involucrados en la

morfogénesis floral (Parcy, et al. 1998).

El gen LFY fue inicialmente reconocido por su funcién en el desarrollo floral aunque su
expresion puede ser detectada débilmente en los primordios de hojas durante la fase
vegetativa, pero cuando es inducido por sefiales externas (vernalizacion o luz) y/o endogenas
(giberelinas), se relocaliza y se expresa fuertemente en los bordes del SAM, donde los
meristemos florales se forman (Weigel et al., 1992). Mas tarde, cuando los primordios de
sépalos se vuelven visibles, la expresion comienza a declinar en el centro de la flor (Parcy et
al., 1998). Una vez que los primordios de carpelos emergen LFY es detectado en pistilos,
estambres y pétalos incipientes y persiste hasta el momento de la elongacion del primordio

del pétalo, luego del cual no es detectado (Siriwardana & Lamb, 2012a).

En contraste con el RNA de LFY, su proteina persiste hasta el momento en el que el
primordio de sépalos se vuelve visible, momento en el cual el patrén de los genes ABC se
desarrolla. Esta proteina se encuentra en el nicleo y se expresa uniformemente en el

primordio de la flor (Moyroud et al., 2009).

El nivel de expresion particular de LFY que es requerido en diferentes puntos del ciclo de
vida define un gradiente que esta regulado por factores ambientales y genéticos. Se ha
demostrado que el tiempo de transicion a la floracion esta al menos parcialmente controlado
por los niveles de expresion de LFY y cuando la transcripcion de éste aumenta, tiene como
consecuencia la reduccién del namero de hojas producidas antes de la formacién de la

primera flor (Blazquez et al., 1997). En consecuencia LFY combina propiedades de los genes
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que regulan el tiempo de floracion y de los genes de identidad del meristemo, actuando como
un vinculo directo entre el proceso global de induccion floral y eventos regionales asociados

con la iniciacion de flores individuales (Blazquez et al., 1997).

LFY regula a los genes homedticos del desarrollo floral (Figura 1.5.1.1; Weigel, 1992) y
mientras éste se expresa a traves de todo el meristemo floral, AP1, AP3 y AG se expresan en
distintos dominios espaciales por lo que el modo de accion de la proteina codificada por LFY
requiere de cofactores para fijar los limites de expresion de genes de identidad de 6rganos
florales (Siriwardana & Lamb, 2012a). LFY activa a los genes ABC mediante el
reconocimiento de regiones pseudopalindrémicas en sus promotores, que tienen una
secuencia consenso T/ANNNNCCANTGG/TNNNNT/A (en donde N puede ser cualquier
base) principalmente para AP1 y AG (Hames et al., 2008). Aunque los sitios de unidn
encontrados en el promotor de AP3 coinciden con el motivo CCNNNG (Lamb et al., 2002).

Este factor de transcripcion se une directamente al promotor de AP1 y lo induce a través de
todo el primordio floral, posteriormente la expresion de AP1 queda confinada a los primeros
dos verticilos florales como consecuencia de la represion mediada por AG al centro del
meristemo floral (Weigel & Nilsson, 1995). El gen de funcion C a su vez es regulado por
LFY en cooperacion con WUSHEL (WUS), (factor de transcripcion que pertenece a la
familia de proteinas WUS homeobox (WOX)), el cual se expresa Unicamente en el cuarto
verticilo y le confiere especificidad espacial a la expresion de AG al centro del meristemo
floral (Mayer et al., 1998).

LFY también regula los genes de clase E; SEP1, SEP2 y SEP3, necesarios para la
especificacion de todos lo verticilos florales y genes adicionales MADS-box son requeridos
para la especificacion de identidad de 6rganos (Pelaz et al, 2000; Alvarez-Buylla et al.,
2010a).

Finalmente LFY activa a los genes de clase B, como se observa en el mutante nulo de Ify en
el que hay ausencia completa de pétalos y estambres (Lee et al., 1997). LFY activa

directamente la expresion de AP3 mediante la interaccion con UFO, el cual establece un pre
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patron para la expresion del gen de funcién B (Lee et al., 1997; Lamb et al. 2002; Chae, et
al., 2008). UFO es una proteina F-box que participa en el complejo SCF que marca
proteinas para su degradacion por el proteosoma 26S y su transcrito se expresa en el segundo
y tercer verticilo durante el momento en el que el primordio de sépalos se vuelve visible,
restringiendo el dominio de expresion del gen B a estos verticilos (Lee et al., 1997).

Una vez activado AP3, su proteina es capaz de formar heterodimeros con PI, que ejercen la
funcion B y activan el programa necesario para el desarrollo de pétalos y estambres. Estos
genes mantienen su expresion en un asa de autorregulacién positiva (Honma & Goto, 2000).
Alternativamente es posible que UFO marque algun represor de AP3 para degradacion (Chae
et al., 2008).

16



INTRODUCCION

Senalesexternas

Senales
endogenas

LFY

—

Sépalos Pétalos Estambres

Carpelo

Pétalo

*l‘

Sépalo

m m Estambre
{ .

Carpelos

Figura 1.5.1.1. LFY, integra las sefiales externas (vernalizacion o luz) y/o enddgenas (giberelinas) para el

inicio de la floracion. Y activa a los genes ABC, de forma directa (funcion A) y por la interaccion ente LFY y

cofactores como UFO (funcién B) y WUS (funcién C).
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1.5.2 Caracteristicas estructurales
En Arabidopsis LFY se ha caracterizado como un factor de transcripcion nico en plantas y

aunque su secuencia primaria no revela similitud con ninguna familia de factores de
transcripcion estudiada, las proteinas homdlogas de LFY en angiospermas estdn bien
conservadas principalmente en las regiones N y C terminales (dominios N y C; Maizel, et al.
2005).

La funcion principal del dominio N-terminal es la de mediar la dimerizacion de LFY, el cual
forma homodimeros u oligdmeros, siendo la interaccién LFY-LFY esencial para su actividad
bioldgica. Es probable que LFY y posiblemente otros ort6logos actien en homodimeros u

oligbmeros (Siriwardana et al. 2012a).

El dominio de dimerizacion esta conservado a lo largo de todos los ortdlogos de LFY, pero
no presenta una secuencia primaria similar a ningin otro dominio. Sin embargo, contiene
leucinas conservadas espaciadas de una forma similar a un zipper de leucina, sugiriendo que
esta region puede formar estructuras tridimensionales similares (Siriwardana et al. 2012b).
La mutacion de estas leucinas elimina la asociacion LFY-LFY corroborando la importancia
de estos residuos (Siriwardana et al. 2012b). Ademas, este dominio no es esencial para la
union a DNA pero la estabiliza (Maizel, et al. 2005).

El dominio C terminal corresponde al dominio de unién a DNA, el cual corresponde a la
region comprendida entre los aminoacidos 366 al 575 (respecto a la secuencia consenso
presentada en este trabajo; ver figura 6.3.2.2). La estructura cristalografica de este dominio
ha mostrado que esta relacionado con dominios hélice-vuelta-hélice (HTH) y presenta un
plegamiento compacto compuesto por dos hebras beta seguidas de siete hélices alfa

conectadas por pequerfios bucles (Hames et al. 2008).

La fuerte conservacion del domino C-terminal de union a DNA de los ort6logos de LFY en
plantas terrestres, sugiere que la funcidn molecular de este factor de transcripcion esta
conservada. Siendo el dominio de union a DNA el responsable primario de la divergencia

funcional a lo largo de la filogenia (Maizel, et al. 2005).
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1.5.3 Evolucién y homologia
LFY se encuentra en todas las plantas terrestres que evolucionaron durante los dltimos 400

millones de afios, desde briofitas hasta plantas con flor (Maizel, et al. 2005). A diferencia de
otros factores de transcripcion que han evolucionado por duplicacion génica para formar
familias multigénicas, LFY es generalmente de copia Unica en angiospermas (Riechmann &
Ratcliffe, 2000) y dentro de éstas, en especies con duplicaciones linaje-especificas, los

parélogos parecen no haber divergido en funcién (Maizel, et al. 2005).

En gimnospermas LFY tiene un paralogo: NEEDLY (NLY). Ambos clados representan un
evento de duplicacion especifica de gimnospermas, con la pérdida del linaje NLY en
angiospermas (Theissen & Mezler, 2007). La presencia de un homélogo de LFY y dos de
NLY en gimnospermas parece ser la regla, a pesar de que Gnetum gnemon presenta s6lo un
gen NLY-like (Mouradov et al., 1998). El ortélogo de LEAFY en la gimnosperma Pinus
radiata (PRFLL) se expresa unicamente en conos masculinos, mientras que la expresion de
NLY esté confinada a conos femeninos. No obstante, ambos genes también se expresan en
meristemos vegetativos (Mellerowicz et al., 1998; Mouradov, et al. 1998). La diferencia en
expresion y la carencia de ortdlogos de NLY en angiospermas dio lugar a la hipotesis sobre el
origen evolutivo de las flores a partir de conos masculinos “The mostly male theory”
(Frohlich, 2003). Esta hipotesis propone que las flores bisexuales se originaron de estructuras
tipo conos masculinos donde se desarrollaron Ovulos ectopicos en plantas ancestrales
hipotéticas por la restriccion en el dominio de expresion del homologo de LFY que permitid
la expresion ectépica de un gen tipo C (Theissen & Becker, 2004). Otras teorias del origen
de la flor han propuesto cambios espaciales en genes de clase B o cambios concertados de
LFY, de sus cofactores y de genes MADS box (Theissen & Melzer, 2007).

El estudio realizado por Maizel et al. (2005) utilizando ortélogos de LFY de diferentes
traqueofitas demostré que la habilidad de complementar al mutante de Ify de A. thaliana
decrece conforme aumenta la distancia evolutiva del gen utilizado para el rescate con
respecto a esta dicotileddnea. Lo anterior es resultado de cambios en la especificidad de
union a DNA (mediado por mutaciones en el dominio C-terminal) en las proteinas de los

ortdlogos de LFY mas distantemente relacionados. Esto sugiere un continuo de cambios no
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neutrales y discretos mas que una modificacion repentina.

En el musgo Physcomitrella patens, los ortdlogos de LFY (PpLFY1 y PpLFY2) regulan
aspectos generales del ciclo de vida como la primera division del cigoto. Mientras que en
gimnospermas y angiospermas los genes tipo LFY se han asociado con la formacion de
estructuras reproductivas como conos Yy flores, respectivamente (Siriwardana & Lamb,
2012a), varios genes tipo LFY en gimnospermas se expresan en la fase vegetativa, apoyando
la idea de que la funcion ancestral de este gen estaba relacionada con el control de la
actividad de division celular y posicionamiento de las nuevas células, mas que con la
reproduccion (Moyroud et al.,, 2010). Es posible que como consecuencia de las
modificaciones en la especificidad de union a DNA, la actividad bioquimica de LFY también

se haya modificado a lo largo de la filogenia de traqueofitas (Maizel et al., 2005).

1.6 Reguladores de AP3: UNUSUAL FLORAL ORGANS
UFO es una proteina que contiene un motivo F-box o caja F que esta conservado en

eucariontes (Laufs, 2003; Ni et al., 2004). Las proteinas F-box son un componente del
complejo SCF el cual, en A. thaliana, estd compuesto por otras tres proteinas: cullinl, Rbx1
y Skpl (Craig & Tyers, 1999; Figura 1.6.1). ElI complejo SCF actia como una ubiquitin
ligasa E3 marcando proteinas para degradacion mediada por el proteosoma 26S (Deshaies,
1999). Este complejo controla la especificidad de ubiquitinacién al facilitar la transferencia
de ubiquitina a blancos apropiados. De esta forma el sistema de ubiquitina-proteosoma de
degradacion de proteinas intracelular controla la abundancia de varias proteinas reguladoras
(Craig & Tyers, 1999).

En el complejo SCF las proteinas F-box sirven como componentes adaptadores, dando
definicion sustrato-especifica al complejo SCF para la ubiquitilacion de la proteina blanco y
su marcaje para degradacion (Gagne et al., 2002). En Arabidopsis thaliana se han calculado
la existencia de alrededor de 694 genes F-box potenciales, haciendo a esta superfamilia de
genes una de las mas grandes en plantas (Gagne et al., 2002). La sorprendente expansion de
esta familia posiblemente refleja el reclutamiento de proteinas F-box para regular una gran
variedad de procesos biologicos (como la gametogénesis masculina, la sefializacién de

hormonas, el tiempo de floracién y desarrollo de 6rganos florales, el reloj circadiano, la
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fotomorfogénesis, etc.), lo que sugiere que la degradacion de proteinas y el uso de complejos
SCF es un mecanismo de control del desarrollo prevalente en plantas (Gagne et al., 2002;
Risseeuw et al., 2003). Las proteinas blanco del complejo SCF incluyen factores de
transcripcion, reguladores del ciclo celular o ambos (Laufs, 2003).

El control de la actividad y abundancia de factores de transcripcion o de sus cofactores por el
marcaje para protedlisis parece ser el mecanismo por el cual las células pueden encender o
apagar efectivamente la expresion de genes rio abajo (Chae et al., 2008). Ademas del
marcaje para degradacion de proteinas, la ubiquitilacién puede tener un papel no proteolitico
de modificacién de actividad de proteinas u ocluir fisicamente las interacciones proteina-

proteina (Horwitz et al., 2007).

Es probable que el papel de UFO sea marcar proteinas que controlen el patron normal de
crecimiento del primordio floral joven al limitar el nimero de divisiones celulares en la
region central del meristemo durante la etapa en la que el primordio de flor esta claramente
delimitado a partir del MI (Samach et al., 1999). Por otro lado, el ortdlogo de UFO en
Antirrhinum majus; FIM, interacciona con tres homdlogos Skpl llamados FAP 1, 2, 3, estas
tienen un patrén de expresion sobrelapante con FIM, sugiriendo que el desarrollo floral

puede estar controlado por una familia de complejos SCF™™ (Ingram et al., 1997).
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Figura 1.6.1. El complejo SCF esta integrado por proteinas como cullinl, Rbx1 y Skpl y una proteina con caja
F. En éste complejo, las proteinas con caja F sirven como componentes adaptadores dando sustrato-especifico
para su ubiquitilacion y su marcaje para degradacion mediada por el proteosoma 26S. Tomado de Kipreos &
Pagano, 2009.
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1.6.1 Participacion en el desarrollo floral
A partir de la descripcion del fenotipo del mutante de ufo en A. thaliana, se ha inferido que

UFO interviene en varios aspectos del desarrollo floral (Figura 1.6.1.1) que incluyen:
1. Especificacion de la identidad del meristemo floral al interactuar con LFY y AP1 (Levin
& Meyerowitz, 1995). 2. Establecimiento del patron de iniciacion en los tres verticilos
internos: pétalos, estambres y carpelos (Laufs, 2003; Ingram, et al. 1995). En las mutantes
ufo se observan alteraciones mas severas en los verticilos dos y tres donde ademas de
alterarse el nimero de 6érganos y la filotaxia, también se observan sustituciones homedticas:
los pétalos se transforman en sépalos y los estambres en carpelos, aunque también se
observan 6rganos mosaico en ambos verticilos (Durfee et al., 2003). 3. Regulacion positiva
directa de la expresion de AP3 e indirecta de la expresion de PI. Por lo que es requerido para
el desarrollo de pétalos y estambres. UFO mantiene la transcripcion temprana de AP3 de
forma independiente a su papel en el crecimiento temprano del primordio. (Samach et al.,
1999). 4. Se ha propuesto que regula la proliferacion celular y el crecimiento de érganos
debido a que las flores mutantes de ufo muestran defectos variables en el tamafio y nimero
de drganos asi como en su patron de iniciacion; desarrollando varios 6rganos fusionados.
(Lee et al., 1997). Ademas, el dominio F-box de las proteinas UFO y FIM tienen una
similitud a nivel de secuencia con tres proteinas reguladoras del ciclo celular: la ciclina F,
Cdcdp y Skp2p (Chae et al., 2008).

UFO

Identidad del meristemo
floral

Flor

!

Patron verticilar Proliferacion celular Identidad de érganos

Figura 1.6.1.1. Participacion de UFO durante el desarrollo floral.
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1.6.2 Evolucién y homologia
UFO vy sus ortologos en angiospermas no han sido tan ampliamente estudiados como otras

proteinas involucradas en regular la organogénesis floral, por lo que en esta seccion se
presenta la informacién disponible que esta concentrada en las especies modelo A. thaliana y
A. majus para dicotileddneas, asi como en Oryza sativa para monocotiledoneas (Levin &
Meyerowitz, 1995; Ingram et al.,1995; Ikeda et al., 2007).

En eudicotileddneas, las funciones de UFO de A. thaliana y FIM de A. majus estan
parcialmente conservadas. A nivel de secuencia las proteinas UFO y FIM son similares, asi
como en el fenotipo de sus mutantes (Ingram et al., 1995). Sin embargo, UFO parece regular
de manera diferencial a los genes B (a través de la regulacién de AP3), mientras que FIM
regula tanto a los genes B como al gen C (Ingram et al., 1995). Esta inferencia fue hecha a
partir de analisis de hibridacion in situ de RNAm de genes BC en fondos mutantes fim y ufo,
respectivamente. En mutantes fim los niveles de transcrito del ortélogo de funcion C se
reducen mientras que la expresion del ortélogo C en mutantes ufo no presenta alteraciones
dramaticas con respecto al silvestre. Estos resultados sugieren que en A. majus la funcion
normal de los genes C depende de la expresion de FIM, mientras que en A. thaliana, la
funcion de los genes C es menos dependiente de UFO (Ingram, et al. 1995). Sin embargo, la
presencia de tejido reproductivo en el segundo e incluso en el primer verticilo de mutantes
ufo sugiere que puede haber expresion ectopica de genes de funcién C en algunas flores.
UFO entonces podria jugar un papel como regulador negativo de genes de funcion C en el
primer y segundo verticilo. Este fendmeno no ha sido observado en mutantes fim, quiza
porque FIM no funciona como regulador negativo de genes de funciébn C o porque la
reduccién en la transcripcién del gen C en mutantes fim enmascara cualquier regulacion

negativa (Levin & Meyerowitz, 1995).

En general los fenotipos de mutantes de homologos de UFO estudiados en eudicotileddneas
sugieren que todos participan en un proceso similar regulando la expresion de genes
homdblogos a AP3, ya que en todos ellos se ven afectados el desarrollo de pétalos y estambres
(Ingram et al., 1997; Taylor et al., 2001; Zhang et al., 2003; Ikeda et al., 2007). En contraste,

los estudios realizados del ortélogo de UFO en la monocotiledénea O. sativa (arroz): ABER-

23


http://dev.biologists.org/content/135/7/1235.long#ref-21
http://dev.biologists.org/content/135/7/1235.long#ref-60
http://dev.biologists.org/content/135/7/1235.long#ref-73
http://dev.biologists.org/content/135/7/1235.long#ref-19

INTRODUCCION

RANT PANICLE ORGANIZATIONL1 (APO1; Ikeda-Kawakatsu et al., 2012), sugieren que las
funciones entre APO1 y UFO han divergido considerablemente durante la evolucion de cada
uno de estos linajes (Ikeda, et al., 2007). APO1 y UFO tienen efectos opuestos en el destino
del meristemo de inflorescencia ya que la transicion de meristemo de inflorescencia a
meristemo floral esta suprimida por APO1 pero promovida por UFO (lkeda, K., et al., 2007).
Ademas el gen APO1 parece diferir de UFO, y ser parcialmente congruente con FIM,
respecto a los genes homedticos que regula ya que el ortélogo en arroz regula positivamente
a genes homedticos de clase C (OsMADS3), pero no a genes de clase B (SPW1) (lkeda, K.,
et al., 2005).

Es posible que las diferencias en la regulacion entre UFO y APO1 sea consecuencia de la
divergencia entre la region promotora y/o las proteinas blanco para degradacion entre arroz y
Arabidopsis (Ikeda et al. 2007). A su vez, APO1 podria haber adquirido nuevas funciones a
través del reclutamiento de diferentes proteinas (lkeda et al., 2007). Las implicaciones de
estos estudios para otros linajes de monocotiledoneas son dificiles de extrapolar ya que la
funcion de homélogos de UFO en otras monocotiledoneas ademas de O. sativa no ha sido

investigada.

1.6.3 Patrones de expresion de ortologos de UFO
El patron de expresion de UFO en A. thaliana y el de FIM en A. majus esta conservado

(Ingram et al., 1995). Aunque UFO tiene una expresion mas temprana que FIM, ambos
genes se expresan en el meristemo floral joven antes de la expresion de los genes de
identidad de organos. La expresion inicia en las células centrales del meristemo floral se
reduce a un anillo correspondiente a los verticilos 2 y 3, dejando una region libre de
expresion al centro del meristemo. En etapas posteriores, la expresion se restringe a pequefias
regiones en el sitio donde se unen los pétalos y los 6rganos adyacentes (Samach et al., 1998).
Ademas, mientras que la expresion de UFO es evidente Unicamente en las uniones entre
pétalos, en FIM se expresa en la unién sépalo-pétalo y pétalo-estambre (Ingram et al. 1995;
Samach et al., 1998).

El ortdlogo de UFO en petunia; DOUBLE TOP (DOT; Souer et al., 2008), se expresa

inicialmente como una franja en la base del primer primordio de sépalos en el meristemo
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floral joven (Long & Barton, 1998). En el estadio equivalente FIM y UFO se expresan al
centro del meristemo floral (Simon et al., 1994; Lee et al., 1997). Posteriormente DOT se
expresa en un anillo que sobrelapa los verticilos 1 y 2 y después se mueve hacia la frontera
de sépalos y pétalos para desaparecer en el momento en el que los carpelos se fusionan. En
estadios posteriores la expresion de DOT y ALF, el ortélogo de LFY en petunia, no se
sobrelapan mas. Los ort6logos de UFO en el pimiento y en el tomate se expresa en un anillo
de células que flanquean el desarrollo de pétalos y estambres (Taylor et al., 2001). De lo
anterior se puede concluir que los ort6logos de UFO en general se expresan en los verticilos
en los que se desarrollan pétalos y estambres.

El patron de expresion de APO1 de arroz también difiere del de UFO en el desarrollo floral.
El transcrito de UFO se localiza al centro del primordio floral cuando este comienza a estar
claramente diferenciado del Ml y luego desaparece del meristemo floral (Samach et al.,
1999). En contraste, la expresion de APO1 en el meristemo floral es persistente incluso luego

de la formacion de lodiculos y estambres (Ikeda et al. 2007).

1.7 Regulaciéon de AP3 por LFY y UFO
Como se menciono en la seccion 1.3, la identidad de los verticilos de pétalos y estambres

estd regulada por genes de funcién B. Y cuando AP3 y Pl se expresan ectopicamente, el
dominio de expresion de los genes de funcion B se expande a los verticilos contiguos; flores

35S::AP3 tienen carpelos estaminoideos en el verticilo interno y flores con la construccion
35S::PI tienen sépalos petaloides en el verticilo externo (Krizek & Meyerowitz, 1996).
Ademas, la expresidn constitutiva de ambos genes B restaura el desarrollo de pétalos y

estambres en mutantes de Ify y ufo (Lee et al., 1997).

La accion conjunta de LFY y UFO es necesaria para la activacion de la expresion de AP3 ya
que la expresion ectopica de ambos factores de transcripcion son capaces de activar a AP3 'y
Pl fuera de la flor (Parcy et al., 1998).

Los estudios resumidos arriba de flores mutantes de ufo sugerian que esta molécula estaba
relacionada con la regulacion de AP3 y PI ya que se observaba una reduccidn en la expresion

de la proteina AP3 y de la expresion de RNAm de AP3 y Pl en hibridaciones in situ en las
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mutantes ufo, mientras que a nivel fenotipico se observaba la transformacion homeotica de
pétalos a sépalos y de estambres a carpelos, fendmeno que ocurre en mutantes ap3 y pi
(Levin & Meyerowitz, 1995). Adicionalmente, los fenotipos de mutantes ufo no muestran
alteracion dramaética en genes de clase A o C, mientras que en las lineas de sobre-expresion
de 35S::UFO en ap3-3 y 35S::UFO en pi-1, Unicamente se desarrollan sépalos y carpelos, lo
que confirma que UFO actua rio arriba de los genes de funcién B (Levin & Meyerowitz,
1995).

Finalmente, la expresion ectépica de UFO en plantas que contienen el transgen 35S::UFO
produce un fenotipo dramatico en el cual los carpelos se transforman en estambres y
aparecen pétalos supernumerarios (Lee et al., 1997). Este fenotipo de ganancia de funcién en
las flores de UFO se debe a la expresion ectopica de AP3 ya que dicho fenotipo se ve
completamente abolido cuando la funcion de AP3 esta ausente (Lee et al., 1997). Otra
evidencia que sugeria la regulacion positiva de los genes B por UFO es que la expresion de
AP3 bajo el control del promotor constitutivo 35S rescata los defectos de identidad de los

organos florales de mutantes ufo (Samach et al, 1998).

Por otro lado, la alteracion quimica o genética de la actividad del proteosoma compromete la
activacion de AP3 via LFY, indicando que la funcion de UFO es la de un cofactor
transcripcional asociado a DNA implicado en la regulacién de la expresion de genes
homedticos florales. Este mecanismo debe estar ampliamente conservado, ya que los
homoblogos de UFO y LFY se han encontrado en todas las especies de plantas estudiadas
hasta el momento (Chae et al., 2008). Se ha observado que LFY o proteinas asociadas a este
factor de transcripcion se ubiquitilan in vivo de manera parcialmente dependiente de UFO y
que la regulacion de la actividad transcripcional de LFY dependiente del complejo SCF Y

es requerida para que AP3 sea completamente inducido (Chae et al., 2008).

Para regular AP3, UFO interactla fisicamente con LFY in vitro e in vivo, y esta interaccién
es necesaria para reclutar a UFO hacia el promotor de AP3 (Chae et al., 2008). La
interaccion entre UFO y LFY esta conservada en angiospermas (Siriwardana & Lamb,

2012), como se ha demostrado en los ortélogos de UFO en petunia (DOT; Souer et al.,
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2008) vy arroz (APO1; Ikeda-Kawakatsu et al., 2012) y sus respectivos ortdlogos de LFY
(ALF y RFL/APO2, respectivamente).

Por altimo, no se ha detectado interaccion directa entre UFO vy los reguladores negativos de
AP3 como SUPERMAN (SUP), EARLY BOLTING IN SHORT DAYS (EBS) y el complejo
transcripcional correpresor LEUNIG (LUG)/SEUSS (SEU) sugiriendo que no son blancos de
la accién del complejo SCFY™® (Chae et al., 2008).

1.7.1 Patrones de expresion de UFO y AP3.
En flores tipo silvestre AP3 se expresa a partir de que el primordio de sépalos se vuelve

visible en el segundo y tercer verticilo, donde los primordios de pétalo y estambre emergen.

La expresion de AP3 se excluye del primordio de sépalo y del area central donde se
desarrolla mas tarde el primordio de carpelo. Cuando los sépalos crecen y cubren
completamente el brote floral y el primordio de estambre se vuelve visible a partir del MF, el
RNA de AP3 se acumula a través del primordio de pétalo, estambre y en la base adaxial de

sépalos.

UFO parece establecer un pre-patron para la expresion de los genes B puesto que se expresa
en etapas de desarrollo anteriores a la expresion de AP3 y Pl (Lohnman & Weigel, 2002;
Ingram et al., 1995). En contraste con UFO, LFY presenta un dominio de expresidon mas
extenso que abarca a todo el primordio floral durante etapas tempranas del desarrollo (Levin
& Meyerowitz, 1995).

La comparacion de los patrones de expresion de LFY, UFO y AP3 durante el desarrollo floral
temprano junto con los analisis de pérdida y ganancia de funcion de cada gen sugieren que
LFY juega un papel como activador global en el desarrollo floral mientras que UFO actla
como un regulador de region especifica para el desarrollo de pétalos y estambres. De esta
manera LFY se expresa en toda la flor joven y provee de especificidad floral, mientras que
UFO se expresa en el meristemo apical del brote, y provee de especificidad regional a la

expresion de la funcién B, dentro del meristemo floral (Lee et al., 1997).
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1.8 Bases genético-moleculares del desarrollo floral en L. schismatica: el
desplazamiento de la expresion de LsAP3 al centro del meristemo

floral explica la formacion de estambres centrales en esta especie.
En el contexto del modelo ABC, la hipétesis mas sencilla que explica el desarrollo de

estambres centrales es el desplazamiento del patrén de expresion de la funcion B, al centro

del meristemo floral (Figura 1.8.1).

A) Arabidopsis thaliana B)  Lacandonia schismatica

B LsAP3

A AP3-PI @ LsPI

Se Pe Es Ca Te Ca

Figura 1.8.1. Genes homedticos que participan en el desarrollo de los érganos florales: Modelo ABC descrito
en Arabidopsis thaliana (ver figura 1.3.1 para explicacion detallada). Y variacién del modelo ABC (ACB) en
Lacandonia schismatica que presenta la funcion B desplazada hacia el centro del meristemo floral, donde los

estambres se desarrollan. Amarillo: estambres; rojo: carpelos. Modificado de Garay-Arroyo et al., 2012.

Con el fin de comprobar esta hipdtesis y de comprender la bases genético-moleculares que
subyacen al desarrollo de estambres centrales en L. schismatica, Alvarez-Buylla y
colaboradores (2010b), clonaron los ortélogos de AP3, Pl y AG en L. schismatica (LSAP3,
LsPl y LsAG) y llevaron a cabo experimentos de hibridaciones in situ con el fin de resolver

sus patrones de expresion (Alvarez-Buylla et al., 2010b).
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Los resultados de las hibridaciones in situ muestran que LsAP3 se expresa en el centro del
meristemo floral, desde etapas tempranas del desarrollo y hasta el momento en el que los
estambres se desarrollan. En esta misma region se expresan LsPl y LsAG, por lo que la
funcién B y C pueden interaccionar y permitir el desarrollo de estambres centrales. Aunque
LsPI y AG tienen un patron de expresion mas amplio ya que ademas de expresarse en los

estambres, también se expresan en los carpelos (Figura 1.8.2).

Adicionalmente, experimentos de rescate de mutantes ap3 y pi en A. thaliana transformados
con LsAP3 y LsPI, respectivamente, demostraron que si bien ambos genes estaban
funcionalmente conservados para recuperar el desarrollo de estambres (LSAP3) y de
estambres y pétalos (LsPl), los cambios observados en la secuencia de cada gen no eran
suficientes para desplazar su dominio de expresion al centro del meristemo floral en A.
thaliana (Figura 1.8.3), lo que sugeria fuertemente que el desplazamiento en el dominio de
expresion de LsAP3 en L. schismatica debia estar mediado por cambios en la regulacion en
cis (cambios a nivel del promotor LsAP3) y/o en trans (cambios en la especificidad o
dominio de expresion de factores de transactivacion de LsAP3) de este gen (Alvarez-Buylla
et al., 2010b).
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LsPI LsAG

Figura 1.8.2. Secciones longitudinales de meristemos florales de L. schismatica en los que se muestra la
hibridacion de LsAP3, LsPl y LsAG. La expresion de LSAP3 estad restringida a la zona apical en etapas
tempranas del desarrollo, donde los primordios de estambre se desarrollan para dar lugar a estambres maduros
(flechas amarillas), mientras que LsPl y LsAG se expresan en un dominio mas amplio durante las etapas
tempranas del desarrollo floral y quedan restringidos a regiones donde el primordio de estambres (flechas

amarillas) y carpelos (asteriscos rojos) se desarrollan. Modificado de Alvarez-Buylla et al., 2010b.

358:LsPl pi-1 J355:LsAP3, ap3-3

Figura 1.8.3. Lineas de complementacién 35S::LsPl, pi-1, y 35S::LsAP3, ap3-3, respectivamente. LsPI tiene
una funcién relativamente mas conservada con respecto al ortélogo Pl en Arabidopsis, ya que es capaz de
rescatar tanto pétalos como estambres. Mientras que LsAP3 solamente rescata estambres.

Para comenzar a discernir entre los posibles cambios regulatorios que impactan la expresion
in situ de LsAP3 es necesario investigar los cambios a nivel del promotor de LSAP3
(regulacion en cis). Fendmeno que ha sido inicialmente investigado por el trabajo de
Pifieyro-Nelson (2013), en el cual para observar si el cambio en el patron de expresion de
LsAP3 con respecto a AP3 (de Arabidopsis) se debian a cambios en motivos reguladores en
cis, se clond un fragmento de 1 Kb del promotor del ortélogo de AP3 de L. schismatica y se
generaron lineas transgénicas de A. thaliana con las construcciones reporteras del promotor
clonado de L. schismatica fusionado al gen reportero GUS. Este analisis demostrd que los
cambios en cis presentes en el promotor de LsAP3 no son suficientes por si solos para

desplazar el patron de expresion del gen que dirige al centro del meristemo floral.
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De forma alternativa o complementaria, modificaciones en la secuencia primaria de
aminoécidos de los reguladores principales de LsAP3, podrian tener efectos en el sitio donde
se expresa (regulacion en trans). En el caso de L. schismatica, la expresion atipica de LSAP3
podria estar relacionada con la posibilidad de que el dominio de expresion del ortélogo de
UFO permanezca expresandose al centro de la flor, como sucede en las etapas iniciales del
desarrollo del primordio floral en A. thaliana (Garay-Arroyo et al. 2012), coincidiendo ahi
con LFY y activando a LsAP3. A su vez, LsUFO tendria una expresién débil o una completa
represion en el area que rodea a los estambres, la cual esta parcialmente indeterminada dado
que es la zona donde multiples carpelos se desarrollan. Dicha hip6tesis puede ayudar a
explicar la indeterminacion parcial del verticilo carpelar, mientras es congruente con el
patrén de expresion de los genes B y C observados a traves de las hibridaciones in situ en L.
schismatica (Pifieyro-Nelson, et al., 2010; Alvarez-Buylla et al., 2010b).

En esta tesis se presentan los primeros datos experimentales de LsLFY y LsUFO vy se detallan

modificaciones en su secuencia de aminoacidos.
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2. HIPOTESIS

El fenotipo heterotdpico de la flor de L. schismatica es resultado del desplazamiento de la
expresion de AP3 al centro del meristemo floral. Ya que las proteinas UFO y LFY regulan la
expresion inicial de AP3 en Arabidopsis, los cambios en la secuencia primaria de
aminoacidos de los ortdlogos de UFO y LFY en L. schismatica podrian presentar
sustituciones en su secuencia primaria de aminoacidos que posiblemente estén implicados en

el desarrollo de estambres centrales en la flor de L. schismatica.

3. JUSTIFICACION

La clonacion y caracterizacion de los ortologos de LFY y UFO de L. schismatica (LSLFY y
LsUFO), asi como su comparacion a nivel de secuencia de aminoacidos respecto a
homdlogos de otras embriofitas; es fundamental para determinar regiones de conservacion y
variacion de residuos en la secuencia primaria de estas proteinas, que puedan afectar sus

actividades bioguimicas.

Esto permitira explorar el posible efecto que cambios a nivel de secuencia de aminoacidos de
LFY y UFO, puedan tener en el establecimiento del pre patron del dominio de expresion de
LsAP3 al centro del meristemo floral, cuya expresion novedosa es la base molecular que
explica el desarrollo de estambres centrales en L. schismatica, una caracteristica singular

dentro de las angiospermas.
La clonacion de LsLFY y LsUFO, permitird obtener ribosondas especificas para evaluar sus

patrones de expresion espacio-temporales mediante hibridaciones in situ. Asi como obtener

insumos para experimentos posteriores.

32



OBJETIVOS

4. OBJETIVOS

Principal
e Clonar y caracterizar molecularmente a los homdlogos de UNUSUAL FLORAL
ORGANS y LEAFY en Lacandonia schismatica (LsUFO y LsLFY), mediante un

estudio comparativo de las modificaciones a nivel de secuencia de aminoacidos

Particulares

» Disefiar oligonucledtidos especificos y estandarizar un protocolo de PCR, para
amplificar y clonar las secuencias de LsUFO y LsSLFY.

» Comparar secuencias de aminoécidos de LsLFY y LsUFO con homdlogos en otras
embriofitas para caracterizar dominios conservados y sustituciones de aminoacidos
en sitios importantes para la estructura y/o funcion de estas proteinas.

» Determinar relaciones filogenéticas para LsUFO y LsLFY.

« Disefiar ribosondas para investigar el patron de expresion espacio temporal de

LsSUFO y LsLFY en el meristemo floral de L. schismatica.
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5. METODOS

5.1 Amplificacion de LsUFO y LsLFY por PCR

5.1.1 Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

Se molieron manualmente inflorescencias de Lacandonia schismatica, utilizando nitrégeno
liquido en mortero previamente esterilizado, tratado con solucion descontaminadora de

RNAasa y previamente enfriado a -70°C con nitrégeno liquido.

A partir del polvo obtenido se extrajo RNA del molido de L. schismatica con ayuda del
sistema RNeasy® mini kit de Qiagen (No. Cat.74904) siguiendo las instrucciones del
fabricante. EI RNA se separ0 por electroforesis para comprobar la eficiencia de la
extraccion y que no estuviera degradado.

Utilizando el oligonucledtido dT y RNA de L. schismatica se llevo a cabo una
retrotranscripcion a cDNA utilizando el sistema SuperScript™ First-Strand Synthesis
System for RT-PCR de Invitrogen (No. Cat.18064-014) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

5.1.2 Disefio de oligonucleotidos y amplificacion por PCR de LsUFO y LSLFY
El disefio de oligonucleotidos, en el caso de LsUFO se realizo con base en la secuencia del

transcriptoma eligiendo el sitio mas externo hacia el 5° y mas interno hacia el 3". En el caso
de LsLFY como solo se tenian secuencias parciales a partir del transcriptoma, se realizé un
alineamiento de éstos fragmentos con secuencias de nucle6tidos de otros homologos de
LFY de monocotileddneas y se determinaron sitios conservados sobre los que se disefiaron
los oligonucledtidos y/o se disefiaron sobre las secuencias parciales obtenidas del

transcriptoma.

Con ayuda del programa Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator (Kibbe, 2007)
se determind que no existiera formacidn de estructuras secundarias ni auto
complementariedad entre los oligonucledtidos sentido y antisentido de cada secuencia. La
amplificacion de las secuencias de interés mediante PCR se llevd a cabo en un
termociclador ICYCLER (BIO-RAD) con los oligonucle6tidos disefiados (Tabla 5.1.2.1).
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La Tm de los oligonucle6tidos se calculd utilizando la regla de Wallace:
Tm =2(A+T) + 4(G+C)

En donde A (adenina), G (guanina), C (citosina), y T (timina) corresponden al nimero de
cada nucle6tido presentes.

Oligonucle6tidos Secuencia Fragmento Orientacion Tamafio del Longitud

amplificado producto (pb)
(5'->3" (°C)

UFOFcompleto 2 GTAACTCCTCTGGCGTTGCCA Sentido

UFOREV CCTCTGAATGACATCAGAAATC Antisentido 51.1 22

UFOmedioFOR GAACGAGTGGTCGAAAATCAAGC Fragmento interno de Sentido 535 55.3 23
LsUFO

UFOREV CCTCTGAATGACATCAGAAATC Antisentido 51.1 22

KSL-LFYR1-Ls TTTTCGAGGGGTACGGTGT LsLFY Sentido 894 51.1 19

v KSLLFYR1v-Ls TGG GAA CGT ACC ACACGG CGA Antisentido 58.3 21

KSL-LFYF2-Ls GGAGCACCCGTTCATCGTGA Fragmento interno de Sentido 55.9 20
LsLFY

VKSLLFYR1v-Ls | TGG GAA CGT ACC ACA CGG CGA Antisentido 428 58.3 21

KSL-LFYF2-Ls GGAGCACCCGTTCATCGTGA Fragmento interno de Sentido 400 55.9 20
TbLFY

v KSLLFYR1v-Ls TGG GAA CGT ACC ACACGG CGA Antisentido 58.3 21

Tabla 5.1.2.1. Oligonucle6tidos utilizados para amplificar los fragmentos de LsUFO, LsLFY y TbLFY1

Se incluyd un control positivo (amplificacion de un fragmento del gen para la ATPasa) y un
control negativo que consiste en un blanco (sin DNA) por juego de oligonucledtidos. La
temperatura de alineamiento utilizada, se determind inicialmente disminuyendo 5°C a la
Tm mas baja entre el par de oligonucledtidos. EIl programa de PCR adecuado para la
amplificacion de cada uno de los fragmentos se estandarizé en varios ensayos, haciendo
gradientes de temperatura con diferentes Tm y modificando las proporciones de los
reactivos utilizados en el PCR (Tablas 5.1.2.2'y 5.1.2.3).

Reactivo UFO LFY
DNA 2 1
Buffer para PCR10X 2 2
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dNTP’s 2.5 mM c/u 1 0.4
MgCl; 50 mM 0.6 1
Oligo sentido 10 uM 1 0.4
Oligo antisentido 10 uM 1 0.4
Taq polimerasa recombinante 0.1 0.2
H,0 12.3 14.6
VVolumen final 20 20

Tabla 5.1.2.2. Proporciones de reactivos utilizados para la amplificacion de las secuencias de interés

Programa Fragmento amplificado
Ciclos | Temperatura | Tiempo | LSUFO LsUFO LsLFY LsLFY TbLFY
(°C) (min) (Fragmento (Fragmento | (Fragmento
interno) interno) interno)
1X 94 3
94 0.30
35X Variable: 57.6 53.2 58 57.6 57.6
72 Variable: 2 2 1.3 2 2
1X 72 10
1X 4 o0

Tabla 5.1.2.3. Programas utilizados en el termociclador ICYCLER (BIO-RAD) para amplificar los

diferentes fragmentos de LFY y UFO de Lacandonia schismatica y Triuris brevistylis

La amplificacion de los fragmentos de interés fue corroborada con la amplificacién de
fragmentos internos (PCR anidado). El tamafio de los fragmentos se comprobd mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y agregando un

marcador de peso molecular (GeneRuler™ Express DNA Ladder, ready-to-use, 100-5000
bp).

En los casos en los que la amplificacion no era suficientemente especifica (por ejemplo: se
observaba un barrido o bandas menores), el producto fue precipitado con 2.5 uL de
glucdgeno y una solucion de etanol 100% y acetato de amonio 7.5 M en una relacion (6:1).
Finalmente se comprob6 la recuperacion exitosa de DNA, a partir de la precipitacion, al

correr una alicuota de 1uL en gel de agarosa al 2 % tefiido con bromuro de etidio.
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Durante las pruebas de especificidad de los oligonucledtidos para amplificar LSLFY, se
extrajo DNA de T. brevistylis y L. schismatica, con un protocolo de CIMMYT modificado
(CIMMYT, 2006) (Apéndice 2), con lo que adicionalmente fue posible amplificar la
secuencia genomica de LsUFO, la secuencia parcial de LsLFY y la secuencia parcial de
TbLFYL.

5.1.3 Clonacion de LsUFO, LsLFY y TbLFY
Después de la obtencion del fragmento de interés por PCR, éste se introdujo al vector

TOPO® (Invitrogen) de 2.8 Kb (Apéndice 3) con ayuda del kit PCR®8/GW/TOPO® TA
Cloning® (Part. No. 450642) el cual no requiere ligacion previa. La clonacion de cada uno
de los fragmentos se realiz6 mediante la transformacion independiente de células
termocompetentes, de la cepa de E. coli DH5a, que se dejaron crecer 12h por 37 °C en
medio de cultivo Luria Bertani (LB) y espectinomicina (100 pg/mL) como marcador de
seleccion. Posteriormente se muestrearon 10 colonias y se transfirieron a 5 mL de medio
liquido LB con antibiotico de seleccion. Se dejaron crecer por 12 h en agitacion continua a
37 °C vy se realizo un miniprep con el kit QlAprep Spin Miniprep de Qiagen Cat. No.
27106, para recuperar el inserto contenido en el plasmido. Se liberé el fragmento con
digestion del plasmido con la enzima EcoRI Fast Digest® de FERMENTAS con
oligonucledtidos y/o del vector mediante PCR con oligonucledtidos M13 sentido y M13
antisentido y se verifico que en estas clonas estuvieran insertadas las secuencias de interés
mediante la separacién de 10 uL de producto, por electroforesis en gel de agarosa al 1%

teflido con bromuro de etidio.

Las muestras se enviaron a secuenciar por ambos extremos, con los oligonucleotidos M13
sentido y M13 antisentido a la Unidad de Oligonucleotidos y Secuenciacion de DNA del
Instituto de Biotecnologia, UNAM. Para corroborar los resultados, las secuencias obtenidas
experimentalmente se alinearon con la secuencia de LsUFO vy las secuencias parciales de

LsLFY obtenidas a partir de la secuenciacion masiva del transcriptoma de L. schismatica.

En el caso de LsLFY y TbLFY, los resultados de las secuenciaciones se alinearon con la

informacion parcial del transcriptoma y con ort6logos de LFY de otras monocotiledoneas.

A las colonias que presentaron el inserto, se les agrego glicerol y se guardaron a -70 °C. La

viabilidad de éstas colonias se comprob6 dos semanas después, al observarse crecimiento
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tras llevar a cabo un cultivo de las clonas seleccionadas en medio LB sdélido con
espectinomicina (100 pg/mL).

5.2 Andlisis de las secuencias: LsUFO y LSLFY
Con los datos obtenidos de forma experimental y de las secuencias de nucleotidos curadas a

partir del transcriptoma tanto de Lacandonia schismatica como de Triuris brevistylis, se
generaron secuencias consenso a nivel de nucledtidos (Apéendice 4). Y utilizando la
secuencia de nucleétidos de los ortélogos de LFY y UFO en O. sativa, RFL y APO1
respectivamente, se determiné el codon de inicio y de termino para LsLFY; Figura 6.1.1 y
para LsUFO; Figura 6.1.2.

Para caracterizar las secuencias de nucleotidos se identificaron los codones de inicio y de
término y mediante la comparacion de la secuencia amplificada a partir de gDNA, con las
secuencias del transcriptoma se determinaron los intrones. Las secuencias se tradujeron a
aminodcidos, se encontrd el marco de lectura correcto con la ayuda del sitio del sitio
http://web.expasy.org/translate/ y se corrobord el marco de lectura correcto con el uso del
programa blastp del NCBI, disponible en el sitio http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/.

Para el analisis de posicion de intrones, las secuencias se obtuvieron a partir de los genomas
que se encuentran en el NCBI, con el programa nblast en la opcion NCBI Genomes
(chromosome) y buscando la posicion de los sitios que alineaban con la secuencia de
interés en el genoma de O. sativa y A. thaliana. Las secuencias se alinearon con ayuda del
programa Clustal W (Larkin, et al., 2007). Y se realizd un analisis para ver si existia 0 no
diferencia estructural a nivel de secuencias gendémicas ente secuencias de los ortélogos de

L. schismatica y Arabidopsis y arroz de LFY y UFO.

Para realizar el analisis comparativo de los ortdélogos de LsUFO, se utilizaron las
secuencias de aminoacidos generadas en este trabajo. Se buscaron secuencias de
aminoacidos homologas a LsUFO, TbUFO, UFO de Arabidopsis (Ingram et al., 1995) y
APOL1 de O. sativa (lkeda et al., 2007), con ayuda del programa BLAST.

Las secuencias de homdlogos de LsLFY y LsUFO (Ver nimero de acceso del NCBI en

apéndice 5 y 6, respectivamente) se alinearon con el programa MUItiple Sequence
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Comparison by Log-Expectation MUSCLE version 3.8.31 (Edgar, 2004), cada
alineamiento se edité a mano y se encontraron los porcentajes de identidad compartidos
entre las secuencias homélogas a LsUFO y LsSLFY con el programa Geneious v6.0
(http://www.geneious.comy/).

En las secuencias de aminoéacidos de ortdlogos de UFO, se encontraron motivos
conservados con ayuda de la base de datos de familias de proteinas, Pfam 26.0 (Finn et al.,
2010) http://pfam.sanger.ac.uk/search/sequence asi como en la base de datos de dominios
de proteinas PROSITE (Sigrist et al., 2012) http://prosite.expasy.org y/o con ayuda de
bibliografia.

Para los andlisis filogenéticos, se utilizo el programa ProtTest 2.4 server (Abascal et al.,
2005) que permite elegir el modelo de reemplazamiento de aminoacidos que mejor se
ajusta a las secuencias analizadas. Los arboles filogenéticos se realizaron por el método de
méaxima verosimilitud con ayuda del programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA 5.05) (Tamura, et al., 2011).

5.3 Disefio de sondas de LsUFO y LSLFY para hibridacion in situ
Con el fin de disefiar una sonda especifica para LsUFO, se alined esta secuencia con los

cuatro LsUFO-like encontrados en el transcriptoma y se busco un sitio poco conservado entre
ellas para hacer una sonda especifica de LsUFO. En particular, fue necesario elegir una
region de la secuencia que no contuviera la caja F, para evitar falsos positivos en la
hibridacion in situ, ya que esta region esta representada en otras proteinas de la misma

familia.

Para LsLFY se disefid una sonda y dado que se logré amplificar la secuencia parcial de
TbLFY1, también se disefio la sonda de este gen para determinar su patron de expresion. Con
esta finalidad se alinearon las secuencias de RFL, LsLFY, TbLFY1 y TbLFY2, y se busc6 un
sitio conservado, pero que en el caso de los dos ortélogos de LFY de T. brevistylis fuera lo
suficientemente variable para evitar hibridaciones cruzadas entre si. La especificidad de las
sondas se comprob6 con ayuda del programa BLAST.

Finalmente se disefiaron los oligonucleétidos para amplificar las sondas (de LsUFO, LsSLFY
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y TbLFY), a partir de los fragmentos clonados en vector, con el programa Primer-BLAST

(Ye, 2012), disponible en el sitio: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Las sondas disefiadas y minipreps de los vectores se enviaron al Departamento de Biologia

de Plantas y Genética Forestal en el Centro de Biologia Evolutiva de la Universidad de

Uppsala, Suecia, donde se estan realizando las hibridaciones in situ en colaboracion con los

doctores Peter Engstrom y Marie Englund.

A continuacion se muestra un esquema que resume los métodos anteriormente descritos:

Obtencion de homdlogos de LFYy
UFO a partir del transcriptoma L. =
schismaticay T. brevistylis. m . '.'.
|

Curacién y ensamblado de las Extraccion de ADN Extraccié.nde;f\RN Elaboracién de gliceroles
secuencias parciales obtenidas enel de L schismaticay T. de L schismatica
transcriptoma brevistyiis
J;

Retrotranscripcion

Disefio de cligonucledtidos para 2 ADNC

amplificar LsUFOyLsLFY

L'l__.Ji‘I h.- (i i}

Comprobacién de inserto por PCRy
secuenciadion
;

=5 <
Amplificacion por PCR ; ; E ; ? E ]

‘.g.n-—\ Extraccion de ADN |Jlasm| dico por Miniprep

pcwa-owmw)'_ i ‘--\__/
f’ /{.-"
M- - o
Y \‘ L// y
1 <o

Incubacion de células

Transferencia de colonias a medio liguido

CDmDI'DbEEIDI'I de transformadas por12ha37 B .
"~ LB conespectinomicina (100pg/mL) e
amplificacion especifica Transformacionde células *Cen medio de cultivo LBy incubacian de células transformadas
engel de agarosa termocompetentes E. coli DH5a espectinomicina (100pg/mL)

porl2ha37 °C

Figura 5.1 Resumen del método seguido en este trabajo.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Obtencidn de secuencias homologas de LFY y UFO en L. schismatica

y T. brevistylis
Se identificaron los homologos de LFY y UFO de Arabidopsis en L. schismatica y en T.

brevistylis, a partir de la base de datos del transcriptoma de cada una de las especies. Las
secuencias parciales obtenidas se curaron y ensamblaron. Posteriormente se amplificaron
estas secuencias por PCR con oligonucle6tidos especificos. Y a partir de la informacién
obtenida tanto de los transcriptomas, de L. schismatica y de T. brevistylis, como de las
secuencias amplificadas por PCR en estas especies, se identificé un ortélogo de LFY para L.
schismatica (LsLFY), el cual se amplifico parcialmente tanto a partir de cDNA como de
gDNA. A nivel estructural, la secuencia gendémica parcial amplificada de LsLFY comprende
un intrén de 86 nucledtidos y dos exones (Figura 6.2.1). En contraste, en T. brevistylis se
identificaron dos ortdlogos TbLFY1 y TbLFY2, cuyas secuencias parciales se encontraron
tanto en el transcriptoma de flores masculinas como femeninas. Adicionalmente durante la
estandarizacion del protocolo de PCR, TbLFY1 se amplifico parcialmente por lo que fue

posible disefiar una sonda para hibridacion in situ, para este ortélogo.

En el caso de los homdlogos de UFO, a partir de la comparacion de los datos experimentales
con los del transcriptoma de L. schismatica y T. brevistylis se identifico un ortélogo de UFO
para L. schismatica (LsUFO) y una secuencia parcial correspondiente al ortdlogo de T.
bevistylis (TOUFO). A nivel estructural, la secuencia genémica de LsSUFO carece de intrones
(Figura 6.3.1).

En la tabla 6.1.1 se indican las secuencias consenso obtenidas con el método anteriormente
descrito, que pueden corresponder a secuencias parciales o completas. En negro se sefialan
las secuencias cuya amplificacion era uno de los objetivos de la presente tesis y en gris
aquellas secuencias cuya informacion se obtuvo de la informacidn obtenida del transcriptoma

0 que se amplificaron durante experimentos de estandarizacion del protocolo de PCR.
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ecuencia acandonia bre
ThLFY1 ThLFY?2
Genomica (DNAQ) \ (parcial)* \ (parcial) \ (parcial)
LFY cDNA \ (parcial)* \ (parcial) \ (parcial)
Aminoacidos V (parcial)* \ (parcial)* \ (parcial)
Gendmica (DNAgQ) \* X
UFO cDNA \* V (parcial)
Aminoécidos V* \ (parcial)

Tabla 6.1.1 Secuencias consenso obtenidas a partir de datos experimentales y del transcriptoma de
Lacandonia schismatica y Triuris brevistylis. En negro se indican aquellas secuencias que eran el objetivo de
este trabajo y con un asterisco se sefialan aquellas secuencias para las que se tienen datos experimentales. En
el caso de los ortélogos de LFY para T. brevistylis, Unicamente se cuentan con datos experimentales para la
secuencia ThLFY1.

Como se menciona en el apartado de métodos, se generaron secuencias consenso con la
informacion obtenida experimentalmente y a partir del transcriptoma para cada una de las
secuencias descritas en la tabla 6.1.1. Se determino el codon de inicio y de paro para cada

una de las secuencias y se tradujo a secuencia de aminoacidos (Apéndice 4).

Para la secuencia de LsUFO (Figura 6.1.1) y la secuencia parcial de LsLFY (Figura 6.1.2),
se muestran los codones de inicio y de paro, los sitios donde hibridan los oligonucleétidos
para su amplificacion, las regiones para las que se utilizo la informacion experimental o del
transcriptoma y los sitios donde se disefiaron las sondas para hibridacion in situ (Ver
seccion 6.2.5y 6.3.4). Todas las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos obtenidas en

el presente trabajo para de homdlogos de L. schismatica y T. brevistylis, se detallan en el

apéndice 4
LEAFY de Lacandonia schismatica (LsLFY)

Oryza_RFL ATGGATCCCAACGATGCCTTCTCGGCCGCGCACCCGTTCCGGTGGGACCT 50
Lacandonia LFY ~ @ —————— -
Oryza_RFL CGGCCCGCCGGCGCCGGCGCCCGTGCCACCACCGCCGCCACCACCGCCGC 100
Lacandonia LFY ~  ————--—---- oo s CGGCCGC
Oryza_RFL CGCCGCCGCCGGCTAACGTGCCCAGGGAGCTGGAGGAGCTGGTGGCAGGG 150
Lacandonia_LFY CCACGCAGCAGGCAGCCGCGGC---GGAGCTGGAGGGCGTTTTCGAGGGG
Oryza_RFL TACGGCGTGCGGATGTCGACGGTGGCGCGGATCTCGGAGCTCGGGTTCAC 200
Lacandonia_LFY TACGGTGTGCGGGCAGCGACGTCGTCTCGGGTGGCGGCGCTTGGTTTCAC
Oryza_RFL GGCGAGCACGCTCCTGGCCATGACGGAGCGCGAGCTCGACGACATGATGG 250
Lacandonia_LFY GGCGTCGACGCTGGCGGTGATGACGGACGCCGAGCTGGACGACATGGCCA
Oryza_RFL CCGCGCTCGCCGGGCTGTTCCGCTGGGACCTGCTCCTCGGCGAGCGGTTC 300

Lacandonia LFY

CCCTCCTCTCCCACCATTTCCGGTGGGATATCCTCGTAGGTGAGCGGTAC
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Oryza_RFL
Lacandonia_LFY
Oryza_RFL
Lacandonia_LFY
Oryza_RFL
Lacandonia_LFY
Oryza_RFL
Lacandonia_LFY
Oryza_RFL
Lacandonia_LFY
Oryza_RFL
Lacandonia_LFY
Oryza_RFL
Lacandonia_LFY
Oryza_RFL
Lacandonia_LFY
Oryza_RFL
Lacandonia_LFY
Oryza RFL
Lacandonia_LFY
Oryza RFL
Lacandonia_LFY
Oryza RFL
Lacandonia_LFY
Oryza RFL
Lacandonia_LFY
Oryza RFL
Lacandonia_LFY
Oryza RFL
Lacandonia_LFY
Oryza RFL
Lacandonia_LFY
Oryza RFL
Lacandonia_LFY
Oryza RFL
Lacandonia_LFY
Oryza RFL
Lacandonia LFY

GGCCTCCGCGCCGCGCTGCGAGCCGAGCGCGGCCGCCTGATGTCGCTCGG
GGCATTCGCGCCGCCCTCCGTTCCCTCCGTGGACGCCTCCTCCCTCCGCC
CGGCCGCCACCATGGGCACCAGTCCGGGAGCACCGTGGACGGCGCCTCCC
TGCAGGTGAGAGTGAGAGTGGGATCGTCA-—-—————————————————-
AGGAAGTGTTGTCCGACGAGCATGACATGGCGGGGAGCGGCGGCATGGGC
—————————————————— AGCAGCCGCCGCCCCGCCGCCGCAGCCTGGGC
GACGACGACAACGGCAGGAGGATGGTGACCGGCAAGAAGCAGGCGAAGAA
GGCCAGAA------—-- GGCGGCGAAGAAACCCAAGAAAGCGGCTTCCCA
GGGATCCGCGGCGAGGAAGGGCAAGAAGGCGAGGAGGAAGAAGGTGGACG
CGCTTCGGAATCAGACAGCGGCGAGTCGGACGGGAAGGCGTCGGCATCGG
ACCTAAGGCTGGACATGCAGGAGGACGAGATGGACTGCTGCGACGAGGAC
CGTCGGCACGGAAGAAACCCAAGAAAGTGGTTTCCCACGCTCCAGAGTCG
GGCGGCGGCGGGTCGGAGTCGACGGAGTCGTCGGCCGGCGGCGGCGGCGG
GATGGCGTCGAGTCGGATGGGCGGGCGTCTGCGGCGATAGT —— -~ - —— - -
GGAGCGGCAGAGGGAGCATCCTTTCGTGGTGACGGAGCCCGGCGAGGTGG
GGCAAGGCAGAGGGAGCACCCGTTCATCGTGACGGAGCCCGGGGAGGTGG
CGAGGGCCAAGAAGAACGGGCTGGACTACCTGTTCCATCTGTACGAGCAG
CCAGGTCGAAGAAGAACGGGCTGGACTACCTGTTCCACCTCTACGACCAG
TGCCGCCTCTTCCTGCTGCAGGTGCAATCCATGGCTAAGCTGCATGGACA
TGCGTGGAGTACCTCCTCGAGGTGCAGTCGCTGGCGAGGGAGAGGGGGGA
CAAGTCCCCAACCAAGGTGACGAACCAGGTGTTCCGGTACGCGAAGAAGG
GAAGTGCCCCACAAAGGTCACAAACCAGGTGTTCCGGCACGCCCGAGCGG
TCGGGGCGAGCTACATCAACAAGCCCAAGATGCGGCACTACGTGCACTGC
GGGCGGCGC---AAATCAACAAGCCCAAGATGCGCCACTACGTCCACTGC
TACGCGCTGCACTGCCTGGACGAGGAGGCGTCGGACGCGCTGCGGCGCGC
TACGCCCTCCACTGCGTCGACCCCTCCGCCTCCAACGCTCTCCGCCGGGA
CTACAAGGCCCGCGGCGAGAACGTGGGGGCGTGGAGGCAGGCCTGCTACG
GTTCAAGTCCCGGGGGACCGGCGTCGGCGCGTGGCGGGAAGCGTGTTACC
CGCCGCTCGTCGACATCTCCGC---GCGCCACGGATTCGACATCGACGCC
AGCCCCTGGTCTCCATCGCCGCCTCGCGCCATGGCTGGGACGCCGACGCC
GTCTTCGCCGCGCACCCGCGCCTCGCCATCTGGTACGTGCCCACCAGACT
CTCTTCGCCTCCCACCCTCGCGTCGCCGTGTGGTACGTTCCCARAARGCT
CCGCCAGCTCTGCCACCAGGCGCGGAGCAGCCACGCCGCCGCCGCCGCCE
CCGGGAGCTATGCTACCTCGAACG---CAGCCGCGCCCATGTCGCCGCAG
CGCTCCCGCCGCCCT - —= == == == == == —— —m —m— e — e
GGATACCGCCGGCCGTTGGTTGCGCCGACAGCCTCCCCCACATGTCCACC
— == =TGTTCTAA--—————— === === ————mmmmm
ATCATGTACTAAGCTGAGATGAGAATGAGATCGAGTGGTCGAGGTCCC

350

400

450

500

550

600

650

700

750

800

850

900

950

1000

1050

1100

1150

1200

1248

Figura 6.1.1 Alineamiento de la secuencia del transcrito de RFL de O. sativa y de LsLFY. En

negritas se sefiala el codon de inicio (ATG) y de paro (TAA) de la traduccion. La seccidn

amplificada por PCR en el presente trabajo se sefiala con letras negras y queda flanqueada por el

sitio donde hibridan los oligonucleétidos sentido y antisentido que estan subrayados y resaltados en

negritas. Las secciones que fueron generadas a partir de datos del transcriptoma y de las cuales no

se tienen de forma experimental se indican en gris. La seccion donde se disefi0 la sonda para

trabajos de hibridacion in situ se resalta en azul y estd flanqueada por los oligonuclettidos

disefiados para la misma, marcados en color verde.
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UNUSUAL FLORAL ORGANS de Lacandonia schismatica (LsUFO)

ATG GTAACTCCTCTGGCGT 50
TGCCATGGATCCCCGCATATGGCGTCGCCTTCCACAACCTCTCATCGACC 100
GCATCCTCGCTTTCTTACCCCCAGCAGCTTTCTTCCGTGCCCGCTCCGTA 150
TGTCGTAGGTGGTATGCCCTCTTGTTCTCCACCTACTTCCTCGACCTCCA 200
CGATCATCTTTCCCCTCGTGTGCCCTTTTTTCTCTTCTTCCTGCTCCCCT 250
CCTTCCCATCCTCATTACACTCCACCTCCACCACAACTGCGGTCCTCCTG 300
GACACCAAAATCAACACATGGCATCCAATCCCTTTTGACCACTTCATACC 350
TGACGGATTCACTCCGGCCGCCTCCCACGGCGGCGTAGTCTGTTGGATTT 400
CAGATGCCGCTGGCTCCAAGACCCTTCTCCTATCCAACCCCCTTTCAAAG 450
CTTGTCGCTCACCTCCCCCCATCCCGTTGTGCACGTTTGTGGCCTACTGT 500
TGGCCTTGCCATCGGCCACTCATCCATTACAGCCATCATTGCAGGGGACG 550
ACATGATAACACCATTCTCTGTAATGAATATATCATCTGAACGCTTCACA 600
ACAGATGTATCTAGTGGCTTCTGCTCTCCTTGGACAATGGTAAGTGCTCT 650
TCCTCGACTCTCCGATATGAAAACAGGACGCATGTTATTCGCAGATGAAA 700
GGTTCTACTGTATGAGCTTCGGCCCATTCGCTGTTCTTGCCTACAACCCC 750
GACGAGAACGAGTGGTCGAAAATCAAGCCACCGATGCAGAAATACTTGCG 800
GTCGCCGAGCTTGGTGGTGTGCTGGGGTAGGATAATGTTGGTGGCTGCAG 850
TGGAGAAAGCTAAGCTCAGCATTCCACAGAGTGTGCGAGTCTGGGAGTTG 900
CGAGGCTGCCGGAGGACTTGGGAAGAAATTGGTAGGATGCCAATGGACAT 950
CTATCGTCAGTTTGCCGAGGCGGAGAGGGGAAGGGGGTTCGAGTGCACTG 1000
GAAACGGTGTGCTCATAGCCGTTACAATGTGCGGTTCTGTGGACGTTTTG 1050
CTTTTTGACTTGGAGAGGAAGCAGTGGAGATGGGTGCCACGGTGCCCATT 1100
AACCGCCCACGGAGGGGAAATGTGGCTCAGAGGGATGTCCTACGAGCCAC 1150
AGCTTGGGACGCCGCTTATTGGGAGCTTTTGTTCCACGGCATCTGTCATT 1200
GCAAATTTGTAAATTTTAATTATTGCAAGTGTTTTTGGTCTACTAAGGCA 1250
AAAAATTTAAATACCCTAGGAGACTTACTGTAGTCTTTAGTTCCTCAACT 1300
T 1301

Figura 6.1.2. Alineamiento de la secuencia del transcrito de LsUFO en la que se sefiala en rojo el
coddn de inicio (ATG) y de paro (TAA) de la traduccion. La seccion amplificada por PCR en el
presente trabajo se sefiala con letras negras y queda flanqueada por el sitio donde hibridan los
oligonucledtidos sentido y antisentido, marcados en rosa. La seccion donde se disefié la sonda
para trabajos de hibridacion in situ esta indicada en azul y esta flanqueada por los oligonucle6tidos
disefiados para la misma, marcados en color verde. Las secciones que fueron generadas a partir de

datos del transcriptoma y no se tienen de forma experimental estan sefialadas en gris.

6.2 Genes reguladores de LsAP3: LEAFY (LsLFY)
De las secuencias obtenidas en este trabajo, se identifico un ortdlogo de LFY para L.

schismatica (LSLFY), lo que es consistente con la evidencia para ortdlogos de este gen
reportados en la mayoria de angiospermas tanto extintas como contemporaneas, donde LFY
es un gen de copia unica (Maizel et al., 2005). A nivel estructural, la secuencia genémica
parcial amplificada de LsLFY comprende al menos un intrén y dos exones (Figura 6.2.1), que
corresponde a la region amplificada por PCR. Es posible que en homologia a la estructura

gendmica que presentan los homélogos de LFY de Arabidopsis y RFL de arroz, LsLFY
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presente un segundo intrén al interior de la region correspondiente al dominio C-terminal.

2942 oo

Oryza RFL Dominio N-terminal

Lacandonia LsLFY Dominio N-terminal

2640 pb

Arabidopsis LFY Dominio N-terminal

Figura 6.2.1 Comparacién de secuencias de DNA gendémico entre RFL, LsLFY y LFY. EIl signo de
interrogacién en la secuencia de LsLFY en el segundo intron, se refiere a que este fragmento de la secuencia

es una inferencia hecha a partir de analisis comparativos de LFY y no ha sido amplificada experimentalmente.

En contraste, en T. brevistylis se identificaron dos ortélogos TbLFY1 y ToLFY2. Si bien esto
es poco comun, en algunas pocas especies poliploides como el maiz y Nicotiana tobaccum se
ha podido identificar mas de un ortélogo de LFY (Aagaard et al., 2005). Los homdlogos de
LFY en maiz (zfl1 y zfl2) tienen cierta redundancia funcional en el desarrollo floral. Sin
embargo, zfl1 esta mas asociado con el tiempo de floracion, mientras que zfl2 estd mas
asociado con caracteristicas de la estructura de inflorescencia, sugiriendo cierta divergencia
funcional (Bomblies et al., 2003). Otra especie con mas de un ortélogo de LFY es Eucalyptus
globulus, el cual presenta dos ortélogos de LFY (ELF1 y ELF2). Mientras ELF1 se expresa
en los érganos florales durante el desarrollo en un patrén similar al de LFY, ELF2 parece ser
un pseudogen (Southerton et al., 1998). Por otro lado en A. thaliana, el aumento de ndmero
de copias de LFY silvestre tiene como consecuencia una floracion mas temprana (Blazquez et
al., 1997). El aumento en el nimero de ortélogos de LFY en angiospermas parece afectar
principalmente aspectos de iniciacion floral y caracteristicas de la inflorescencia mas que a la
disposicion de 6rganos en el MF. Los dos ort6logos de LFY en T. brevistylis podrian también
estar mas relacionados con estos aspectos que con la homeosis observada en algunos
individuos (Fig 6.2.2.3). Alternativamente, la presencia de los dos ort6logos de LFY podria
deberse a que uno de estos fuera un pseudogen como es el caso de ELF2 (Southerton et al.,
1998).
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6.2.1 Obtencidn de secuencias homologas de LSLFY
En el alineamiento de secuencias de aminoacidos de homologos de LFY en diferentes linajes

de angiospermas, se observo que existen dos sitios conservados; uno hacia el extremo N-
terminal y el segundo hacia el extremo C-terminal (Figura 6.2.1.1). La primera seccion
conservada corresponde al dominio de dimerizacion de LFY en A. thaliana y es esencial para
su actividad bioldgica (Siriwardana & Lamb, 2012b). Por su parte, el dominio C-terminal se
ha descrito como un sitio de union a DNA (Hameés et al., 2008). La fuerte conservacion de
ambos dominios sugiere que la funcion molecular de LFY esta también conservada a traves
de las secuencias analizadas. Otra evidencia adicional que refuerza la importancia de estos
dos dominios es que todas las mutaciones que truncan la actividad de LFY en A. thaliana
estan mapeadas a estas secciones (Siriwardana & Lamb, 2012b). Modificaciones en estos
dominios pueden ser las responsables de los cambios de funcion bioquimica de LFY en

diferentes linajes.

Se han observado mutaciones en el dominio de union a DNA en la secuencia del ortologo de
LFY del musgo Physcomitrella patens, que parece comprometer su actividad bioquimica. En
P. patens este factor de transcripcion controla aspectos generales del ciclo de vida mientras
que en angiospermas tiene actividades méas especializadas como la induccion del destino
floral (Maizel, et al., 2008).

46



RESULTADOS Y DISCUSION

40 50 60 70 80 90 100

A

Pinus PFLL

b B
——M[‘J(_l\ '(L)L

L P SF
EﬁwD—PRAAAN 4
FFEWD - PRSVAATT I'NHPPLPRI
F\TATHTA\-’PAP?PP?[
VATATRAARAAPPAPE

Liriodendron
Peperomia PeLFY
Alstroemeria ALFY1
Alstroemeria ALLFY2 mp ‘DAMSA

Cypripedium = ———=—=--=

Juncus JunefLFY EWER G- —— ~DAFEAWD-PRAASAVNSAGRMS

Hyacintus BA NEFSIP HNSHFRWD-PRAPPQELVPPFLPS

Lilium N GHEEH

Narcissus PADAESA---—--555 IFRWA —— - ——-———————————

Orchis OreLFY ——MVEA T ——-——SQQHEHEEN-FH——-—————————— T AT B S 5 = — e e e e e

Oryza RFL EEE "DARESA PAPAREVEPPPFEP - PP EANV P m——m—mm o mm mm o

Zea ZFLL EE "DARSA -PPAHAAPAPAPPEPP PLLLPPHAP === m e e e e e e e e e e e mm e

Zea ZFLI —IP YDARSA ~PPAPALPAPFPPPEPP AP mmmm e m e e e mmmmm——————— -

Lacandomia LsLFY == = = = = = = o e o e e e e PPTQQARRA

L A e e e ====RYGVR

Trinris TBLFY2Z =~ === === e e e e e e e e s e e — e —————————

Popolus {PNRLLEMVPP

Antirrhinum FLO  [EWNP-DAR----—-—1—-—— NELLDAVAP

Arabidopsis LFY ) RATS

Chrysanthemum DFL

Eschscholzia

Eucalyptus ELF1

Impatiens

Petumia ALF

Pisum UNI

Salix =5 LIFRAWD - TRIA MVE H

Silene 51 FIEWDYPRGG T

Vitis F

-
150 170 180 180 200
e : DLL\(}ERG A}RAERRRL
EEEE&E&GYG e MAEM ¥ LQBRLDLELDQ DL R R
Pinus FFLL i8Sl LoD L) v C v RN TR ME E MG ETEIN T Ly mm-mr TR N LYGIKSH ‘
. el ¥ GV R b TV M AE_'l_lII.Nlj_ TR bﬂjﬂ‘*v

;;;':f:;f:j;‘el_n. EDl - FQ A le\'uﬂl S 'Exmaslsn NDLL 'raEa mrmm

Alstroemeria AIsLFY1

Alstroemeria ALLFY2 |

Cypripedium

Juncus JunefLFY

Hyacintus ! =

Lilium [ [ TEGTE T F e IRIT QX TRERG e TR WETL LLGER

Narcissus ] /3 L GIA] LFFWDLLVE:EE AGII‘{RPA'\"

Orchis OreLFY F [ I GIE EV DD ML

Oryza RFL i EEAY 2 G v G LA[E]T‘IT:IR-m

Zea ZFLL E i

Zea ZFLI

Lacandonia LsLFY

Triuris TRLFY1

Triuris TOLFY2

Popalus IXVG TR \ IVELG E 1)

Antirrhinum FLO S ¥l NELGFTWM :[{RIE\JSIL Ql

Arabidopsis LFY cHEG F ] MADISELEEMMEILEN T FRWEL L

Chrysanthemum DFL 1 LG IMUDIELDEMMRISLENS I FR

Eschscholzia IO DEPENY G T REY NELC IMADIELDDMMEE] TRE T FR W

Euealyptus ELF1 [LIoEL| E‘EA IEFaf TRRCIR TPVEMG T MY EWEL DD MMREILEN T PR}

Impatiens GCIMEBIAFQ 7 KIERE Y I~ AR S Iy IMMDINET DD MMREILESGL FR

Petunia ALF VY G TR TR TINET G ET) (MUDIEET DD MMREIT e

Pisum UNI ' k BRI TERNK TETF LG F T M DIV E T, D DM Mg

Salix : 1‘[&&13!] (MADPELDEMMERITEIN T FRWDL LY

Silene IMYERELEDMMBEILENTL FRWDLLV

Vitis 5 MU DIELDD MMREILMe I FRWDL L

47



RESULTADOS Y DISCUSION

210 2 U

r-\]‘l I’ADPRII

b LI L b

B

Pinus PFLL

Llten

T e e TTRHLT

Liriodendron
Peperomia PeLFY
Alstroemeria AlsLFY1
Alstroemeria AlsLFYZ
Cypripedium

Juncus JunefLFY
Hyacintus

Lilium

) H!-
PR DABISQ
LT DA L-'i-—

Zea IFL2
Lacandonia LsLFY
Triuris TBLFY1
Triuris THLFY2
Popolus
Antirrhinum FLO
Arabidopsis LFY
Chrysanthemum DFL
Eschscholzia
Eucalyptus ELF1
Impatiens

Petunia ALF
Pisum UNI

Salix

Silene

Vitis

NN TN TR TN ~
|HAL7

AGEG KMK
AREGVE

G LS = ERERA
kel G 'S E El-AAH
e G L 5 EElAile]

THT
HHEP Lﬂ'ﬁl—
Al NAL“—

E Dl

" -
mmmmum
PFI"TE‘.PhE TAR

ERQREHEGF FIVTEEGEVA
[ERCOREHEP FIVTERGEVA

Pinus PFLL

Liriodendron
Peperomia PLFY

Alstroemeria ALLFY1
Alstroemeria ALLFY2

Cypripedium [EERUREHINE IV IEPG R ARMEK

Juncus JunefLFY ERQREHEP FIV ITHPGEVARBMERNGLD¥L FHL Y
Hyacintus ER P.EH PEIVTERGEVAR] i >
Lilium J G A

Narcissus

Orchis OreLFY 7 )

Oryza RFL PF“!"TEPIJE'-"?«PFK}IaLDfLFHL
Zea ZFL1 PEMV : 1 T3

Zea IFL2 ; RE DR =

Lacandonia LsLFY 2 K ROREHEPFIVTEPGE mz. KKI-I ID¥LEFHLY
Triuris TRLFY1 BEORTHED PV TEPC PV ARBRENG IDYLFHL Y
Triuris THLFY2 ; : E '———mb
Popalus -= [ERE

Antirrhinum FLO R ERQR EH v GE

Arabidopsis LFY K MEERQREHEFP FIVTERGE { [
Chrysanthemum DFL B HMERUREHEF FIVIEEGE KENGLDYLEHLY
Eschscholzia R NERCREHR P F IV TEPGEVARERRNGL DY LEHL Y
Fucalyptus ELF1 H TR OR FHE P F1V TEEG

Impatiens R

Petunia ALF R -

Pisum UNI R PFI-. TEPCE

Salix -

Silene H b > 3 EF'I FE:H PEI‘-’TE‘.PITE 3

Vitis R----——-------—--KRGETRM--GSA--—---DDNMNEBDNEGGDED-—--—-—-— B EROREHR P FIVTEPGE 'u'F\ E’K}IaLUfLFHL

48



RESULTADOS Y DISCUSION

Pinus PFLL KRG ENVGAWRQAC YMPLVENTA

MMEWQM 'EENE - HELS
AEKSA REIG

[RGENVGSWRQAC YJ4F L VEY “[G

©  Hulifuaild g s i HL ST T

Liriodendron
Peperomia PeLFY

Alstroemeria ALLFY1 LER : \ R Y AR KRN K M Rl"EN'JFAWRl AC YJdP LVEAMSES
Alstroemeria AlLFY? 6] g LERCIS K —[:I:! ] A 3 ALHE LD ER EIFKIRCENVGAWR .1!"‘ KAIIEA
Cypripedium LI g 4 I .JIIIAL T KRG ENVCAWRMAC YiaP LV T CLR: i

RIJENVGAWR -m. r\-a REIG

Juncus Juneilfy

Hyacintus .OA[EA REL
Lilium RGENVGAWRQAC YJIP L VENT AFNESReln
Narcissus P.G S NVGAWEOAC Y{o[P L VENT SENS
Orchis OreLFY PE1S NSLR RIJENVGAWRMAC YIAP L V] s
Oryza RFL I S DAL RREYKEIRGENVGAWRQAC Y] FEA -REIG
Zea ZFL1 P S NAT PRI VEKRIRGENVGAWRQAC Y] T2 -REIG
Zea ZFL2 SH 3 NRGENVGAWRQACY ERFA -REIG
Lacandonia LsLFY eV GAWREAC Y[oPLVE] TARNS):IHIeS
Triuris TRLFY1
Triuris ThLFY2 o
Popolus 5

irrhi GA WRQACY KAA R[ilt;
:1:‘::.232‘.;‘:?;‘1%—0 RCENVGSWROACTIIPLVIN T AR
Chrysanthemum DFL RGENVGAWRQAC V(P

¥ i RCENVGAWROAC YINP T V]
P RCENVGAWROACYRE
1..193{1:.15 IFKIRCENVGAWRQAC YIHD T V]
Peatunia ALF DAAIIEEKMMI!A ROIG
Pisum UNI i IFKINRCENVGAWRQAC Y)AP L VENT ARG Ofed
Salix PGENVGA WEQAC AP LVINTE]
Silene X D K RCENVGAWRQAC YJJF LVEY
Vitie A LHCLDEIYAS NALRRIFKORCENVGAWRQACYIAE LV
Pinus PFLL

mmnmmm

Liriadendron IA

Peperomia PeLFY WDII:IBL.FIJ BERLIJTWYVPTELROL CHES
e g Y W ¥ D TDALFNAHPRLEITWYVP TRLRQMCHY
Alstroemeria AlLFY2 FEIENFNAFNIEEN S ITEATEY 3

PPPPPPME
PPPPPEME

Cypripedium ~ BERPIFN------——-—————

Juncus JunefLFY [WDTDAVENSHPRLENTWYVETKLEQLCHJ

Hyacintus VWYV P TKLRIEL CHI

Lilium (WO TDAVENAHPRLIENTWYVP TKLRQL CHJ

Narcissus WDIDAVFSSHPEIRTWYVP TKLRQLCH]

Orchis OreLFY S

Oryza RFL [FDIDAVFRAHPRIENTWYVP TRLRQLCH]

Zea ZFL1 [FDIDAVFRAHPRIEWWYVP TRLRQLCHf

Zea ZFL2 [FDIDAVFRAHPRIWTWYVP TELROTLCH

Lacandonia LsLFY DAL FE C

Triuris TLLFY1 - e — e = — = = -

Triuris THLFY2 [EDVDALESSHPRIIEIWVWHYERR F

Popolus W AHP EYTWYV K IR

Antirrhinum FLO [IFNAHPRIEITWYVEFTELRQLCHE

Arabidopsis LFY E[IWYVPTKLRQLCH]

[ g M D IDA TENSHPRLEITWYVP TELRQLCH

Eschscholzia (WD I DRI FNAHPRIETWYVPTKLREOT CHES

Fucalyptus ELF1 [WDIDAIFNAHPRIMIWYVPTKLROLCHRN

Impatiens (WD IDAVENSHPRLEVWYVPTKLROLCH Gimnospermas
Patunia ALF WD IDATFNEHPRLETWYVP TKLROLCH]

Pisum UNI WD IDATFNAHPRLEITWYVP TKLROLCHES Magnélidas
Salix [WDIDSTFNAHPRIFMITWYVP TKLRQLCY ™M led Lacandonia y Triuris
Silena [WDIDSIFNSHPRLEITWYVP TKLRQLCHJ Dicotiledéneas
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Figura 6.2.1.1 Alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de LsLFY, TbLFY1 y TbLFY2 con homdlogos de LFY de diferentes embriofitas.
LFY y sus ortélogos contienen dos dominios conservados; subrayado con azul se encuentra la region N terminal, importante para la homodimerizacion de la

proteina y subrayado con rojo se encuentra la regién del extremo C-terminal que es el dominio de unién a DNA. Los guiones representan espacios que
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fueron introducidas para optimizar el alineamiento. En negro se representan los sitios con 100% de similitud; en
gris oscuro sitios con 80 a 100%; en gris claro residuos con 60 a 80% Yy en blanco los sitios con menos de 60%
de similitud. En la secuencia consenso, la altura de los caracteres representa un promedio de la frecuencia del
aminoacido en dicha posicion. Panel A: Region comprendida entre el aminoacido 1 y el 200, respecto a la
secuencia consenso. Panel B: Regién comprendida entre los aminoacidos 201 al 400. Panel C: Region

comprendida entre el aminoacido 401 al 575.

6.2.2 Dominios conservados: Extremo Ny C terminal
En general, los factores de transcripcion presentan sus actividades de union a DNA y

dimerizacion en dominios altamente conservados. Usualmente, la region de union a DNA
estd mas conservada que el dominio de dimerizacién (Amoutzias et al., 2004, Simionato et
al. 2007). La estructura de la proteina de LsLFY y sus homologos siguen este patron. En el
Apéndice 7; Tabla A.7.1, se puede observar que LSLFY y TbLFY1 presentan mayores
porcentajes de identidad a sus homologos en el dominio de unidbn a DNA (extremo C-
terminal) que con el dominio de dimerizacion (extremo N-terminal). Sin embargo, debe
considerarse que la region C terminal presenta una mayor longitud pero que de forma
individual, los ortélogos de LFY en L. schismatica y T. brevistylis presentan mas
sustituciones en el dominio de union a DNA que en el de dimerizacion. Las mutaciones que
se encontraron en LSLFY, TbLFY1y TbLFY2, respecto a LFY de A. thaliana, se resumen en
las tablas 6.2.2.1y 6.2.2.2.

e Dominio N-terminal de LFY
La homodimerizacion de LFY, necesaria para su interaccion con otras proteinas, esta
mediada por el dominio N-terminal que es esencial para su actividad biologica y esta
asociacion estabiliza la union a DNA (Siriwardana & Lamb, 2012b). Esta observacion fue
corroborada experimentalmente al documentar que mutaciones que abolen la habilidad de

auto asociacion no son capaces de complementar alelos nulos de Ify.

En esta regidn existen cinco residuos de leucinas (posiciones 124, 131, 139, 146, 154) en
LFY, cuyo patron de espaciamiento entre si tiene similitud con las leucinas presentes en los
zipper de leucina, sugiriendo que esta region puede formar una estructura similar
(Siriwardana & Lamb, 2012b).
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De las cinco leucinas representativas de este dominio, Siriwardana & Lamb, (2012b) habian
propuesto dos como conservadas en todas las plantas terrestres (posiciones 131 y 154, para la
secuencia consenso aqui presentada). No obstante, en el alineamiento de la Figura 6.2.2.1 se
observa que la leucina 154 se encuentra modificada en los ort6logos de maiz (L154V) ZFL1
y ZFL2 y en LSLFY y en TOLFY1 (L154l).

Las otras tres leucinas presentes en las posiciones 124, 139 y 146 se han descrito como
conservadas en monocotiledéneas y dicotiledoneas (Siriwardana & Lamb, 2012b). Sin
embargo, en el alineamiento de la Figura 6.2.2.1 se muestra que la Unica leucina conservada
entre estos linajes de angiospermas e incluso en todo el grupo de embriofitas es la

correspondiente a la posicion 131.

En la secuencia de TbLFY1, se encontrd una insercion de metionina en la posicion 103 y una
delecion en la posicion 108 en ThLFY1. Ninguna de estas sustituciones se encuentra en otra
embriofita. Para LSLFY y TbLFY1 también se encontro la mutacion en la posicion 169 de
una leucina, que es un aminoacido no polar. En esta posicion siempre se encuentra un acido
glutdmico que presenta carga negativa. Aunque el E169 estd muy conservado en embriofitas,

no se tienen analisis de los efectos de las mutaciones puntuales en este sitio.
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Sustituciones encontradas en el Dominio N-terminal para LsLFY, ThLFY1 y TbLFY2
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Figura 6.2.2.1. Alineamiento de la region N-terminal de las secuencias de aminoacidos de LSLFY, TbLFY1, TbLFY2 y sus homdlogos en gimnospermas (verde),
angiospermas basales (verde claro), Magndlidas (morado), monocotiledoneas (negro) y dentro de este grupo L. schismatica y T. brevistylis en rojo,
dicotileddneas (azul). En el alineamiento las cajas azules sefialan residuos Unicos para los pardlogos de T. brevistylis, las cajas rojas residuos Unicos para L.
schismatica y las cajas naranjas sefialan residuos que parecen ser especificos de Triuridaceae. En la parte inferior del alineamiento se indican con flechas las
posiciones donde se encuentran las leucinas conservadas descritas en el trabajo de Siriwardana & Lamb, 2012b. Algunas de estas leucinas se han propuesto como

conservadas en traqueofitas (subrayadas en azul) y angiospermas (enmarcadas en un cuadro negro). La posicion 131 sefialada en un rectdngulo rojo se refiere a la
Unica leucina conservada en traqueofitas en este alineamiento.
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En el caso de la sustitucion de L1541 en LsLFY y TbLFY1 se trata de aminoécidos no polares al igual que la leucina que

generalmente se encuentra en esta posicion, por lo que podria no implicar cambio significativo a nivel estructural y/o funcional.

Sin embargo, esta sustitucion podria tener efectos sobre la capacidad de homodimerizacion de estas proteinas, ya que la mutacion

de las cinco leucinas en LFY de A. thaliana, cuando son convertidas en alaninas tienen como consecuencia la reduccion de la

fuerza de las interacciones LFY-LFY, que disminuyen la habilidad de complementar mutantes Ify (Maizel, et al., 2005).

Es posible que las sustituciones presentes en el dominio N de los ortélogos de ambas triuridaceas modifiquen la capacidad de

autodimerizacion LFY-LFY. Esto podria sugerir que en las triuridaceas mexicanas LFY tiene actividad como mondmeros, aunque

no han sido reportados casos como este previamente y al menos para LFY, la union cooperativa a DNA como dimeros es esencial

para que este factor de transcripcion ejerza su actividad biologica. Las sustituciones observadas en LSLFY y ThLFY1 se resumen

en la siguiente tabla:

Dominio

‘ Posicién ‘ Embriofitas

LsLFY

TbLFY1

Observaciones

Referencia

Dimerizacién
(N-terminal)

negativamente

103 _ _ Insercionde M | No presente en ninguna otra | Este trabajo
embriofita.
108 Delecion
154 L | | Reduccion de la fuerza de interaccion | Siriwardana &
No polar No polar No polar LFY-LFY. Lamb, 2012 y
Conservacion de la identidad quimica | este trabajo
del aminoécido.
169 E L L Posicion altamente conservada en | Este trabajo
Cargado No polar No polar embriofitas.

Tabla 6.2.2.1. Resumen de las principales sustituciones en el dominio de dimerizacion encontradas en las secuencias de los ortlogos de LsLFY, TbLFY1y

TbLFY2, respecto a las secuencias de homologos de otras embriofitas.
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e Dominio C terminal de LFY
El dominio C corresponde al sitio minimo de union a DNA y la fuerte conservacion de su
secuencia entre homodlogos, sugiere que la funciébn molecular de LFY también esta
conservada. Se ha propuesto que este sitio es el principal responsable de la divergencia de
funcion de LFY (Maizel, et al., 2005).

Un andlisis de esta regién para las secuencias de aminodcidos de LsSLFY, TbLFY1l y
TbLFY2 mostrd varias sustituciones en sitios altamente conservados para otras embriofitas
(Figura y tabla 6.2.2.2) siendo las mas relevantes las presentes en aquellos residuos que
Hames et al. (2008) han establecido como involucrados en dimerizacién (posicién 527) y de
interacciones involucradas con el esqueleto de DNA (posiciones 431, 445, 517 y 520), asi
como el sitio 451, cuya mutacion puntual tiene como consecuencia la actividad parcial de
LFY, indicando que ese sitio es crucial para la union a DNA (Maizel, et al. 2005). En la tabla
6.2.2.2 se enumeran las mutaciones principales encontradas en la region C-terminal de
LsLFY, TOLFY1y TbLFY2.
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Sustituciones encontradas en el Dominio C-terminal para LsLFY, TbLFY1 y TbLFY2
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DGGORQREH-PFIVIEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEECRGFLIQVONIAKERGEKCPTKVTNQVFRYA-KSMG-=-ASY INKPXMRHYVHCYALECLDEAS
GVGERQREH-PFIVTEPGEVARGKXNGLDYLFHLYEQCREFLIQVOSLAKERGEKCPTXVTNQVFRYA-KKAG--ASY INKPKMRHYVHCYALECLDEDT
ACELRSREH-PFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLFEQCRQYLIQVONIAKDKGEKCPTXKVTNQVFRYA-KKVG--ASY INKPKMRHYVHCYALECLDEET
AAGERQREH=-PFIVTEPGEVARAKKNGLDYLFHLYEQCREFLLOVQSLAKERGOKCPTKVTNQVFRYA-KRTG=-ASY INKPKMRHYVHCYALHECLDEEG
AAGERQREH=-PFIVTEPGEVARAKKNGLOYLFHLYEQCREFLLOVQSLAKERGOKCPTKVTNQVERYA=KRTG=~ASY INKPKMRHYVHCYALHCLDEEG
GAGERQREHDPFIVTEPGEVARAKKNGLDYLFHLYEQCHE FLLOVQAVAKERGODECPTKVTNLVFRYA=KKVG-=ASY INKPKMRHYVHCYALHVLDEEA
GGTERQREH-PFIVIVPGEVARAKKNGLOYLFHLYEQCRMFLGOVQALARQQGEKCPTKVTNQVERYA-RKTG~~ASH INKPKMRHYVHCYALECLOEEL
GG-ERQREH=-PFIVIESGEVARARKNGLOYLFHLYEECRGFLAQVOALAKERGOKCPTXVTNQVERYA=KKVR==ASY INKPIMRHYVHCYALECLDQQA
SGAERQREH=PFIVIEPGELARAKKNGLOYLFHLYEQCRQFLLOVQALAKERGOKCPTKVTNQVERYA=KIMG ==ACY INKPIMRHYVHCYAFECLDEEG
YG-ERQREH=-PFIVTEPGEVARAKKNGLDYLFHLYEQCREFLLQVQAMTKERGDKCPTKVTNQVFRYA-TKVG~-ASY INKPKMRHYVHCYALKECLDEES
SAAERQREH-PFIVTEPGEVARAKKNGLDYLINLYEQCHEFLLOVQSVAKERGDKCPTKVTNLVFRYAKKKVG=~ASY INKPKMRHYVHCYALKVLDEDA
GG-ERQREH-PFVVTEPGEVARAKKNGLDYLFHLYEQCRLFLLOVOSMAKLHGHKSPTKVTNQVFRYA-KKVG--ASY INKPKMRHYVHCYALHCLODEEA
G--ERQREH-PFVVIEPGEVARAKKNGLDYLFHLYEQCRVFLLOVOSIAKLGGEKSPTKVTNQVERYA-NKCG-=ASY INKPKMRHYVHCYALECLDEEA
GGGERQREH-PFVVTEPGEVARAKKNGLODYLFHLYEQCRVFLLOVOSLAKLGGHKSPTKVTNQVFRYA-KKCG-—ASY INKPKMRHYVHCYALECLDEDA
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QPEERQREENPFITAPGEVAR = ==N FHL QSL:\’-L.R TNEVERHR-RCGAGEEDCT 1K PrMALY VHC YALHCLDPRF
IVSERQREH=-PFIVTE PGEVARGKXNGLDYLFHLYEQCRDFL IQVQTI AKERGEKCP TXVTNQVFRYA=KKAG==ANY INKPKMRH YVHCYALECLDEAA
LGTERQREH=PFIVTEPGEVARGKXNGLDYLFHLYEQCREFLLQVQTIAXDRGEKCPTKVTNQVFRYA=KKSG==ASY INKPKMRHYVHC YALECLDEEA
GGAERQREH=PFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCREFLVQVONIAKEKGEKYPTKVTNQVFRFA-KKSG==ASY I NKPKMRHYVHCYALECLOEEG
GGIERQREH-PFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCRDFL IQVONIAKERGEKCPTKVTNQVFRFA-KKAG--ASY I NK PKMRHYVHC YAFECLDEEA
EEMRRQREH-PFIVTE PGEVARGKKNGLDYL FHLYDQCRDFLLQVQSLAKERGEKCPTKVTNQVFRYA-KKAG=~ASY INK PKMRHYVHC YALHCLDEHA
GGDERQREH-PFIVTE PGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCREFLIQVONTAKERGEKCPTKVTNQVFRYA-KKAG—~ASY INKPKMRHYVHCYALECLDEEA
GISERQREH-PFIVIEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCRDFLIQVONIAKERGEKCPTXKVTNQVERFA-KKAG——ASY INKPKMRHYVHCYALECLDEDA
GGGERQREH-PFIVIEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCRE FL IQVQAIAKERGEKCPTKVTNQVERYA-KKAG——ASY INKPKMRHYVHCYALECLDEEV
ATCERQREH-PFIVTE PGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCRDFLIQVQSTAKERGEKCPTKVTNQVFRYA=KKAG==ASY INK PKMRHYVHC YALKCLDEDA
ATCERQREH=PFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCRDFL IQVONT AKERGEKCPTKVTNQVFRYA=KKAG==ASY I NKPKMRH Y VHC YALECLDEDA
VCVERQREH=PFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCREFLLOVONI SKDRGEKCPTKVTNQVFRFA=KKAG==ATY INKPKMRHYVHCYALHCLEEDT
RGSEZRQREH-PFIVIEPGEVARGKXKNGLOYLFHLYEQCRDFL IQVONIAKERGEKCPTXVTNQVERYA-KKAG==ASY INKPKMREYVHCYALECLDEEA
° : 1 o ¢ o0

Aminoicido involucrado en:

1 Dimerizacion

Unién al esqueleto de ADN
Unién a bases de ADN
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Sustituciones encontradas en el Dominio C-terminal para LsLFY, TbLFY1 y TbLFY2
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Figura 6.2.2.2. Alineamiento de la region C-terminal de las secuencias de aminoécido de LsLFY, TbLFY1, TbhLFY2 y sus homoélogos. En la parte superior
del alineamiento se indican las regiones de la estructura secundaria propuesta de la proteina, como hélices beta y alfa. Los residuos involucrados en la
interaccién con bases de y el esqueleto de DNA estan marcados con circulos rojos y azules, respectivamente, debajo del alineamiento. Los rectdngulos

azules indican los residuos involucrados en la dimerizacion. En este alineamiento los aminoécidos marcados con rectdngulos rojos y los azules resaltan los
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aminodcidos de las secuencias de L. schismatica y T. brevistylis, respectivamente, que varian en sitios
altamente conservados en los demas taxones analizados. El asterisco sefiala la posicion 451, cuya mutacion
puntual tiene como consecuencia la actividad parcial de LFY, indicando que ese sitio es crucial para la union a
DNA (Maizel, et al. 2005). Las cajas azul claro sefialan aminoécidos que varian dentro del clado de las
monocotiledéneas y las cajas anaranjadas son aminoacidos presentes tanto en los ortologos de LFY de T.
brevistylis como en L. schismatica y que no se encuentran en los otros grupos. Panel A) Region comprendida
entre el aminoacido 365 al 465. Panel B) Region comprendida entre el aminoacido 466 al 575. Modificado de
Hamés et al., 2008.

La mutacién N445T en TbLFY2 es interesante porque en A. thaliana se ha reportado que la
mutacion N445D da lugar a una reduccion en la afinidad de unién al DNA lo que se traduce

en un fenotipo débil de pérdida de funcion (Maizel, et al. 2005).

Por otro lado, la posicion 451 es crucial para la union a DNA vy estd ocupada por histidina
(H) en helechos, gimnospermas y angiospermas. En esta posicion el ortdlogo en
Physcomitrella patens, PpLFY1, presenta acido aspartico (D) y la substitucion H451D
parece estar restringida a musgos verdaderos. En PpLFY1 este es el Gnico aminoécido que
aunque difiere de las secuencias de otras plantas estudiadas en el extremo C-terminal, su
mutacion no inactiva la proteina y es responsable de modificar la especificidad de union a
DNA en comparacion con sus ortélogos en angiospermas (H451). Ademas la mutacion de
este sitio en PpLFY1, activa parcialmente la transcripcion y en plantas transgénicas de A.
thaliana transformadas con PpLFY1 (D451H) provee actividad parcial de LFY (Maizel, et
al. 2005). Estas plantas forman Organos con caracteristicas petaloides y estaminoides
(Maizel, et al. 2005).

La H451 estd conservada en angiospermas, excepto para TbLFY1 y TbhLFY2, donde esta
sustituida por leucina. Este resultado demuestra que modificaciones en la posicion 451 no
son exclusivas de musgos y que este sitio en T. brevistylis podria reflejar una modificacion
importante en el dominio de unién a DNA, posiblemente modificando la funcion de LFY en

esta especie, como se ha propuesto en Physcomitrella patens (Maizel, et al. 2005).

La posicidbn 527 esta altamente conservada en embriofitas y estd involucrada en

dimerizacion. En esta posicion es comin encontrar histidina, un aminoacido polar, mientras
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que LSLFY1 y TbLFY2 presentan tirosina (Y) que es un aminoécido hidrofobico. En A.
thaliana la union cooperativa a DNA se ve moderadamente afectada en mutantes H527A y
se ha detectado que la H527 y la R530 son responsables para dicha union. En una basqueda
en el NCBI de todos los homélogos de LFY, se identificaron que s6lo los ortdlogos de LFY
en Salix discolor y Popolus trichocarpa presentan esta tirosina en la posicion 527. Ademas,
P. trichocarpa presenta dos ortdlogos de UFO (No. Acceso: XP_002303341.1 y
XP_002326440.1).

Es interesante mencionar que los Populus o alamos son dioicos, con inflorescencias
compuestas de flores unisexuales encontradas en arboles separados, aunque ocasionalmente
se encuentran inflorescencias mezcladas o flores hermafroditas (Rottmann et al., 2000).
Como se refirid en la introduccion, en T. brevistylis también se han identificado flores

atipicas que son bisexuales en una especie considerada como dioica (Figura 6.2.2.3).

Las modificaciones en los residuos de
aminoacidos en la posicion 527 asi como el
namero de paralogos de LFY (TbLFY1l y
TbLFY?2) en T. brevistylis o de ortélogos de
UFO en otras especies como P. trichocarpa
(Populus trichocarpa 1 y Populus trichocarpa
2), podria ser importante para la generacion de
inflorescencias unisexuales pero tambiéen, para
un bajo porcentaje de homeosis en estas
especies. Las sustituciones observadas en
LsLFY y TbLFY1 se resumen en la tabla
6.2.2.2.

Figura 6.2.2.3. Plantas homedticas de Triuris brevistylis. A) En la misma inflorescencia se aprecia el
desarrollo de flores masculinas (flechas azules) y flores masculinas (flechas blancas). B) y C) Flor bisexual
en la que se observa el desarrollo de gineceo (asterisco amarillo) y androceo (asterisco blanco) en una misma

estructura floral.
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Dominio

Union a DNA
(C-terminal)

Posicion

Embriofitas

LsLFY

TbLFY1

TbLFY 2

Observaciones

Referencia

389y 390 K Delecion Delecion Conservados en traqueofitas | Hames et al.,
Cargado Posible participacién en 2008 y este
interacciones con otras trabajo
proteinas
431 R E Importante para la unién al
Cargado Cargado esqueleto de DNA
positivamente negativamente
445 N T Importante para la union al | Maizel, et al.
Polar No polar esqueleto de DNA 2005 y este
451 H L L Necesario para la unién a trabajo
Polar No polar No polar DNA
No es Unica de musgos
517 Y _ H Importante para la uniénal | Hamés et al.,
Hidrofobico Polar esqueleto de DNA 2008 y este
520 T K _ Y Importante para la union al trabajo
No polar Cargado Hidrofobico esqueleto de DNA
527 H Y _ Y Dimerizacion Hames et al.,
Polar Hidrofobico Hidrofobico 2008 y este
trabajo

Tabla 6.2.2.2. Resumen de las principales sustituciones en el dominio C terminal de uniéon a DNA encontradas en las secuencias de los ortlogos de LsLFY,
TbLFY1y TbLFY2, respecto a las secuencias de homologos de otras embriofitas. Para la secuencia de TbLFY1, los guiones representan posiciones para las
cuales no se tiene informacion
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6.2.3 Relaciones evolutivas
Para conocer las relaciones evolutivas de los homdlogos de LSLFY se construyd un arbol

filogenético enraizado con las secuencias de aminoacidos de sus homélogos en Pinus. Figura
6.2.3.1. Este arbol muestra que de forma general, la topologia de las relaciones evolutivas de
estas proteinas concuerda con la topologia recuperada en trabajos donde se analiza la
filogenia de especies (APGIII, 2009), al obtenerse dos grandes grupos: las monocotiledoneas

y las dicotiled6neas.

Las secuencias de LFY obtenidas para ambas Triuridaceas mexicanas se agrupan en el clado
de ortélogos de monocotileddneas. De los dos paradlogos de T. brevistylis, TOLFY2 parece
presentar una tasa de evolucion mayor respecto a TOLFY1 y respecto a los otros homologos

de LFY analizados.

Como se ha mencionado, se cuenta con secuencias parciales por lo que sera interesante
comprobar estos resultados una vez que se hayan amplificado totalmente las secuencias de
TbLFY1 y TbLFY2, asi como llevar a cabo analisis de evolucion molecular a nivel de
nucleotidos sobre cada una de las secuencias de LFY encontradas en L. schismatica y T.
brevistylis, con el fin de ver si hay sitios que estén sujetos a seleccion diferencial y si éstas
coinciden con los aminoacidos descritos arriba como importantes para el plegamiento,

homodimerizacion e interaccion proteina-DNA de LFY.
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Alstroemeria AlsLFY1
Alstroemeria AlsLFY2

Cypripedium
Orchis OrcLFY
Hyacinthus
Narcissus
Lilium

Juncus JunefLFY

Monocotiledineas

Orvza RFL

Zea IFL1

Zea ZFL2

Lacandonia LsLFY
Triuris ThLFY1
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£ Triuris ThLFY?2

7d Eucalyptus ELF1
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Arabidopsis LFY
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Chrysanthemum DFL
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Vitis
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Antirrhinum FLO
Popolus
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Pinus PRFLL I Gimnospermas

—
01

Figura 6.2.3.1. Anélisis de relaciones evolutivas de LFY generadas por el método de maxima verosimilitud.
La historia evolutiva fue inferida utilizando el método de méxima verosimilitud basado en el modelo JTT
(Jones, et al. 1992). Los valores de confianza para la filogenia, se determinaron de acuerdo con 1000 réplicas.
De lado izquierdo se muestran los valores de confianza obtenidos por remuestreo (bootstrap value) y los
asteriscos indican valores menores a 50. Se utiliz6 una distribucion discreta Gamma para modelar la
diferencia en las tasas evolutivas entre sitios (parametro =0.9662). Las tasas del modelo de variacion permite
que ciertos sitios sean evolutivamente invariables ([+1], 7.7224% sitios). El andlisis involucra 30 secuencias
de aminoAcidos. El &rbol estd dibujado a escala, con la longitud de las ramas proporcional al nimero de
sustituciones por sitio. Todas las posiciones ambiguas fueron removidas para cada par de secuencias. Se
consideraron 575 posiciones en el juego de datos final. Los andlisis evolutivos fueron construidos en MEGA
(Tamura et al. 2011).
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6.2.4 Posibles impactos de la duplicacion de LFY y AP3 en el fenotipo floral de T.
brevistylis y L. schismatica
A pesar de la diferencia en las historias de duplicacién de LFY/FLO y AP3/DEF, estos genes

interactian en una via esencialmente conservada, fundamental para el establecimiento de al
menos el verticilo de estambres (Ingram, et al., 1995). En este sentido, es relevante el hecho
de que T. brevistylis presenta dos genes AP3 (Cappello et al., sin publicar, citado en: Garay-
Arroyo et al.,, 2012; ver tesis de Dolores Fuentes, 2013) y dos paralogos de LFY
(documentados en este trabajo). Sera fundamental investigar el papel que estas duplicaciones
puedan tener en el diocismo aparente de T. brevistylis y sobre todo, en la evolucién del linaje
de Lacandonia, ya que la evidencia actual sugiere que estas dos especies son taxones
hermanos (Davis et al., 2004; Rudall & Bateman, 2006). El andlisis de otras especies dentro
de estos dos géneros, como son L. brasiliana (Melo y Alves, 2012) y otras Triuris (Maas y
Rubsamen, 1986), seran importantes para determinar si existi0 una duplicacion de los
ortologos de AP3 y LFY en T. brevistylis que no sucedié en L. schismatica o si uno de los
ortologos de cada uno de los genes se perdid en este ultimo género.

Por su parte, las duplicaciones de TbAP3 y TbLFY pueden haber sido objeto de presion de
seleccion diferencial, permitiendo la adquisicibn de nuevas funciones via
subfuncionalizacién -restriccion del dominio de expresion de los paradlogos comparados con
lo que ha sido documentado en homdlogos funcionales de genes de copia Unica- y/o
neofuncionalizacién -a través de un cambio en el dominio de expresion en otro verticilo u
organo, o adquiriendo nuevas funciones relativas a las del gen pardlogo (Vandenbussche et
al., 2004).

Los fenotipos homeoticos de algunas T. brevistylis (Figura 6.2.2.3) sugieren que al menos en
algunos individuos de la especie, se encuentra la presencia activa de todos los genes
necesarios para establecer los 6rganos reproductivos femeninos y masculinos, por lo que se
requiere de experimentos posteriores para determinar si en ambos sexos se encuentran de
manera habitual y activa los dos transcritos de los paralogos de LFY y de AP3 o sélo en
plantas con flores bisexuales. También sera util comparar los resultados obtenido con otras
Triuridaceas para determinar si el hecho de que L. schismatica sea el Unico género monoico

de la tribu Triuridae pudiera deberse a la pérdida de una copia de AP3 y de LFY y a la
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neofuncionalizacion de la copia restante o debido a otros procesos genético-moleculares.

6.2.5 Disefio de sondas.
Otra aproximacion para investigar los posibles cambios en funcion de un gen transcrito es

mediante la observacion de sus patrones de expresion in situ, lo que es complementado
habitualmente con experimentos funcionales donde se analizan los fenotipos de mutantes de
pérdida de funcidn, sobre-expresion y recuperacion de dicho gen. En el caso de los genes
ortélogos de LFY recuperados en este trabajo para L. schismatica y T. brevistylis, serd
fundamental observar sus patrones de expresion con el fin de generar hip6tesis funcionales
en torno a qué interacciones proteina-proteina entre factores de transcripcion y otros factores
regulatorios como UFO, pudieran haber sufrido cambios moleculares que impacten en su
patron de expresion espacio-temporal. Esta aproximacion sera particularmente util con los
ortologos de LFY en T. brevistylis, donde uno de estos dos paralogos (TbLFY2) parece haber

sufrido mayores sustituciones que el otro.

Bajo los criterios sefialados en la seccion de metodologia se eligié una region de la secuencia
de TbLFY1 en la que TbLFY2 presentaba una delecion de nueve nucleétidos para evitar
falsos positivos en la hibridacion in situ (Figura 6.2.5.1). Las sondas para LsLFY de 157
nucleotidos y para TbLFY1 de 108 nucleotidos fueron disefiadas en el extremo C-terminal.
Ademas se disefiaron oligonucleétidos (Tabla 6.2.5.1) para su amplificacion a partir de la

secuencia previamente introducida en vector de clonacion, como se detalla en metodos.
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BFL GGAGTCGTCRGCCEECGECEECEECEEEGAGCEECAGAGEEAGCATCCTTTCATGETGAC 683
LaLFY GGCGTCTEC-———GGCGATAGTGGCAAGG————— CAGAGEGAGCACCCGITCATCGIGAL] 530
TBLFYl ~ —mmmmmm——m—e GGTAACAGCAACAAGG-———— CAGCGEGAGCACCCGTTCACGGTGAC] 408
TELFY2 ~ —mmmmmmmmmmmmmmmm e GGCA——G-———-— CGEGAGGAGCTCCCGTTCACTCIGAC &1
* * * & FhHEHK FE KEH FEEE
RFL GGAGCCCGGCGAGGT GECGAGEGCCARGARGARCGEECTGGACTACCTGTTCCATCTGTA 743
LsLFY GGAGLLCGGGGAGGTGOLCAGG I CGARGARGARLGOGLIGEACIACCIGT ICCACCICIA] 590
TbLFY1 GGAGCCGEGCGAGET GECGAGEEEGARAARGARCGEEATCGACTATCTCTTCCATCTCTA| 468
TbLFY2 GGCGCCGEEGEAGETGEC-———————— GCGGAACGGTGTGGACGAGCTCTTCCACCTCTA 132
*k kEkEk kk khkkkkkkk khkkkkd * kkk &k kEk kkkkk Fk *Ek
RFL CGRAGCAGTGCCGCCTCTTCCTGCTGCAGGTGCARTCCATGECTARGCTGCATGEACACAR 803
LSLFY e R e e e g R e e e e e e o e T e e e e e e e e e e R 649
TBLFY1 CGACCAGTGCATGGCCTACCTGCTAGAGRTGCAGTTGCTGECGCGEEAGAGEGEECGERAR 528
TbLFY2 CGACGAGTGCATGGCETATCTGCTGEAGETGCAGTCECTGECGCGEEAGAGAGEECGGEA 192
EE L] FEHEHHE * *E O KE FEEEEEE K HEEK * * HHE *
RFL GTCCCCA-ACCARGGTGACGAACCAGGTGT TCCGGTACGCGAAGAAGGTCGEGEC-————- 857
LsLFY [EGTGCCCCACARRGGILACARACCAGETGTTCCGECACGOCCGAG-——-C66666----C 701
TbLFY1 GCCACCG-GCGARGGTGGCGAMCGAGETETTCGAGCACETCOGEEEAGCCGECEC-———- 582
TbLFY2 GGTGCCG-GCGARGATARCGAACGAGGTGT TCCOGCACGCACGEGECECTGEAGGAGARG 251
K * KEFE K * kEF FEEkEkEEEE * kEkE *k K

Figura 6.2.5.1 Alineamiento de homdlogos de LsLFY y TbLFY. La caja negra muestra la seccion

correspondiente a las sondas disefiadas para experimentos de hibridacion in situ.

Ya que LFY es un factor de transcripcion especifico de plantas y que presenta un alto nivel
de conservacion dentro del reino Plantae, mientras que no presenta similitud aparente con
otras proteinas (Maizel, et al. 2005), la sonda de LSLFY se analizd contra la base de datos del
NCBI y su especificidad se comprobd al encontrar parecido con RFL LFY, FIM y otros
ortologos. En el caso de TbLFY1, debido a que no se ha reportado ninguna secuencia similar,
la especificidad del sitio elegido para la sonda se comprob6é con ayuda del programa

BLASTX vy la sonda present6 parecido con los homdlogos de LFY y FIM.

Sequence (5'->3") Sonda  Tamario (pb) Orientacion Longitud

0

GGAGCACCCGTTCATCGTGA | LsLFY 157 Sentido 55.9 20
GACCTTTGTGGGGCACTTCT Antisentido | 53.8 20
GAGCACCCGTTCATCGTGAC | TbLFY 108 Sentido 55.9 20
CTCTAGCAGGTAGGCCATGC Antisentido | 55.9 20
Tabla 6.2.5.1. Oligonucledtidos propuestos para la amplificacién de las sondas sintesis de cDNA de las

sondas sentido y antisentido de de LsUFO, LsLFY y TbLFY1
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6.3 Reguladores de LsAP3: UNUSUAL FLORAL ORGANS (LsUFO)
Se identificaron un ortélogo de UFO para L. schismatica (LsUFO) y una secuencia parcial

correspondiente al ortdlogo de T. bevistylis (TOUFO). Este descubrimiento es consistente con
la tendencia general observada durante la busqueda en el NCBI de ortélogos en otras
angiospermas en las que solo se ha encontrado una copia de este gen, siendo el maiz (Zea
mays subsp. mays) y Populus trichocarpa las pocas excepciones conocidas en donde se
detectaron dos ortdlogos, pero para los que no se tienen andlisis de funcién ni de homologia

previos.

La secuencia de UFO de ambas triuridaceas presenta un alto porcentaje de aminoéacidos
iguales entre el par de secuencias alineadas, o grado de similitud, (72.1%), a nivel de

aminoacidos en la region para la cual se tiene informacion de ambas especies.

A nivel estructural, LsUFO carece de intrones al igual que su ortélogo en Arabidopsis, lo que
contrasta con otras monocotileddneas de las que se tiene informacion (Poales), que presentan
dos exones y un intron (Figura6.3.1). Este gen y su transcrito tienen un tamafio de 1,197 pb y

la proteina de LsUFO es de 399 aminoé&cidos.
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Figura 6.3.1. Comparacién de secuencias de DNA gendmico entre APO1, LsUFO y UFO.
6.3.1 Obtencion de secuencias homdlogas de LsUFO
Para realizar los andlisis de homologia de UFO, se encontrd el marco de lectura correcto y se
buscaron secuencias de aminoacidos homdlogas a LsUFO, TbUFO, UFO de A. thaliana
(Ingram et al. 1995) y APO1 de O. sativa (lIkeda et al., 2007) mediante un analisis con el
programa BLAST. Tras la curacion de las secuencias, se obtuvieron 30 homdlogos de
LsUFO en angiospermas mientras que se utilizé como grupo externo el ortélogo de este gen
en Picea abies (gimnosperma). Una limitacion de las secuencias de referencia obtenidas es
que la caracterizacion funcional de homdlogos de UFO en angiospermas en general y
monocotiledoneas en particular estd pobremente estudiada, existiendo para estas ultimas,
andlisis de homologia y funcidén Unicamente para APO1 de O. sativa (lkeda et al., 2007).
Ademas, de los 11 registros de monocotileddneas encontradas en la base de datos del NCBI
todas pertenecen a la familia Poaceae y 9 estan incompletas, careciendo del dominio F que
caracteriza a la familia de proteinas a la que pertenece UFO. A pesar de esta limitacion
dichas secuencias fueron incluidas para ampliar el namero de ortélogos comparados en

monocotiledéneas. En el caso de las dicotiledoneas, al existir mas informacién, Gnicamente
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se utilizaron aquellos registros en los que se tenian las secuencias completas.

A nivel de amino4cidos, el alineamiento de homologos de LsUFO y TbUFO muestra la
estructura bipartita tipica de las proteinas F-box (Kipreos & Pagano, 2000; Figura 6.3.1.1).
En el dominio N-terminal se encuentra conservada la caja F que tipicamente es requerida
para la interaccion directa con Skpl del complejo SCF mientras que el extremo carboxilo
terminal contiene un fragmento altamente conservado; ver Figura 6.3.1.1. Si bien el dominio
F-box estd relacionado con el reclutamiento de proteinas blanco en el complejo SCF
mediante interacciones proteina-proteina (Bai et al., 1996), para UFO no estan caracterizados
funcionalmente otros motivos fuera de la caja F, aunque en ensayos experimentales en los
que esta caja se elimina se ha demostrado que la interaccién con LFY es mas fuerte, al
menos en analisis de doble hibrido (Chae et al., 2008).
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amino&cido en dicha posicion. Panel A: Region comprendida entre los aminoacidos 1 al 200 de la secuencia
consenso. Péanel B: Region comprendida entre los aminodcidos 201 al 400. Panel C. Region comprendida entre
los aminoécidos 40l al 539

Debido a que UFO pertenece a una de las superfamilias de proteinas mas grande conocida
(familia de proteinas F-box: FBX; Kipreos & Pagano, 2000), se realiz6 un &rbol filogenético
con las secuencias de ortdlogos de UFO para corroborar origen comun (Figura 6.3.1.2).
Adicionalmente se incluyeron secuencias de posibles pardlogos de UFO (llamados “UFO-
like” en este trabajo) encontrados en A. thaliana y O. sativa a partir de la basqueda de
secuencias en el NCBI y utilizando secuencias UFO-like de L. schismatica como referencia.
También se buscaron posibles parélogos de LsUFO y TbUFO a partir de datos del
transcriptoma contrastados con la informacion de las secuencias consenso generadas. Este

andlisis permitié evitar el uso de secuencias “UFO-like”.
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Figura 6.3.1.2. Arbol filogenético que muestra que LsUFO y TbUFO constituyen un clado con UFO, FIM,
APQO1, DOT, AN, STPy PFO, mientras que las proteinas UFO-like se agrupan en otros clados. Las relaciones
relaciones evolutivas de UFO se generaron por el método de maxima verosimilitud basado en el modelo JTT

(Jones, et al. 1992). Los valores de confianza para la filogenia, se determinaron de acuerdo con 1000 réplicas.

Se utilizé una distribucién discreta Gamma para modelar la diferencia en las tasas evolutivas entre sitios
(parametro = 1.4691). De lado izquierdo se muestran los valores de confianza obtenidos por remuestreo
(bootstrap value) y los asteriscos indican valores menores a 50. El analisis involucra 51 secuencias de
aminoacidos. El arbol esta dibujado a escala, con la longitud de las ramas proporcional al nimero de
sustituciones por sitio. Todas las posiciones ambiguas fueron removidas para cada par de secuencias. Se
consideraron 694 posiciones en el juego de datos final. Los analisis evolutivos fueron construidos en MEGA
(Tamura et al. 2011).

Los UFO-like formaron un clado claramente distinguible y separado de los ortélogos de
UFO tales como LsSUFO, TbUFO, UFO de Arabidopsis (Ingram et al., 1995), APO1 de
arroz (lkeda et al., 2007), FIM de Antirrhinum (Simon et al., 1994), DOT de Petunia x
hybrida (Souer et al., 2008), ANANTHA (AN) de Solanum lycopersicum, STANINA
PISTILLOIDA (STP) de chicharo (Taylor, et al., 2001), Medicago truncatula (Wang, et al.,
2008) y de PROLIFERATING FLORAL ORGANS (PFO) en Lotus japonicus (Zhang et al.,
2003). Lo anterior indica que las secuencias amplificadas de LsUFO y TbUFO son ortologos
de UFO. (Figura 6.3.1.2).

Para determinar los porcentajes de similitud de LsSUFO respecto a otras embriofitas se generd
una matriz (Apéndice 7; Tabla A.7.2). En el caso de las secuencias de referencia de
monocotiledoneas solo se compar0 la region compartida entre éstas y LsUFO. Los analisis
de similitud se enfocaron en la caja F, cuya funcion es la de proveer de sustrato especifico al
complejo SCF para su ubiquitilacion y posterior degradacion via proteosoma 26S (Craig &
Tyers, 1999). Ademas se compard otra seccion para la cual se tenia informacién, dado lo
incompleto de las secuencias encontradas en el NCBI. Dicha regién va del aminoécido 110 al
354 (Apéndice 7; Tabla A.7.2).

La secuencia de aminoacidos de la caja F en LsUFO presenta una alta similitud con las otras
embriofitas analizadas; x > 53.1%, teniendo el mayor porcentaje de similitud con Misopates

(73.5%), seguida de Antirrhinum con un 71.4% de similitud. Es importante sefialar que a
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nivel de la caja F, LsUFO presenta una mayor similitud con dicotiledoneas que con
monocotiledoneas. De éstas ultimas, con la que presenta una mayor similitud es con APO1
de O. sativa (63.3%).

6.3.2 Dominios conservados: Caja F
En la literatura se encontrd una secuencia consenso para la caja F inferida a partir de la

comparacion de varias proteinas de esta familia pertenecientes a organismos muy variados
(Gagne, et al., 2002). Sin embargo, hasta este trabajo no se tenia referencia de una secuencia
consenso de la caja F para homologas de UFO. Con el fin de determinar la region
correspondiente a la caja F para esta proteina, se realiz6 una blsqueda en la base de datos
PROSITE (Sigrist et al., 2010) http://prosite.expasy.org/, en la que se identifico este motivo
con una longitud variable de 47 a 50 aminoacidos en Pfam (Pfam00646)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/Structure/pssm/pssm_viewer.cgi?cd=pfam00646&mode
=Position), la longitud de dicha caja fue finalmente refinada a 49 aminoé&cidos. Este
fragmento contiene dos aminoacidos caracteristicos de cajas F: una lisina (L) y una prolina

(P) en la posicion 6 y 7 respectivamente (Gagne et al., 2002; este trabajo).

Los resultados aqui descritos deben ser corroborados una vez que se tenga informacion de
méas ortdlogos de UFO en un numero mayor de angiospermas, sobre todo de

monocotiledoneas no-poaceas.

En la Figura 6.3.2.1, mediante un analisis comparativo de los residuos presentes en las
secuencias de UFO comparadas, se encontraron aquellos aminoacidos que definen al grupo
de las embriofitas (aminoacidos en verde de la secuencia consenso). Ademas se identificaron
aminoacidos que definen al grupo de las angiospermas (cajas gris oscuro), asi como
aminoacidos compartidos entre gimnospermas y monocotiledéneas o gimnospermas Yy

dicotileddneas (cajas gris claro).

En la Figura 6.3.2.1 también se detallan sobre la secuencia consenso los aminoacidos que
definen a cada grupo: embriofitas, gimnospermas, monocotiledoneas y dicotileddneas. Asi
como sitios muy conservados que diferencian monocotiledoneas y dicotiledoneas. Se

encontraron en particular dos sitios donde hay aminoacidos que definen y diferencian los
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grupos de las angiospermas: (L-82) y (R-98); en monocotiledoneas (1-82) y en dicotiledoneas
(K-98).

La caja F de LsUFO presenta varios aminoacidos que no estan presentes en ningin otro
grupo de embriofitas en dicha posicién y otros 12 aminoacidos Unicos para el clado de los
ortélogos de UFO en monocotileddneas. Por otro lado destacan tres aminoacidos en LsUFO
que son especificos para dicotiledoneas. Finalmente en LsUFO resalta el hecho de presentar
el aminoécido A88 (aminoécido no polar) mientras que el resto de las embriofitas tienen
P88 (aminoé&cido hidrofébico). En términos generales, la caja F de LsSUFO presenta mayor

similitud con dicotiledéneas que con monocotiledoneas.

75



RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis comparativo de la caja F de homdlogos de UFO

70 80 90 100 110
a) Consenso Rx“'xxl._l.’xx-!.:DRxx.-\xEl’ xxx Fx xxRxxC xRx xx Lxx.Sxx FLxx xxxx
Picea LWSMmMEPK L IEK TGACLPPPSFFRMRSVCRYWYRLLFSDS FLELCADA
Sorghum RV&CWQ VILAC TPSFLRLRAACHRRFCNLIYSSPFLESHLLL
Oryza APO1 RVWRRIEEIQ P Il \,..P'I‘-’S['.aRLRAAC RIFYHLLFSSPFLHSHLLL
Zea ZmFIMa RV'A‘GRQ?I VILACLPTPSFLRLRATCRR|IFCSLIYSSPFLHSHLLL
Zea ZmFIMb RV'NSREQP:. RVILACLPTPSFLRLRAACRRIFGNLIYSSPFLHSHLLL
Lacandonia LsUFO Rrwmmo ILAFLPPEAFFRARSVC RW;“{AI.I FSTYFLDLHDHL
ArabidopsisUFO RIW VIAFLPPPAFFRTRCVCKRIFNSL LFS.‘\TFLE_’TYLQL
AntirrhinumFIM R I IIACLPPPAFFRSRSVCKRIWYSLIFSTT F..‘E..LHLQA
Capsicum RI RIIIAFLPPPAFFRARAVCKRIFYGLLYSSHFLELYLQV
Glycine RI WV IAFLPPPAFFRARCVCKRIWYALL FSNTFLELYLQV
Lotus Pfo RI RVIAFLPTPAFFRARSVCKRWYSLLFSNTFLELYLHL
Medicago Stp RI ITIAFLPPPAFFRARSVCKR|FYSLL FSNSFLEELYLQV
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Figura 6.3.2.1. Alineamiento de aminoécidos pertenecientes a la caja F de homologos de UNUSUAL FLORAL

ORGANS en espermatofitas. En azul se resaltan los dos residuos de aminodcidos mas conservados en todas las
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cajas F comparadas; la leucina y la prolina en la posicion 6 y 7, respectivamente (Jonkers & Rep, 2009). a)
Las cajas grises indican aminoacidos conservados dentro del grupo de las angiospermas. b) Las cajas negras
indican sitios conservados que definen a la caja F en ortélogos de dicotiledoneas y monocotiledoneas
respectivamente. Las cajas rojas, resaltan aminoacidos que varian de forma Unica en LsUFO mientras que éstos
se encuentran conservados para el resto de los ortélogos de embriofitas analizados en este trabajo. Los
rectangulos rojos de lineas delgadas resaltan los aminoacidos de LsUFO que no se encuentran en los ortdlogos
de monocotiledéneas analizadas y que son definitorios para los ortologos de dicotiledéneas. Las cajas azules
son aminoacidos que no estan presentes en ortdlogos de otras monocotiledéneas estudiadas. En la secuencia
consenso los aminoacidos subrayados son aquellos conservados respecto a la secuencia consenso de la caja F.
El dominio Pfam00646 fue obtenido de Pfam

(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/Class/Structure/pssm/pssm_viewer.cgi?cd=pfam00646&mode=Position). El
color de los aminoacidos indica el grupo al que define un aminoacido particular presente en determinada
posicion de los ortélogos estudiados. Negro: espermatofitas, verde: angiospermas, azul: dicotiledéneas y rojo:
monocotileddneas. En la parte inferior, los asteriscos negros sefialan aminoacidos conservados en embriofitas,

los verdes en angiospermas y los rojos sefialan aminoacidos que varian Unicamente en LsUFO.

6.3.3 Relaciones evolutivas
Para esclarecer las relaciones evolutivas de los homologos de LsUFO se construyeron dos

arboles filogenéticos enraizados (Figura 6.3.3.1). El primero se gener6 con la region de las
secuencias en las que habia informacion para todos los homélogos de LsUFO (aminoéacido
110 al 354). El segundo arbol se genero utilizando toda la informacion —incluida la caja F en
el extremo amino terminal- de las secuencias obtenidas del NCBI, aun cuando la mayoria de
las secuencias de los ort6logos de Poales y la de T. brevistylis son parciales (ver alineamiento
de Figura 6.3.1.1). Ambos arboles filogenéticos recuperados estan en concordancia con la
filogenia de las angiospermas en cuanto a recuperar dos grupos principales: las
monocotiledoneas y las dicotiledoneas. Y en ambos arboles se recupera la posicion de

LsUFO y TbUFO dentro de los homdlogos de monocotileddneas.

Es imprescindible realizar estos andlisis nuevamente una vez que: 1. se tenga un mayor
namero de secuencias que estén completas, sobre todo de monocotiledoneas mas cercanas a
Triuridaceae, 2. que las secuencias parciales que ya se tienen de poales se completen. LsUFO
y TbUFO quedan agrupados en el clado de los ort6logos de UFO de monocotiledoneas, pero
como grupo hermano a las poales. Ademas, la tasa de sustitucion de LsUFO y TbUFO parece

ser mayor a la de los otros taxones analizados.
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Figura 6.3.3.1. Analisis de relaciones evolutivas de UFO generadas por el método de maxima verosimilitud. A) Arbol reconstruido utilizando la region para la que habia
informacion para todas las de los taxones incluidos. El arbol fue inferido a partir de 1000 réplicas. Se utilizé una distribucion discreta Gamma para modelar la diferencia en las
tasas evolutivas entre sitios ( parametro = 1.3236). Se consideraron 246 posiciones en el juego de datos final. Los analisis evolutivos fueron construidos en MEGA (Tamura et al.
2011). B) Arbol reconstruido utilizando todas las secuencias disponibles. La historia evolutiva fue inferida utilizando el método de maxima verosimilitud basado en el modelo
JTT (Jones, et al. 1992). El arbol fue inferido a partir de 1000 réplicas. Se utiliz6 una distribucion discreta Gamma para modelar la diferencia en las tasas evolutivas entre sitios
(parametro = 1.2654). Todas las posiciones ambiguas se removieron para cada par de secuencias. Se consideraron 539 posiciones en el juego de datos final. Los analisis
evolutivos fueron construidos en MEGA (Tamura et al., 2011). En ambos &rboles el andlisis involucra 31 secuencias de aminoécidos. De lado izquierdo se muestran los valores
de confianza obtenidos por remuestreo (bootstrap value) donde los asteriscos indican valores menores a 50. Los arboles estan dibujados a escala, con la longitud de las ramas

proporcionales al nimero de sustituciones por sitio. Todas las posiciones ambiguas fueron removidas para cada par de secuencias.
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6.3.4 Disefio de sonda de LsUFO y patrones de expresion de ortélogos de UFO en
angiospermas
Con el fin de disefiar una sonda gen-especifica para LsUFO, se alineo esta secuencia con los

cuatro pardlogos UFO-like encontrados en el transcriptoma y se buscO un sitio poco
conservado entre ellas para hacer una sonda especifica de LsUFO. Como se menciono en el
apartado de metodologia fue necesario elegir una region de la secuencia que no contuviera la
caja F, ya que esta region esta representada en otras proteinas de la misma familia, para evitar

falsos positivos en la hibridacion in situ (Figura 6.3.4.1).

La sonda de 150 nucledtidos quedd anotada en el extremo C-terminal de LsUFO, que ademas
de ser una region variable presenta sitios con inserciones de longitud importante que
impedirian que la sonda hibride con los pardlogos de LSUFO. Ademéas se disefiaron
oligonucledtidos (Tabla 6.3.4.1) para su amplificacion a partir de la secuencia previamente

introducida en vector de clonacion, como se detalla en métodos.

LaUF0-1ikel
LaUF0-1ike2
LaUF0-1ike3

IT-CAT-TERAGETCAAGECREATGRARCCEICTGETIGECCTATGAC—TTICTCAGATGETAR 1130
TACATACAGRGCTACGEAGCTCCAGC—-TCTGCTTIGICT TIGACATGAGCCACRRGE—-T 1115
TRCATACAGAGTTACGEETCGTCAGC - TCTCCTARTGTITIGATATTTCTCTGRAGC -2 1115

LaUFO-liked C-CTCATGGAACCARGGGE——-—- ARGGETCTACT-—-TTATGATGTTGATAGARRGG--C 980
LsUFO C-AATGTECEETICIGIG ———— GECGITTIGCT———TITTGACTIGGAGAGGARGC——&] 1061
* E * * Kk * %
LsUFO-1likel GTGGCAGAGEGET-GCCTGATCCCCC-—TA-———— GTGARAG-———-— GAA--BAGG--——C 1171
LsUFO-1ike2 GTGGAAATGETC-ATTGAARTGCCC-—T—————— GTGAC-—————- AAR-—GRAGATTTCC 1157
LsUFO-1ike3 ATGGARATGGGC-GETGARGTECCC——T—————— GTITC-—————- GAL--GCGGITICC 1157
LsUFO-1iked TTGGTCGTGEEATTGCTG-GCTGCGCACTGCAAT TGTECA———————————— ATAG-T--C 1024
LsUFO [GTGGAGATGEGT-GLCACGEIGCCCAT T—— B CCGLCCACGGAGGEGARATGIGECTI-—C] 1116
EE X3 EE I * * *
LsUFO-1ikel ACTG-GATGGECTTGT~~GETA-———mmmmmmmm - CTGCATT--TG--ATCC---ATGCCC 1208
LsUF0-1ike2 GCTTCRAACTITTTACTGEGTT————mmmmmmmmm TTGC-TT--TG--RAACC---BAGGCT 1196
LsUFO-1ike3 TCTGCAGCTATTCACAGEETT-——————————-~- TTGT-TT--CG--AGCC---CCATCT 1196
LsUF0-1ike4 AGGTTAGT-TTCTAT-GAGCC-———————————- CCGC-TT--TGATA-----———- CCT 1057
LsUF0 [AGAGGGATGICCTAC-GAGCCACAGCITGGGACGLUGC-TTATIGGGAGCITITAITCCA 1174
* & 3 * * *

LsUF0-1likel CACTGCTTTGOC-TTG-A-———————— 122

LsUF0-1ike2 TGAGGCTCTATC-CTG-AT———————— 1213

LsUF0-1ike3 TGACG-TGGATAGCTG-AT———————— 1213

LsUF0-1iked CAGTA-T-———- ACTG—R-———————— 1068

LsUFO CGECA-TCTGTCATTGCAARTTTGTAR 1200

* ¥k K

Figura 6.3.4.1. Alineamiento de paralogos de LsUFO. La caja negra muestra la seccién correspondiente a la
sonda disefiada para trabajos de hibridacion in situ.
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Sequence (5'->3") Sonda Tamafo Orientacion Tm Longitud
(pb)
(°C)  (pb)
GAACGAGTGGTCGAAAATCAAGC | LsUFO 109 Sentido 55.3 23
CTTAGCTTTCTCCACTGCAGCC Antisentido | 56.7 22

Tabla 6.3.4.1. Oligonucleétidos propuestos para la amplificacion de las sondas sintesis de cDNA de las sondas
sentido y antisentido de de LsUFO, LsLFY y TbLFY1

6.3.5 Posibles patrones de expresion de LsUFO con base en lo conocido en otras
angiospermas y su posible relacion con la arquitectura de la inflorescencia.
El resolver los patrones de expresion in situ de LsUFO ser4 fundamental para reflexionar en

torno a si éstos se ajustan a lo documentado en especies como O. sativa, A. majus o si Son mas
similares a lo observado en A. thaliana. También existe la posibilidad de que LsUFO presente
un patron de hibridacion sui generis, donde s6lo se exprese en el centro del meristemo floral y
que por lo tanto, sea el factor que sesgue la expresion de LSAP3 y el posterior desarrollo
central de estambres en L. schismatica, como ha sido sugerido anteriormente (Alvarez-Buylla
et al., 2010b; Garay-Arroyo et al., 2012; Figura 6.3.5.1).
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Observado Hipotesis
AtUFO LsUFO
<.>
AtAP3 LsAP3

36

@ @

Figura 6.3.5.1. En Arabidopsis LFY se expresa por todo el meristemo floral y UFO restringe la expresion de AP3
(azul oscuro), al expresarse en los verticilos dos y tres (azul claro). De acuerdo a la hipdtesis propuesta por
Alvarez-Buylla et al., 2010b, en Lacandonia schismatica la expresion de LFY (blanco) tendria lugar por todo el
meristemo y la expresién de UFO (azul claro) quedaria confinada al verticilo central en el cuarto verticilo donde
coinciden la expresién de LFY y UFO y por lo tanto el gen LsAP3 puede ser activado (azul oscuro). Las regiones
donde coincide la expresion de LFY y UFO y en consecuencia donde AP3 puede ser activado y llevarse a cabo la

funcion B se sefialan con lineas negras diagonales. Modificado de Alvarez-Buylla et al., 2010b.

Por otro lado si bien la filogenia de LsUFO va acorde con la filogenia de especies conocida (es
decir, LsUFO se agrupa claramente con ortélogos de monocotiledoneas), la caja F de LsSUFO
presenta una mayor similitud con los ort6logos de algunas dicotiledoneas como Arabidopsis.

A nivel de estructura del gen, también hay un mayor parecido con UFO -el cual carece de
intrones al igual que LsUFO que con APOL. Lo anterior podria sugerir que desde el punto de

vista funcional, LsUFO regula a LsAP3 y otros genes blanco de manera mas similar a lo
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documentado en dicotiledéneas que en monocotileddéneas (APO1). Sin embargo, esta
sugerencia habra que corroborarla experimentalmente, ya que FIM de Antirrhinum ademas de
regular a los genes B también regula a los C.

Por otro lado, en la petunia la expresion constitutiva de ALF (el ortélogo de LFY) y DOT es
suficiente para activar los genes B, C, D y E en brotes florales. El papel de activacion de genes
B y C es consistente con la funcién de FIM (Souer et al., 2008; Ingram et al., 1997). Por otro
lado, en el chicharo el ortdlogo de UFO, Stamina pistilloidea (Stp), es requerido para el
desarrollo normal de pétalos y estambres, sugiriendo que Stp regula la funcién B (Simon et al.,
1994) como sucede en UFO. Ademas, en este Gtimo ejemplo la produccion normal de carpelos

en mutantes stp posiblemente refleja una produccion temprana del primordio carpelar o la

inhabilidad de Stp para regular genes homedticos de clase C (Taylor et al., 2001).

Especie Ortologo Regulacion de = Regulacion de eferencia
funcion B funcion C
Monocots Oryza sativa APO1 - Ikeda et
al. 2007
Arabidopsis UFO \ - Ingram et
thaliana al. 1995
Antirrhinu FIM Simon et
majus al. 1994
Dicots Petunia X DOT Souer et
hybrida al. 2008
Lotus Pfo Zhang et
japonicus al. 2003
Pisum Stp Taylor et
sativum al. 2001

Tabla 6.3.5.1. Regulacion de los genes de clase B y/o C por UFO y sus homélogos.

Por ultimo, la divergencia en cuanto a las actividades regulatorias de ortélogos de UFO en
diferentes linajes de angiospermas (Tabla 6.3.5.1), quiza esté mas relacionado con el tipo de

inflorescencia existente (que en términos generales se pueden dividir en inflorescencias
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determinadas o cimosas vs indeterminadas o racemosas). En este sentido, hay evidencia que
sugiere que desde una perspectiva evolutiva, los tipos de inflorescencia existentes pueden estar
relacionados unos con otros a través de cambios en los genes encargados de la regulacion
espacio-temporal del desarrollo del meristemo floral, asi como con el agotamiento (o no) del
meristemo de inflorescencia (Rijpkema et al., 2010). En este sentido, Oryza tiene una panicula
(inflorescencia determinada) mientras que Lacandonia y Arabidopsis tienen racimos
(inflorescencias indeterminadas (Prusinkiewicz, et al., 2007).

83



CONCLUSIONES

7. CONCLUSIONES
LEAFY (LSLFY)

e Se caracterizd un ortélogo de LFY para L. schismatica (LSLFY). En la secuencia
gendmica parcial amplificada de LsSLFY se encontraron un intron y dos exones. Es
necesario completar la amplificacion de este gen para determinar si existen otros
intrones.

e Se caracterizaron dos paralogos parciales para T. brevistylis (TbLFY1 y TbLFY2).
Estudios anteriores demostraron la existencia de dos genes paralogos de AP3 en T.
brevistylis (Cappello et al., sin publicar, citado en: Garay-Arroyo et al., 2012). Estos
datos podrian sugerir la creacién de nuevos modulos en la red de regulacion floral
descrita en Arabidopsis, que podria estar relacionada con homeosis documentada
ocasionalmente en algunas plantas de T. brevistylis.

e La mayoria de las sustituciones encontradas en homologos de LFY de L. schismatica y
T. brevistylis se encuentran en el dominio de union a DNA (dominio C terminal), el cual
se ha propuesto como fuente de evolucion de este factor de transcripcion. Lo anterior
permite sugerir que LSLFY, TbLFY1 y TbLFY2 podrian tener funciones distintas a las
descritas para otros ortdlogos de este gen en angiospermas. Es posible que las
sustituciones encontradas modifiquen el plegamiento de la proteina y con ello su
actividad bioguimica.

e Estudios anteriores para LFY de Arabidopsis respaldan la hipétesis de que algunos de
los sitios en los que difieren LsSLFY, TbLFY y ThLFY2 del resto de las angiospermas
son importantes para la complementacion de la actividad de ort6logos de Ify en mutantes
de Arabidopsis. En experimentos posteriores deberd comprobarse si estas mutaciones
pueden favorecer una interaccién novedosa con otras proteinas regulatorias como UFO o
AP3 vy si dichas interacciones estan relacionadas con el fenotipo homedtico de

Lacandonia.

84



CONCLUSIONES

UNUSUAL FLORAL ORGANS (LsUFO)

Se caracterizo un ortologo de UFO para L. schismatica y T. brevistylis, respectivamente.
Ambas secuencias comparten un 72.1% de similitud.

A nivel estructural, el gen LsUFO carece de intrones, de forma similar a UFO de
Arabidopsis y en contraste con APO1 de O. sativa, que presentan dos exones y un
intron. Este gen, asi como su transcrito tiene un tamafio de 1,197 pb. La proteina de
LsUFO es de 399 aminoécidos.

Los ortélogos de LSUFO y TbUFO constituyen un pequefio clado con UFO, FIM,
APQO1, DOT, STP y PFO. Este pequefio grupo de proteinas estan implicadas en el
desarrollo floral. Los ortdlogos de ambas triuridaceas se agrupan dentro del clado de
homdlogos de monocotiledoneas.

Se caracterizd la caja F en la porcion N-terminal de LsUFO. La informacion de esa
region para la secuencia de TOUFO no se encuentra disponible pero su alta homologia
con otras proteinas como LsSUFO en la region en la que se obtuvo informacion a partir
del transcriptoma sugiere que ambas podrian regular la identidad de los érganos florales
y la determinacion del meristemo floral mediante el marcaje de proteinas para su
degradacion.

La secuencia de aminoacidos de LsUFO a nivel de la caja F presenta una alta homologia
con dicotiledoneas y a nivel de estructura genémica presenta un mayor parecido con
UFO de Arabidopsis que con APO1 de O. sativa lo que podria sugerir que LsUFO
regula a genes B 0 a genes B y C como sucede en dicotileddneas, en contraste con la
regulacion exclusiva de genes C por parte de APO1.

Las sustituciones novedosas de aminodcidos en la caja F, podrian sugerir una
divergencia bioquimica de LsUFO, respecto a lo reportado para otras embriofitas. E
indicar la capacidad de interactuar con posibles blancos novedosos que actian como
sustratos especificos en el complejo SCF, el cual marca proteinas para su degradacion
mediada por el proteosoma. En relacion al fenotipo homedtico de Lacandonia

schismatica, es posible que estos nuevos blancos sean reguladores negativos de LSAP3.
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CONCLUSIONES GENERALES

En este andlisis exploratorio hay pruebas sugerentes de que la regulacion en trans de
LsAP3 es la base molecular que subyace el fenotipo homedtico de Lacandonia
schismatica

Las modificaciones encontradas a nivel de secuencia de aminoacidos en LSLFY,
LSUFO, TbLFY1 y TbLFY2 podrian estar relacionados con cambios en la red de
regulacion genética, asi como ser el prerrequisito para el reclutamiento y/o la interaccion
de nuevas proteinas blanco que estén relacionadas con el fenotipo homedtico de L.

schismatica.
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8. PERSPECTIVAS

Con base en lo descrito en el presente trabajo, se proponen realizar y/o concluir los

siguientes experimentos con el fin de avanzar el conocimiento del papel de los ortélogos de

UFO y LFY en el fenotipo homeotico de L. schismatica y en las flores atipicas de T.

brevistylis:

Completar la amplificacion de LsLFY hacia el extremo 5  terminal y de los
ortélogos de LFY en Triuris brevistylis, asi como de ThUFO.

Contrastar la propuesta previa del papel que el patron de expresion espacio-
temporal de UFO-LFY pueda tener en el desarrollo de estambres centrales en L.
schismatica (Pineyro-Nelson et al., 2010; Garay-Arroyo et al., 2012) con los
patrones que se documenten mediante ensayos de hibridacion in situ de LFY y UFO
en Lacandonia schismatica y Triuris brevistylis.

Realizar ensayos de complementacion con los ortélogos de LFY y UFO de estas
triuridaceas mexicanas en lineas mutantes de ufo y Ify en Arabidopsis, para
determinar si su funcion bioquimica se encuentra conservada.

Dada la poca informacion sobre ortdlogos de UFO, sobre todo en monocotiledoneas
es importante clonar mas ortélogos de este gen en otros linajes de este clado con el
fin de realizar andlisis funcionales que ayuden a determinar si existe una
conservacion funcional de este gen a lo largo de las angiospermas y si éste es capaz
de modificar la estructura floral de diferentes linajes de plantas con flor. Ademas,
dado que se ha observado que los ortélogos de UFO son capaces de activar
diferentes genes homeoticos, deben hacerse analisis para determinar si esto se debe
a posibles modificaciones en las afinidades de union a sus promotores y/o de sus
proteinas blanco.

Determinar el nimero de ortélogos y el patron de expresion de AP3 y LFY en otros
miembros de la tribu Triuridae para analizar si hay una correlacion entre el nimero
de duplicaciones en estos genes con el fenotipo de Lacandonia schismatica.
Identificar si los dos paralogos de ThLFY son funcionales y su papel en el desarrollo

floral de T. brevistylis.
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Determinar si las mutaciones encontradas en el presente trabajo en la secuencias de
aminodcidos de TbLFY1, TbLFY2 y LsLFY pueden afectar el plegamiento y
funcién de este factor de transcripcion, mediante la determinacion de la estructura
tridimensional de éstas proteinas.

Realizar ensayos de mutagénesis dirigida en la secuencia de UFO y LFY de
Arabidopsis, para evaluar el efecto que tienen las mutaciones puntuales encontradas
en la caja F de LsSUFO y en los dominios de dimerizacion y de union a DNA en
LsLFY, TbLFY1 y ThLFY2 en interacciones proteina-proteina y proteina-DNA
mediante ensayos de uno, dos o tres hibridos en levadura.
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APENDICE 1: Mutantes homeGticos en Arabidopsis thaliana que permitieron proponer el modelo
ABC y el modelo del cuarteto floral

Genotipo Funcion Fenotipo Diagrama floral
afectada Verticilo | Verticilo | Verticilo Verticilo 4
1 2 3
Silvestre Sépalos Pétalos | Estambres Carpelos (_g\
(k; ;J)
N’
apetala2 A Carpelos | estambre N N :«
L] ¢ U
', v @
L")
apetala3 B N Sépalos | Carpelos N N
pistillata (f‘ ’\)
N’
Agamous C N N Pétalos Desarrollo N\
de la flor se (ﬁq
repite KS“:J)J
N’
sepallatal/2/3 E sépalo sépalo Sépalo Desarrollo se )
repite ( (;§>)
=)
N’
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APENDICE 2: Protocolo corto de extraccion de DNA de pequefias

cantidades de tejido liofilizado. (Modificado de protocolo largo de

extraccion de DNA de maiz del Centro de Internacional y
Mejoramiento del Maiz y el Trigo (CIMMYT).

Se parte de una muestra de 300 a 400 mg de tejido fresco. Se congela el tejido a -80 °C y después

se liofiliza. Para evitar problemas en la molida de preferencia moler inmediatamente después de

liofilizar. Se muele en el agitador hasta que quede un polvo muy fino y se puede guardar a -20 °C

hasta la extraccion.

EXTRACCION
Es importante preparar el CTAB el mismo dia de la extraccion y tener listos un dia antes los tubos

eppendorf etiquetados y estériles asi como todo el material que se utilizara.

1.
2.
3.

10.
11.

12.
13.

Poner en microtubo de 2 mL el equivalente de 40 a 45 mg del material liofilizado.
Agregar 1ml de buffer de extraccion CTAB previamente calentado a 65 °C.

En la campana de extraccion, agregar 10 mL de Beta-mercaptoetanol y dar otro vortex de
igual intensidad, por 15 seg.

Agitar suavemente durante 2 h a 65 °C en el horno.

Dejar enfriar a temperatura ambiente por 10 min.

Abrir tubos en campana de extraccion y agregar 500 mL de solucion de cloroformo:
octanol (24:1).

Agitar suavemente por inversion aproximadamente 100 veces.

Centrifugar tubos a 3600 rpm por 10 min a temperatura ambiente.

En campana de extraccion, tomar 600 pL del sobrenadante y pasar a un tubo de 2 mL
nuevo, previamente rotulado.

Agregar 400 pL de isopropanol frio (-20 °C).

Poner tubos en agitador orbital a mediana velocidad y dejar mezclando por 15 min, o
hasta que se obtenga un maximo de precipitado, a temperatura ambiente.

Centrifugar los tubos a 14,000 rpm, preferentemente a 4 °C, por 15 min.

Decantar sobrenadante con cuidado y agregar 1 mL de ETOH al 70 % frio @4
°C).
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14. Mezclar por inversion y decantar el sobrenadante, dejar secando los tubos invertidos

sobre una toalla absorbente a temperatura ambiente, hasta que se haya evaporado el

EtOH vy la pastilla esté traslicida pero no completamente seca.

15. Resuspender el pellet en aproximadamente 100 pL de H20 dd o TE-8

16. Agregar RNAasa (1:1000) por 20 min a temperatura ambiente.

17. Correr alicuota de 1 uL. de DNA con LB en gel de agarosa al 1 %, tefiido con bromuro de

etidio y marcador de Lambda cortado con Hindlll (100 ng totales) para estimar los ng de

DNA por puL.
Solucion amortiguadora con CTAB para extraccion®

1 RXN | 5RXN 10 RXN 20 RXN 50 RXN | 60 RXN
Soluc. [FINAL] [ 10mL [50mL [100mL [200mL |[500mL | 600 MI
Concentrada
dH,0 6.5mL | 325mL | 65.0 mL 130.0 mL | 325.0 mL | 390.0 MI
1M Tris-7.5 100mM |10mL |50mL |10,0mL |20.0mL |50.0mL | 60.0mL
5M NacCl 700mM | 14mL | 70mL | 14.0mL 28.0 mL 70.0mL | 84.0 Ml
0.5M EDTA-8.0 | 50 mM 1.0mL [50mL [10.0mL |20.0mL |[50.0mL |60.0MI

CTAB? 1% 0.1g 059 109 209 509 6.09g
14M BME?3 140mM [ 0.1mL |05mL |1.0mL 2.0mL 5.0mL 4.0 Ml

! Utilice la solucién recién elaborada; calentar a 60-65 °C antes de agregar CTAB y BME.

2 CTAB= bromuro mixto de alquiltrimetil-amonio.

% Agregar BME (B-mercaptoetanol) bajo una campana de extraccion, justo antes de usarse.
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Apéndice 3: Vector de clonacion

Figura A.3.1. Vector de clonacion TOPO® (Invitrogen) de 2.8kb . Tomado de:

http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pcr8gwtopo map.pdf
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Apéndice 4. Secuencias consenso para LsUFO, TbUFO, LsLFY,
TbLFY y TbLFY2 generadas a partir de datos experimentales y de la

informacion del transcriptoma de L. schismatica y T. brevistylis.
LEAFY

1. Consenso de LsLFY: Secuencia de DNA genoémico
>Consensol_LsLFY_DNAg

CGGCCGCCCACGCAGCAGGCAGCCGCGGCGGAGCTGGAGGGCGTTTTCGAGGGGTACGGTGTGCGGGC
AGCGACGTCGTCTCGGGTGGCGGCGCTTGGTTTCACGGCGTCGACGCTGGCGGTGATGACGGACGCCGA
GCTGGACGACATGGCCACCCTCCTCTCCCACCATTTCCGGTGGGATATCCTCGTAGGTGAGCGGTACGGC
ATTCGCGCCGCCCTCCGTTCCCTCCGTGGACGCCTCCTCCCTCCGCCTGCAGGTCACGCCTCCCCACCTCC
CGGGTCACAGACTTGTCCAACGACTTACCTTCTTCTTTATTATTATTATTTTTTTTTTACTTATCAGGTGAG
AGTGAGAGTGGGATCGTCAAGCAGCCGCCGCCCCGCCGCCGCAGCCTGGGCGGCCAGAAGGCGGCGAA
GAAACCCAAGAAAGCGGCTTCCCACGCTTCGGAATCAGACAGCGGCGAGTCGGACGGGAAGGCGTCGG
CATCGGCGTCGGCACGGAAGAAACCCAAGAAAGTGGTTTCCCACGCTCCAGAGTCGGATGGCGTCGAGT
CGGATGGGCGGGCGTCTGCGGCGATAGTGGCAAGGCAGAGGGAGCACCCGTTCATCGTGACGGAGLCCC
GGGGAGGTGGCCAGGTCGAAGAAGAACGGGCTGGACTACCTGTTCCACCTCTACGACCAGTGCGTGGA
GTACCTCCTCGAGGTGCAGTCGCTGGCGAGGGAGAGGGGGGAGAAGTGCCCCACAAAGGTCACAAACC
AGGTGTTCCGGCACGCCCGAGCGGGGGCGGCGCAAATCAACAAGCCCAAGATGCGCCACTACGTCCACT
GCTACGCCCTCCACTGCGTCGACCCCTCCGCCTCCAACGCTCTCCGCCGGGAGTTCAAGTCCCGGGGGNA
CCGGCGTCGGCGCGTGGCGGGAAGCGTGTTACCAGCCCCTGGTCTCCATCGCCGCCTCGCGCCATGGCT
GGGACGCCGACGCCCTCTTCGCCTCCCACCCTCGCGTCGCCGTGTGGTACGTTCCCAAAAAGCTCCGGGA
GCTATGCTACCTCGAACGCAGCCGCGCCCATGTCGCCGCAGGGATACCGCCGGCCGTTGGTTGCGCCGA
CAGCCTCCCCCACATGTCCACCATCATGTACTAAGCTGAGATGAGAATGAGATCGAGTGGTCGAGGTCC
C

2. Caracterizacion de LsLFY y TbLFY: Secuencia de DNAc

>Consenso_LsLFY_DNAc
CGGCCGCCCACGCAGCAGGCAGCCGCGGCGGAGCTGGAGGGCGTTTTCGAGGGGTACGGTGTGCGGGL
AGCGACGTCGTCTCGGGTGGCGGCGCTTGGTTTCACGGCGTCGACGCTGGCGGTGATGACGGACGCCGA
GCTGGACGACATGGCCACCCTCCTCTCCCACCATTTCCGGTGGGATATCCTCGTAGGTGAGCGGTACGGC
ATTCGCGCCGCCCTCCGTTCCCTCCGTGGACGCCTCCTCCCTCCGCCTGCAGGTGAGAGTGAGAGTGGGA
TCGTCAAGCAGCCGCCGCCCCGCCGCCGCAGCCTGGGCGGCCAGAAGGCGGCGAAGAAACCCAAGAAA
GCGGCTTCCCACGCTTCGGAATCAGACAGCGGCGAGTCGGACGGGAAGGCGTCGGCATCGGCGTCGGC
ACGGAAGAAACCCAAGAAAGTGGTTTCCCACGCTCCAGAGTCGGATGGCGTCGAGTCGGATGGGCGGG
CGTCTGCGGCGATAGTGGCAAGGCAGAGGGAGCACCCGTTCATCGTGACGGAGCCCGGGGAGGTGGLC
AGGTCGAAGAAGAACGGGCTGGACTACCTGTTCCACCTCTACGACCAGTGCGTGGAGTACCTCCTCGAG
GTGCAGTCGCTGGCGAGGGAGAGGGGGGAGAAGTGCCCCACAAAGGTCACAAACCAGGTGTTCCGGCA
CGCCCGAGCGGGGGCGGCGCAAATCAACAAGCCCAAGATGCGCCACTACGTCCACTGCTACGCCCTCCA
CTGCGTCGACCCCTCCGCCTCCAACGCTCTCCGCCGGGAGTTCAAGTCCCGGGGGACCGGLCGTCGGLGL
GTGGCGGGAAGCGTGTTACCAGCCCCTGGTCTCCATCGCCGCCTCGCGCCATGGCTGGGACGCCGACGC
CCTCTTCGCCTCCCACCCTCGCGTCGCCGTGTGGTACGTTCCCAAAAAGCTCCGGGAGCTATGCTACCTC
GAACGCAGCCGCGCCCATGTCGCCGCAGGGATACCGCCGGCCGTTGGTTGCGCCGACAGCCTCCCCCAC
ATGTCCACCATCATGTACTAAGCTGAGATGAGAATGAGATCGAGTGGTCGAGGTCCC

> Consenso_TbLFY1 DNAc

GAGGTACGGGGTGCGGGCAGCGATGTTGGAGAGGAGCGCGAGGTACGGGGTGCGGGCAGCGACCCCCT
CCCGGTTGGCGGCGCTGGGATTCACGGCGTTGACGCTGGCCGGGATGACCGACGCCGAGCTGGACGACA
TGACCGCCGTCCTCTCCCACCAATTCCGGTGGGATATCCTCGTCGGGGAGCGCTACGGCATCCTTGCCGC
CCTCCGCTCCCTCCGCCTCCGCCTCTTCCCTCCCCCGCCCCCTCCTCCTCCTCGCCAACCACCACCCACCT
CCTCCTCCTCCCCCGCAGGCAAGAAAGCCCAACGCCGCAGCAGCAAGCAGGCGGGCAGGACGCCTAAG
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AAAGCGGCGGCGGGTGTAATGGTAACAGCAACAAGGCAGCGGGAGCACCCGTTCACGGTGACGGAGCC
GGGCGAGGTGGCGAGGGGGAAAAAGAACGGGATCGACTATCTCTTCCATCTCTACGACCAGTGCATGGC
CTACCTGCTAGAGGTGCAGTTGCTGGCGCGGGAGAGGGGGCGGAAGCCACCGGCGAAGGTGGCGAACG
AGGTGTTCGAGCACGTCCGGGGAGCCGGCGCGGGGCACATCAACAAGCCCAAGATGCGGCTGTACGTC
CACTGCTACGCACTCCACTGCCTCGACCCCCGCACCTCCGACGCGCTCCGCCGGGAGTACAAGCCGCGA

> Consenso_TbLFY2_DNAc
CAGCTCCCCAGGTAACCCGCTCCTTCTTCCTCTCAGCCAACCAGAAGAAAGGCAGCGGGAGGAGCTCCC
GTTCACTCTGACGGCGCCGGGGGAGGTGGCGCGGAACGGTGTGGACGAGCTCTTCCACCTCTACGACGA
GTGCATGGCGTATCTGCTGGAGGTGCAGTCGCTGGCGCGGGAGAGAGGGCGGGAGGTGCCGGCGAAGA
TAACGAACGAGGTGTTCCGGCACGCACGGGGCGCTGGAGGAGAAGGGTGCATCATCACCAAGCCGAAG
ATGCGGCTGTACGTCCACTGCTACGCCCTCCATTGCCTCGACCCCCGTTTCTCCGACACCATACGCCGTG
TGTACAAGTCGTTGGGGGGAAGCGTCGGGTCCTGGCGGGAGGCCTGCTTCCAACCCGTGGTCACCATCG
CCGCCGCGCGACACGGCGGGGATGTCGACGCCCTCTTCTCCTCCCACCCCAGCCTCGCCGTCTGGCACGT
CCCATACAGACTCCGGCAGCTCTGCTACATCCAGCGCCTTGTCGCCGACGACGCAGGCTTGCCTCCGGCC
GTCAGCGGCGTCCCTCACACGCCCCCCATCACCATATACGGAGAGAGTGGGAAAGAGGCTGCCGGCGTC
TTCTTTCC

3. Caracterizacion de LsLFY y TbLFY: Secuencia de aminoacidos

>Consensol LsLFY_362aa
RPPTQQAAAAELEGVFEGYGVRAATSSRVAALGFTASTLAVMTDAELDDMATLLSHHFRWDILVGERYGIR
AALRSLRGRLLPPPAGESESGIVKQPPPRRRSLGGQKAAKKPKKAASHASESDSGESDGKASASASARKKPK
KVVSHAPESDGVESDGRASAAIVARQREHPFIVTEPGEVARSKKNGLDYLFHLYDQCVEYLLEVQSLARERG
EKCPTKVTNQVFRHARAGAAQINKPKMRHYVHCYALHCVDPSASNALRREFKSRGTGVGAWREACYQPLV
SIAASRHGWDADALFASHPRVAVWYVPKKLRELCYLERSRAHVAAGIPPAVGCADSLPHMSTIMY -
AEMRMRSSGRGP

> Consenso_TbLFY1 229aa
RYGVRAAMLERSARYGVRAATPSRLAALGFTALTLAGMTDAELDDMTAVLSHQFRWDILVGERYGILAAL
RSLRLRLFPPPPPPPPRQPPPTSSSSPAGKKAQRRSSKQAGRTPKKAAAGVMVTATRQREHPFTVTEPGEVAR
GKKNGIDYLFHLYDQCMAYLLEVQLLARERGRKPPAKVANEVFEHVRGAGAGHINKPKMRLYVHCYALHC
LDPRTSDALRREYKPR

> Consenso_TbLFY2 209aa
SSPGNPLLLPLSQPEERQREELPFTLTAPGEVARNGVDELFHLYDECMAYLLEVQSLARERGREVPAKITNEV
FRHARGAGGEGCIITKPKMRLYVHCYALHCLDPRFSDTIRRVYKSLGGSVGSWREACFQPVVTIAAARHGGD
VDALFSSHPSLAVWHVPYRLRQLCYIQRLVADDAGLPPAVSGVPHTPPITIYGESGKEAAGVFF

UNUSUAL FLORAL ORGANS

1. Consenso de LsUFO: Secuencia de DNA gendmico

>Consenso_LsUFO_DNAg
AGAAGTTCCACCATGGAAGGCTTTTTTTTTCCTTGTAACTCCTCTGGCGTTGCCATGGATCCCCGCATATG
GCGTCGCCTTCCACAACCTCTCATCGACCGCATCCTCGCTTTCTTACCCCCAGCAGCTTTCTTCCGTGCCC
GCTCCGTATGTCGTAGGTGGTATGCCCTCTTGTTCTCCACCTACTTCCTCGACCTCCACGATCATCTTTCC
CCTCGTGTGCCCTTTTTTCTCTTCTTCCTGCTCCCCTCCTTCCCATCCTCATTACACTCCACCTCCACCACA
ACTGCGGTCCTCCTGGACACCAAAATCAACACATGGCATCCAATCCCTTTTGACCACTTCATACCTGACG
GATTCACTCCGGCCGCCTCCCACGGCGGCGTAGTCTGTTGGATTTCAGATGCCGCTGGCTCCAAGACCCT
TCTCCTATCCAACCCCCTTTCAAAGCTTGTCGCTCACCTCCCCCCATCCCGTTGTGCACGTTTGTGGCCTA
CTGTTGGCCTTGCCATCGGCCACTCATCCATTACAGCCATCATTGCAGGGGACGACATGATAACACCATT
CTCTGTAATGAATATATCATCTGAACGCTTCACAACAGATGTATCTAGTGGCTTCTGCTCTCCTTGGACA
ATGGTAAGTGCTCTTCCTCGACTCTCCGATATGAAAACAGGACGCATGTTATTCGCAGATGAAAGGTTCT
ACTGTATGAGCTTCGGCCCATTCGCTGTTCTTGCCTACAACCCCGACGAGAACGAGTGGTCGAAAATCA
AGCCACCGATGCAGAAATACTTGCGGTCGCCGAGCTTGGTGGTGTGCTGGGGTAGGATAATGTTGGTGG
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CTGCAGTGGAGAAAGCTAAGCTCAGCATTCCACAGAGTGTGCGAGTCTGGGAGTTGCGAGGCTGCCGGA
GGACTTGGGAAGAAATTGGTAGGATGCCAATGGACATCTATCGTCAGTTTGCCGAGGCGGAGAGGGGA
AGGGGGTTCGAGTGCACTGGAAACGGTGTGCTCATAGCCGTTACAATGTGCGGTTCTGTGGACGTTTTGC
TTTTTGACTTGGAGAGGAAGCAGTGGAGATGGGTGCCACGGTGCCCATTAACCGCCCACGGAGGGGAAA
TGTGGCTCAGAGGGATGTCCTACGAGCCACAGCTTGGGACGCCGCTTATTGGGAGCTTTTGTTCCACGGC
ATCTGTCATTGCAAATTTGTAAATTTTAATTATTGCAAGTGTTTTTGGTCTACTAAGGCAAAAAATTTAA
ATACCCTAGGAGACTTACTGTAGTCTTTAGTTCCTCAACTT

2. Consenso de LsSUFO y TbUFO: Secuencia de DNAc

>Consenso_LsUFO_DNAc
AGAAGTTCCACCATGGAAGGCTTTTTTTTTCCTTGTAACTCCTCTGGCGTTGCCATGGATCCCCGCATATG
GCGTCGCCTTCCACAACCTCTCATCGACCGCATCCTCGCTTTCTTACCCCCAGCAGCTTTCTTCCGTGCCC
GCTCCGTATGTCGTAGGTGGTATGCCCTCTTGTTCTCCACCTACTTCCTCGACCTCCACGATCATCTTTCC
CCTCGTGTGCCCTTTTTTCTCTTCTTCCTGCTCCCCTCCTTCCCATCCTCATTACACTCCACCTCCACCACA
ACTGCGGTCCTCCTGGACACCAAAATCAACACATGGCATCCAATCCCTTTTGACCACTTCATACCTGACG
GATTCACTCCGGCCGCCTCCCACGGCGGCGTAGTCTGTTGGATTTCAGATGCCGCTGGCTCCAAGACCCT
TCTCCTATCCAACCCCCTTTCAAAGCTTGTCGCTCACCTCCCCCCATCCCGTTGTGCACGTTTGTGGCCTA
CTGTTGGCCTTGCCATCGGCCACTCATCCATTACAGCCATCATTGCAGGGGACGACATGATAACACCATT
CTCTGTAATGAATATATCATCTGAACGCTTCACAACAGATGTATCTAGTGGCTTCTGCTCTCCTTGGACA
ATGGTAAGTGCTCTTCCTCGACTCTCCGATATGAAAACAGGACGCATGTTATTCGCAGATGAAAGGTTCT
ACTGTATGAGCTTCGGCCCATTCGCTGTTCTTGCCTACAACCCCGACGAGAACGAGTGGTCGAAAATCA
AGCCACCGATGCAGAAATACTTGCGGTCGCCGAGCTTGGTGGTGTGCTGGGGTAGGATAATGTTGGTGG
CTGCAGTGGAGAAAGCTAAGCTCAGCATTCCACAGAGTGTGCGAGTCTGGGAGTTGCGAGGCTGCCGGA
GGACTTGGGAAGAAATTGGTAGGATGCCAATGGACATCTATCGTCAGTTTGCCGAGGCGGAGAGGGGA
AGGGGGTTCGAGTGCACTGGAAACGGTGTGCTCATAGCCGTTACAATGTGCGGTTCTGTGGACGTTTTGC
TTTTTGACTTGGAGAGGAAGCAGTGGAGATGGGTGCCACGGTGCCCATTAACCGCCCACGGAGGGGAAA
TGTGGCTCAGAGGGATGTCCTACGAGCCACAGCTTGGGACGCCGCTTATTGGGAGCTTTTGTTCCACGGC
ATCTGTCATTGCAAATTTGTAAATTTTAATTATTGCAAGTGTTTTTGGTCTACTAAGGCAAAAAATTTAA
ATACCCTAGGAGACTTACTGTAGTCTTTAGTTCCTCAACTT

> Consenso_TbUFO_DNAc
CTCTTCCGATCTAACTTCTTCAATTTCAACCACCTTTGGTACCCCAACTGCTCTACTCCTTGACACTACCA
TCAACACTTGGCATCAAATCCAATTTGACCACTTCATTCCTGAGGGATTCACACCTGTGTCCTCCCATGG
CGGCCTAGTCTGCTGGGTTTCAGATGATGCTGGCTTCAAGACCCTTCTCCTTTCCAATCCCCTTTCAAAGC
ATGTAACCCACCTCCCTCCATCCCGTTGTGCACGTCTATGGCCCACTGTTGGCTTTACCATAGACCACTCC
TCCGTTACAACTATCATTGCAGGGGACGACATGGTAACACCTTTCTCAGTCAGGAATTTGACTTCTGAAT
GCTTTAATGCTGATGTCTCTACTGGCAACTTCTCTCCTTGGACAATGACAAGCACCCTTCCCAGGCTCTCT
AATATGGAAACCGGACGCATGGTGTTTGTAGATGAGAGGTTCTACTGTGTGAGCTTCGGCTCTGTTGATG
TTCTTGCCTATAAACCCATGGAGAACCAGTGGTCGAAGATCAAGCCACCCATGAAAAAGTACTTGCGGT
CGCCCAGCGTCCTTGTTTGCTGGGGTAGGTTAATTTTGGTAGCTGCAGTTGAGAAACGAAATCTCAGTGT
CCCACAGAGCGTGCACATTTGGATGCTTCAAGACTGCGGGCGGTCTTGGGGAAAAATAGGTAAGATGCC
CACCGACATCTATCATCAGTTTGCAGAGGCTGAGGGTGGGAGGGGATTCGATTGCACTGGGAATGGTGG
GCTCATAGCTATCACTATGCGTGGTTGTGTGGATGTTTTGCTTTTTGACATGGAAAGAAAGCACTGGAGG
TGGGTGCCAGGGTGCCCATTAAGCTCTCATGGGAGACAAATGTGGCTTAGGGGGATGTCCTACGAGCCA
CAGCTTGCCACACCTGTCATTTGAACAAATACTTCGAGTAGCATTACACCTAATTTATAAACTGATGATT
TCACTATTGGTGATGCTGCTTTGTAAGTGTAATGCATAGTTGGAGCTTTTTACTACTTGAACTCTTCTGTA
ATTGTTCTTGTTTGGCTCTAAGATTCCTAGAGTTGTTAATTTTAGATGAGCTTTGTTAACTGTTGTTCTAG
TAGCTGCACACCTGATTTATCTGTGGATGACTATACTTCACTAGTGTCCATGCCCTTATGTGTTGCATTGC
TTGAGCTTGTTACCTGGCTCTTCAATAAAGAAGACCTAGAGCTGGAAAAGGCTTTGCTTCTTTGTGTCTA
TCAGTGTTGTGTGCAATTGTAACAGACGGCGACGGCGACGATGAGTGTTCCTGGAGACGACGGTGACGG
ACTCGACTCCGTGTGGTGCCGACGACGGCGAAGACGCGGCAGGGCGCCTGCGTCTCCTTGGAGGGTTTC
TGCGGCGGCTCCTCGCCTCCCCCTCACCGCCGTGGGCCGTCGGGAGCGCGGGCGTGGCCGGTCGCGGCG
GCAGGGGCGATTCTGGCGCTGGTGGAGGTT
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3. Consenso de LsUFO y TbUFO: Secuencia de aminoacidos

>Consenso_LsSUFO_aa
MEGFFFPCNSSGVAMDPRIWRRLPQPLIDRILAFLPPAAFFRARSVCRRWYALLFSTYFLDLHDHLSPRVPFFL

FFLLPSFPSSLHSTSTTTAVLLDTKINTWHPIPFDHFIPDGFTPAASHGGVVCWISDAAGSKTLLLSNPLSKLVA
HLPPSRCARLWPTVGLAIGHSSITAIIAGDDMITPFSVMNISSERFTTDVSSGFCSPWTMVSALPRLSDMKTGR
MLFADERFYCMSFGPFAVLAYNPDENEWSKIKPPMQKYLRSPSLVVCWGRIMLVAAVEKAKLSIPQSVRVW
ELRGCRRTWEEIGRMPMDIYRQFAEAERGRGFECTGNGVLIAVTMCGSVDVLLFDLERKQWRWVPRCPLTA
HGGEMWLRGMSYEPQLGTPLIGSFCSTASVIANL

>Consenso_ThUFO_aa
SSDLTSSISTTFGTPTALLLDTTINTWHQIQFDHFIPEGFTPVSSHGGLVCWVSDDAGFKTLLLSNPLSKHVTHL

PPSRCARLWPTVGFTIDHSSVTTIIAGDDMVTPFSVRNLTSECFNADVSTGNFSPWTMTSTLPRLSNMETGRM
VFVDERFYCVSFGSVDVLAYKPMENQWSKIKPPMKKYLRSPSVLVCWGRLILVAAVEKRNLSVPQSVHIWM
LODCGRSWGKIGKMPTDIYHQFAEAEGGRGFDCTGNGGLIAITMRGCVDVLLFDMERKHWRWYVPGCPLSS
HGROQMWLRGMSYEPQLATPVITNTSSSITPNLTDDFTIGDAALVCIVGAFYYLNSSVIVLVWLDSSCFMSFVN
CCSSSCTPDLSVDDYTSLVSMPLCVALLELVTWLFNKEDLELEKALLLCVYQCCVQLQTATATMSVPGDDG
DGLDSVWCRRRRRRGRAPASPWRVSAAAPRLPLTAVGRRERGRGRSRRQGRFWRWWR
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APENDICE 5: Homélogos de LSLFY utilizados en este trabajo

Gimnospermas Pinaceae Pinus radiata PRFLL AAD16982.1
Coniferales
Angiospermas
Basales Nymphaea odorata NodLFY | AAF77609.1
Peperomia sp. PeLFY AAF77611.1
Liriodendron tulipifera ADR79440.1
Monocotiledéneas | Liliales Liliaceae Lilium longiflorum ABR13015.1
Alstroemeriaceae | Alstroemeria ligtu subsp. Ligtu | AIsSLFY1 | BAL70388.1
Alstroemeria ligtu subsp. Ligtu | AISLFY2 | BAL70386.1
Asparagales | Orchidaceae Orchis mascula OrcLFY | AB088439.2 Montieri, et al. 2004
Cypripedium molle AFJ80005.1 Guo, et al. 2012
Amaryllidaceae | Narcissus tazetta var. Chinensis ADR78683.1 | Liu, etal. 2011
Hyacintheae Hyacinthus orientalis HLY AAS00458.1
Poales Poaceae Oryza sativa RFL AB005620.1 Kyozuka , et al. 1998
Zea mays ZFL1 AAO43174.1 | Bomblies, et al. 2003
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Zea mays ZFL2 AA043173.1 | Bomblies, et al. 2003
Juncaceae Juncus effusus JunefLFY | AAF77077.1
Pandanales Triuridaceae Lacandonia schismatica LsLFY
Triuris brevistylis TbLFY1
Triuris brevistylis TbLFY?2
Dicotileddneas | Lamiales Plantaginaceae | Antirrhinum majus FLO P23915.1 Coen, et al. 1990
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis thaliana LFY AAA32826.1 Weigel
et al. 1992
Solanales Solanaceae Petunia x hybrida ALF AAC49912.1 Souer
et al. 1998
Myrtales Myrtaceae Eucalyptus globulus ELF1 064953 Southerton
et al. 1998
Fabales Fabaceae Pisum sativum UNI AAC49782.1 Hofer
et al. 1997
Vitales Vitaceae Vitis vinifera AAN14527.1 Carmona et al. 2002
Ranunculales | Papaveraceae Eschscholzia californica AAO049794.1 Busch and Gleissber,
subsp. Califérnica 2003
Malpighiales Euphorbiaceae Hevea brasiliensis AAT57872.1 Dornelas and
Rodriguez, 2005
Salicaceae Salix discolor AA073539.1
Salicaceae Populus trichocarpa AAB51533.1 | Rottmann, et al. 2000
Caryophyllales | Caryophyllaceae | Silene coeli-rosa CAC86163 Allnutt, et al. 2007

108


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/28974116
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/8572586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/386277646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/225638984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/378705666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/375173403

APENDICES

Ericales Balsaminaceae Impatiens balsamina CAIl61979 Ordidge, et al. 2005
Asterales Asteraceae Chrysanthemum DFL AAT51708 Ma, et al. 2008
lavandulifolium

APENDICE 6: Homédlogos de LsUFO utilizados en este trabajo

Clasificacién Taxa HOSS(I)O g0 Cadigo de acceso Referencia
Gimnospermas
Coniferales Pinaceae Picea sitchensis ADE76251.1
Monocotiledéneas
Pandanales Triuridaceae Lacandonia schismatica LsUFO
Triuris brevistylis ThUFO
Poales Poaceae Oryza sativa APO1 BAF75467.1 Ikeda et al. 2007
Andropogon hallii AFJ42435
Andropterum stolzii AFJ42432
Chrysopogon gryllus AFJ42437
Cymbopogon flexuosus AFJ42431
Dichanthium annulatum AFJ42436
Loudetia sp. AFJ42429
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Mnesithea lepidura AFJ42430
Phacelurus digitatus AFJ42434
Schizachyrium
sanguineum var. AFJ42433.1

Hirtiflorum

Sorghum bicolor

XP_002438811.1

Zea mays ZmFIMa
Zea mays ZmFIMb
Dicotiledéneas
Rosids Brassicales Brassicaceae Arabidopsis thaliana UFO CAA61508 Ingrfg;gt al
Fabales Fabaceae Lotus japonicus Pfo AAN87351.1 Zha;gogt al
Medicago truncatula AAX28871 Wang et al. 2008
Glycine max XP_003524823.1
Petunia x hybrida DOT ACA61781 Souze(goeg al.
Malpéisghial Salicaceae Populus trichocarpa 1 XP_002303341.1
Populus trichocarpa 2 XP_002326440.1
Euphorbiaceae Ricinus communis XP_002528157.1
Vitales Vitaceae Vitis vinifera XP_002275773.1
Asterids Lamiales Plantaginaceae Antirrhinum majus FIM AAB31352 Simgggit al
Misopates orontium CAJ44131.1
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Phrymaceae Mimulus guttatus AAS46000.1 Aagazaor g;t al.
Solanales Solanaceae Pisum sativum Stp AAD01204 Taylz%roit al.
Solanum lycopersicum AN NP_001234215 Souer et al. 2009
Capsicum annuum ACI23253.1 Lippr;()zigset al.
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Apéndice 7. Porcentajes de similitud de los dominios
conservados de LsSLFY y LsUFO respecto a otras embriofitas.

Taxon Extremo N-terminal Extremo C-terminal
LSLFY (%) [TbLFY1 (%) |LSLFY (%) [TbLFY1 (%) | TbLFY2 (%)

Pinus PRLL 42.5 38.4 61 65.4 46.4
Nymphaea NodLFY 52.1 47.9 56.4 65.4 45.6
Liriodendron 57.5 53.4 62.6 69.2 47.2
Peperomia PeLFY 50.7 49.3 55 64.5 44.5
Alstroemeria AlSLFY1 63 60.3 60.5 66.4 46.5
Alstroemeria AlISLFY?2 63 60.3 60.5 66.4 46.5
Cypripedium 66.7 70 71.7 63.9 55

Juncus JunefLFY 56.2 52.1 58.5 65.4 48.3
Hyacinthus 59.7 55.6 58.5 65.4 46.5
Lilium 39.7 38.4 58.5 67.3 46.5
Narcissus 62.5 56.9 59.5 65.4 46.5
Orchis OrcLFY 66.7 59.7 55.1 63.9 42.9
Oryza RFL 61.1 55.6 57 66.4 47.5
Zea ZFL1 59.7 54.2 58 65.4 48.5
Zea ZFL2 59.7 54.2 57 66.4 47.5
LsLFY - 74 - 73.8 57.1
TbLFY1 74 - 73.8 - 70

TbLFY?2 - - 57.1 70 -

Antirrhinum FLO 52.1 49.3 61 67.3 46.3
Arabidopsis LFY 57.5 52.1 62 66.4 46.3
Chrysanthemum DFL 56.2 52.1 60 67.3 47.8
Eschscholzia 54.8 50.7 57 65.4 44.3
Eucalyptus ELF1 60.3 56.2 61.5 69.2 46.8
Impatiens 54.2 48.6 61.5 67.3 47

Petunia ALF 53.4 50.7 61 67.3 46.5
Pisum UNI 57.5 53.4 60 66.4 45.8
Popolus 54.8 52.1 64.4 67.3 48.5
Salix 54.8 52.1 64.4 67.3 47.4
Silene 53.4 50.7 60 67.3 45

Vitis 57.5 52.1 60.5 67.3 47

A.7.1. Porcentajes de similitud de los dominios N y C terminal entre LsLFY, TbLFY1, ThLFY2 y otras

espermatofitas.
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FO (Regidn comprendi .
T gel(;r%isgé%idi)oll% 3._353? CajaF
Lacandonia LsUFO | Triuris_Th UFO | Lacandonia LSUFO

(%) (%) (%)
Picea 35.1 325 57.1
Loudetia 42.7 35.3 -
Dichanthium 43.1 35.9 -
Andropterum 41.7 34.1 -
Cymbopogon 42.2 34.5 -
Chrysopogon 42.6 34.3 -
Andropogon 42.7 34.5 -
Mnesithea 43.1 35 -
Phacelurus 43.1 34.8 -
Schizachyrium 41.9 35.6 -
Sorghum 42.7 34.5 53.1
Oryza APO1 444 35.6 63.3
Zea ZmFIMa 43.8 35.6 53.1
Zea ZmFIMb 42.3 33.8 53.1
Lacandonia LSUFO - 65.2 -
Triuris ThUFO 65.2 - -
Arabidopsis UFO 38.8 37.6 61.2
Antirrhinum FIM 415 40.4 714
Capsicum CA-AN 38.9 38.2 65.3
Glycine 39.9 38.1 67.3
Lotus Pfo 40.6 37.6 69.4
Medicago Stp 43.4 40.2 67.3
Mimulus 39.5 37 67.3
Misopates 40.2 39 73.5
Petunia DOT 39.9 - 61.2
Pisum Stp 42.7 39.4 63.3
Populus 1 39.5 35.2 67.3
Populus 2 40.6 36.3 69.4
Ricinus 41.6 35.3 65.3
Solanum AN 37.7 37 65.3
Vitis 41 39.4 65.3

A.7.2. Porcentajes de similitud entre la caja F de LsUFO vy la regién de 110 a 354 de LsUFO y TbUFO con

respecto a otras espermatofitas.
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