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Resumen:

El objetivo principal del presente trabajo de tesis es entender los
mecanismos genéticos del tamafio floral en Antirrhinum majus. Para ello se ha
llevado a cabo un estudio genético de mutantes de A. majus que afectan al
tamanfo floral. En primer lugar se evalud la estabilidad de los parametros en
estudio frente a condiciones de hacinamiento y reduccién artificial del area
foliar en plantas silvestre (165E). Estos resultados demostraron que los
6rganos laterales del cuerpo tienden a reducir la masa total frente al
hacinamiento. Las hojas disminuyen de forma preferencial en tamafio,
manteniendo el nimero. De forma opuesta, se reduce la produccion de flores
mientras el tamafo floral permanece préacticamente imperturbable. Estos
resultados indican que el tamafio floral es un caracter estable frente a las
condiciones de hacinamiento y a la reduccioén del area foliar.

Se seleccionaron mutantes de A. majus en genes que afectan el tamafio
y las proporciones florales: COMPACTA (CO), GRANDIFLORA (GRAF) Y
FORMOSA (FO). En primer lugar se realizaron andlisis de segregacion en
poblaciones F, y se observé que los mutantes co y fo son alelos recesivos
mientras el mutante Graf es un alelo dominante. El mutante co presenta
reduccion en el tamarfio de todos los 6rganos de las plantas incluyendo hojas y
flores. Afecta de forma especifica los sépalos, pétalos y gineceos reduciendo
su tamafio y provocando variaciones en la expansion y/o la division celular
dependiendo de los diferentes 6rganos o verticilos de la flor. Graf, que
presente un efecto practicamente exclusivo en el tamafio de la flor, parece
provocar cambios opuestos a co incrementando el tamafio de todos los
6rganos florales. Provoca un aumento en la expansion celular de la superficie
de los pétalos y en la division en los 6rganos sexuales. El analisis de los
dobles mutantes Graf co sugiere una posible participacion de ambos genes en
una misma ruta de control del tamafio de los pétalos. Los dobles mutantes
entre co y un gen de identidad de clase B (que también reduce el tamafio de
los 6rganos florales) muestran sinergismo entre ambos genes en cuanto al
tamafo y la identidad del pétalo. Estos resultados sugieren que ambos genes
participan en rutas paralelas en el control del tamafio e identidad de los
6rganos del segundo verticilo.

El mutante fo, afecta exclusivamente el tamafio de la flor con 6rganos
florales mas grandes en los tres verticilos externos. Produce un incremento en
el nimero de células en todos los 6rganos provocando un aumento de los
niveles de expresiéon de AMAINTEGUMENTA en los meristemos florales asi
como un aumento de la expresion de genes relacionados con la actividad del
ciclo celular en pétalos. También reduce la expansion celular de pétalos y
gineceos causando una mayor expresion del gen AmBigPetal. El analisis de los
dobles mutantes con un gen de identidad de clase C muestra que la accion
diferencial de fo en cuanto al aumento en el tamafio de los é6rganos no parece
ser especifica de la identidad de los 6rganos. En el doble mutante también se
observa sinergismo en cuanto al aumento del tamafio producido por fo lo que
sugiere una posible participacién de ambos genes en control del tamafio de
los pétalos por vias redundantes. La presencia de mutantes pleiotrépicos
afectando el tamafio de todos los 6rganos laterales de las plantas y de genes
con efectos especificos en el tamafio floral indican que existen al menos dos
grupos de genes que controlan el tamafio floral, uno que controla tanto el
crecimiento vegetativo como reproductivo y otro especifico de la flor.



Summary

The main objective of this thesis is to uncover the genetic control of
floral size in Antirrhinum majus. We have done a characterization of A. majus
mutants. First step was the evaluation of the stability of floral size against
crowding conditions and artificial foliar reduction, in wild type 165E plants.
These results demonstrated that plant lateral organs tend to reduce total
mass upon crowding. Leaf number proofed a stable character, while leaf size
decreased. In contrary, flower number was reduced while floral size was
stable. Results indicate that floral size is a stable character both under
crowding and foliar reduction.

The following genes of A. majus whose mutants affect floral size and
proportions were selected: COMPACTS (CO), GRANDIFLORA (GRAF) Y
FORMOSA (FO). A segregation analysis in F, populations revealed that co and
fo mutants are recessive alleles while Graf mutant is a dominant allele. The
mutant co shows a reduction in the size of all plant lateral organs including
flowers and leaves. In the flowers we observed a size reduction of sepals,
petals and carpels either due to changes in cell expansion and/or cell division,
depending on the floral organ identity or the floral whorl. Graf, which almost
exclusive effect flower size, shows a phenotype opposite to co with an
increase in size of all floral organs. Changes are due to an increment on cell
expansion in petals and cell division in sexual organs. Analysis of the double
mutant, Graf co, suggests that both genes act in the same route controlling
petal size. Double mutants between co and a class B floral identity gene
(which also reduces floral organ size) show a synergistic effect between both
genes concerning organ size and petal identity. This suggests that the two
genes could participate in organ size control and petal identity in parallel
routes.

The mutant fo affect exclusively flowers showing bigger floral organs in
the three outer whorls. Increases cell number in all floral organs. Expression
level of AINTEGUMENTA is elevated in floral meristems and those of cell cycle
related genes in mutant petals. Cell expansion is reduced in petals and carpels
and this coincides with an up regulation of BigPetal gene. Double mutant
analysis between fo and a class C flower identity gene indicates that fo effect
is not specific of organ identity. The fo double mutant also shows synergism
with the class C identity gene suggesting a putative participation of both
genes in redundant routes in the control of petal size. The presences of
pleiotropic mutants affecting all plant lateral organs, and genes that disturb
only flower size indicate the presence of at least two gene groups, one
controlling vegetative and reproductive growth and another flower specific
one.
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| INTRODUCCION GENERAL

El objetivo principal del trabajo de Tesis es aportar informacion acerca de
los genes que controlan el tamafo de los 6rganos florales utilizando como planta
modelo a Antirrhinum majus.

A lo largo de este capitulo se describen los aspectos mas relevantes
relacionados con los temas discutidos durante el trabajo experimental.

En primer lugar una breve introduccidon histérica que justifica el uso de A.
majus como planta modelo en este estudio.

Posteriormente se detallan aspectos tedricos relacionados con las
variaciones fenotipicas inherentes a las condiciones del entorno. Este aspecto
resulta de particular importancia en nuestro trabajo para conocer la estabilidad de
los parametros florales analizados en los estudios posteriores y la variacion
relativa entre éstos y los parametros vegetativos de la planta independientemente
de variaciones genéticas.

Luego se describen los procesos de desarrollo que abarcan desde el
meristemo apical del tallo hasta alcanzar los 6rganos florales. A través de la
comprension de estos mecanismos se vislumbra una compleja interconexion entre
los genes que participan a la vez en las diferentes etapas del desarrollo. Esto
permite reflejar en eventos tardios del desarrollo los cambios producidos en
etapas tempranas. En cada estadio del desarrollo se describen ademas aquellos
genes que intervienen en la regulacion del tamafo de los 6érganos florales.

Por ultimo se aborda la regulacion de la divisiéon y expansion celular y sus
efectos sobre el crecimiento de los 6rganos, y en su caso, el efecto especifico
sobre los 6rganos florales. Los estudios revelan una compleja relacion entre la
divisidon y expansién celular que comunican ambos procesos.

La escasez de informacién acerca de genes involucrados de forma especifica
en el tamafo de las flores y las evidencias que avalan su existencia motiva a la

busqueda de mayor informacion y es el objetivo central de esta Tesis.

1 ANTIRRHINUM COMO PLANTA MODELO

La historia de A. majus se remonta hacia mediados del siglo XIX a partir
de los primeros estudios de variacién y herencia que se extendieron hasta finales
del siglo realizados por Mendel, Darwin y Masters, entre otros. Fue a principios del
siglo XX cuando varios investigadores y particularmente Erwin Baur
redescubrieron los estudios de herencia de Mendel y establecieron a A. majus

como una especie modelo. Sus estudios permitieron introducir muchos conceptos



basicos como ligamiento genético, herencia citoplasmatica, analisis de los efectos
ambientales sobre la recombinaciéon, etc. La mayor parte de esta investigacion
junto con la descripcidon de 550 mutantes fue compilada por Hans Stubbe (1966),
cuya coleccibn se mantiene actualmente en Gatersleben (Schwarz-Sommer,
Davies, & Hudson 2003a; Stubbe 1966).

El género de A. majus, perteneciente a la familia de las Scrophulariaceae,
comprende alrededor de 36 especies conocidas cominmente como “boca de
dragén”. La mayoria de ellas se encuentran alrededor de las costas del mar
Mediterraneo (21 especies), en gran parte endémicas de la Peninsula Ibérica, y en
Ameérica del Norte (15 especies). Entre ellas solo A. majus ha sido domesticada
como planta ornamental (Thompson 1988; Zhang et al. 2005).

A. majus asi como otros géneros de Antirrhineae, son ejemplos clasicos de
flores especializadas en polinizacién por abejas (Thompson 1988). El género
Antirrhinum comprende especies con diferentes sistemas reproductivos, aunque la
mayoria son auto incompatibles, entre las que se encuentra A. majus. Sin
embargo se han documentado casos de auto-compatibilidad en A. majus y A.
latifolium (Mateu-Andres & De Paco 2005). Esta incompatibilidad esta regulada
por el locus simple S multialélico encontrado en especies pertenecientes a las
familias Solanaceae, Scrophulariaceae y Rosacea. En la mayoria de los casos este
locus contiene al menos dos genes polimoérficos, uno que se expresa en el polen
(gen F-box) y otro en el pistilo (RNAsa S). La discriminacién del polen propio se
produce por la interaccion entre ambos componentes (Lai et al. 2002; Xue et al.
1996).

La implementacién de A. majus como planta modelo permitié avanzar en la
comprension de fundamentos sobre el desarrollo genético de las plantas, sobre
mecanismos que controlan la forma de células, hojas y flores, la organizacién y
arquitectura de las plantas asi como la regulacién y biosintesis de pigmentos y
esencias (Whibley & Baxter 2004).

Una particularidad de las flores de A. majus que la diferencia de otras
plantas modelo como Arabidopsis es que son zigomorficas, con asimetria
dorsoventral. Esta peculiaridad ha permitido identificar los genes responsables de
la asimetria asi como analizar la evolucidon de la asimetria floral (Cubas 2004;
Cubas, Coen, & Zapater 2001; Schwarz-Sommer et al. 2003a). La arquitectura de
la flor estd organizada en cuatro verticilos concéntricos: cinco sépalos verdes;
cinco pétalos bilabiados que se fusionan formando un tubo, un labio superior
bilobado y un labio inferior con tres I6bulos y un paladar; cinco estambres y dos
carpelos. Los dos pétalos dorsales son largos y forman el labio superior de la flor.
Entre los cinco estambres el méas dorsal aborta para dar lugar a un 6rgano
llamado estaminoide y los dos laterales son mas cortos que los ventrales. El

ovario esta formado por dos carpelos (figura 1) (Cubas 2004; Guemes J 2008;
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Luo et al. 1996).

Recientemente se ha realizado un mapa de ligamiento sobre la base de
genes transcriptos con un intervalo promedio entre marcadores de 2,5 cM
(Schwarz-Sommer et al. 2003b), a esta informacion se ha sumado la ubicacion de
los centromeros, lo que ha permitido relacionar los grupos de ligamiento con los
cromosomas de A. majus (Zhang et al. 2005). Ademas, se cuenta con una base
de datos de 12000 secuencias de genes Unicos en una base de datos de las cuales
2500 se han agregado a la base de datos del European Molecular Biology
Laboratory (EMBL) (Schwarz-Sommer et al. 2003a).

El presente trabajo de Tesis se centra principalmente en el estudio de genes
que intervienen en los procesos de regulacion del tamafo de 6rganos con accion
especifica sobre las flores. Para ello hemos partido de trabajos previos realizados
a mediados del siglo XX por Hans Stubbe en mutantes de A. majus que
permitieron seleccionar mutantes simples con variacion en el tamafio de los

o6rganos de la flor (Stubbe 1966).

BT Ao llit Kovasonamctisi, @rofies fowenmaul,

Figura 1: Morfologia de A. majus.

A) Dibujo en el que se muestran todos los 6rganos de A. majus, incluyendo los érganos
florales reproductivos, capsulas y semillas. B) Fotografia mostrando una vista lateral de la
flor (iméagenes extraida de: http://www.edb.ups-tlse.fr/equipel/thebaud.htm,
http://www.botany.hawaii.edu/Faculty/Carr/scrophulari. htm )




2 VARIABILIDAD FENOTIPICA FRENTE A CAMBIOS
DEL ENTORNO

Las plantas son organismos sésiles y por lo tanto, para adaptarse a los
cambios en el entorno, deben sufrir modificaciones en el desarrollo que afectan el
crecimiento, la floracién y hasta la supervivencia.

La plasticidad fenotipica se define como la capacidad que tiene un
organismo con un denotipo determinado de cambiar el fenotipo frente a
variaciones del entorno. Este concepto y otros relacionados han sido definidos a
principios de 1940 siendo modificado posteriormente de acuerdo con diferentes
autores (Bradshaw 1965; Schmalhausen 1949; Waddington 1942).

Desde el punto de vista evolutivo la plasticidad fenotipica puede
considerarse como una capacidad de adaptaciéon frente a entornos heterogéneos.
Estas respuestas plasticas incluyen cambios fisiolégicos, de comportamiento,
morfoldgicos, de crecimiento etc., cambios que pueden producirse a lo largo del
ciclo de vida de un organismo o a través de generaciones (de Jong 2005; DeWitt
1998; Miner et al. 2005; Via et al. 1995).

La plasticidad fenotipica puede estar influenciada entre otras cosas por la
interaccién entre especies, variaciones relacionadas con el clima, disponibilidad de
agua y nutrientes y competencia intraespecifica. El estudio de la competencia en
monocultivo por aumento de la densidad es de gran importancia por dos razones:
por un lado para comprender la capacidad de adaptacion de las plantas tanto a
nivel evolutivo como individual, y por otro lado por el alto interés agronémico que
posee. En condiciones de cultivo es de particular importancia establecer un marco
de siembra adecuado que permita un rendimiento 6ptimo evitando la competencia
intraespecifica.

Existen tres efectos fundamentales causados por la competencia
intraespecifica en monocultivos: el efecto competencia-densidad que causa una
disminucion del tamafio medio de las plantas sobrevivientes en funcién de una
aumento de la densidad, un desarrollo de jerarquias de tamafio dentro de la
poblacién y la mortalidad dependiente de la densidad (Park, Benjamin, &
Watkinson 2003).

En cuanto a las plantas ornamentales como es el caso de A. majus se tienen
en cuenta caracteristicas como el numero, tamafio y disposicion de las flores,
largo total de las plantas, variacion en el tiempo de floracion, entre dia largo y dia
corto, dominancia apical, etc. Existen estudios realizados en los cuales se

describe que el aumento de la densidad produce un aumento en la produccién



pero una disminucién en la masa de la planta, como es el caso de tomate,
crisantemo cortado y rosa (Dambre, Blindeman, & Van labeke 1998; LANGTON,
Benjamin, & Edmonson 1999; LEE, HEUVELINK, & CHALLA 2002). También se han
realizado estudios en Achillea millefolum L. que presenta un alto rendimiento
independientemente del espacio y tamafio de la flor tampoco se ve afectado
(Zhang et al. 1996).

La comprensién de la dinAmica de crecimiento de los cultivos asi como las
caracteristicas del mismo, son importantes para el desarrollo de modelos
matematicos que expliquen los comportamientos de crecimiento frente a las
diferentes variables que afectan los parametros de calidad y permitan una
comparacion en diferentes condiciones.

Otro concepto a tener en cuenta a la hora de hablar de plasticidad fenotipica
es la modularidad. Las plantas estan constituidas por la repeticion de entidades
estructurales elementales, definidas en los afios ‘50 como fitbmeros (Galinat
1959), cuya morfologia, dimensiéon, funcidbn y anatomia cambian durante la
ontogenia segun el estadio de desarrollo (Barthelemy & Caraglio 2007). Estas
unidades repetitivas han sido denominadas mdédulos segun la definicion dada por
De Kroon (2005), y son a menudo estructural y funcionalmente semiauténomas.
Una misma planta puede experimentar diferentes entornos, por ejemplo por
encima de la tierra el cuerpo vegetativo y por debajo las raices. En relacién con la
plasticidad fenotipica el efecto total sobre la planta seria la suma de las
respuestas modulares inducidas por el entorno. Existen diversos ejemplos que
ratifican esta teoria: por ejemplo se observa una localizacion selectiva de las
raices en puntos del suelo con mayor concentracion de nutrientes generando
plantas igualmente saludables que aquellas crecidas en medios ricos,
experimentos de competencia por luz han demostrado una respuesta plastica
localizada en el lugar de las variaciones de las condiciones de luz a nivel de un
nodo y su hoja. Estos mdédulos pueden reaccionar de forma independiente a las
diferentes condiciones del entorno y puede haber una interconexion entre ellos
que cause variacion en la respuesta fenotipica global (De Kroon et al. 2005;

Hodge 2004; Ryser & Eek 2000).

3 DESARROLLO VEGETATIVO

3.1 MANTENIMIENTO DEL MERISTEMO APICAL

Las plantas resultan particularmente atractivas para el estudio de los

procesos de desarrollo y diferenciacion dado que a diferencia de los animales



éstos se prolongan a lo largo de todo el ciclo de vida de las plantas. En animales
durante la embriogénesis se establece el plano corporal y la aparicion de los
6érganos, la funcién de células madre en los adultos es reparar tejidos, compensar
pérdidas celulares y mantener lineas germinales. Las plantas, en cambio,
desarrollan nuevos 6rganos y estructuras durante todo su ciclo de vida. La
generacion de estos nuevos 6rganos es a partir de células madre meristematicas
que pueden renovarse por si mismas y mantener la capacidad de dar lugar a
nuevas 6rganos y tejidos (Prem & Mohan 2006).

Las células madre son mantenidas tanto en plantas como animales en
microentornos denominados “nichos de células madre”. En plantas los nichos
mejor estudiados se encuentran en el meristemo apical del tallo y de la raiz (SAM
y RAM). Alrededor del nicho las células se dividen mas rapido y proveen las
células precursoras de nuevos 6rganos. Tanto en plantas como en animales las
células madre son mantenidas por sefiales externas y sus hijas se diferencian
cuando se desplazan y alejan de esta sefial. Cuando las células salen del nicho
antes de completar la diferenciacion atraviesan un periodo de rapida division
celular. El proceso de division lenta presente en el nicho puede ser una forma de
proteccion frente a mutaciones, en las plantas es particularmente importante
debido a que no solo generan tejidos soméaticos sino también lineas germinales.
(Sablowski 2004).

El mantenimiento de las células madre en los nichos y su funcién son
influenciados por diversos factores que seran detallados a continuacién: por genes
que participan en una via de sefnalizacion mediada por CLAVATA 1, 2y 3 (CLV1, 2,
3), WUSCHEL (WUS) y SHOOT MERISTEMLESS (STM); por remodelamiento de la
cromatina por medio de metilacion y acetilacién; por ARN de interferencia y
mediante hormonas como las auxinas.

En cuanto a los genes ortélogos en A. majus se conoce un gen homoélogo a
WUS, ROSULATA (ROA) descrito por Kieffer y colaboradores (Kieffer et al. 2006).
El apilamiento de secuencia entre ROA, WUS y TERMINATOR (TER), (el ortélogo
en Petunia hibrida), revela que comparten un 83% de homologia (Kieffer et al.
2006). Con respecto a los genes KNOX, familia a la que pertenece STM, se han
encontrado en A. majus los genes HIRZINA (HIRZ) e INVAGINATA (INA) cuya

expresion tiene el mismo patrén que su ortélogo en Arabidopsis.

3.2 ORGANIZACION DE LOS MERISTEMOS APICALES

El SAM de las angiospermas consiste en un pequefio grupo de células en
forma de bodveda con caracteristicas estructurales especificas. En cuanto a la

distribucién de capas se encuentra la capa epidérmica L1 y sub-epidérmica L2 con
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un espesor de una Unica célula. Ambas constituyen la “tdnica”, mantienen la
identidad clonal de cada capa y principalmente con divisidon anticlinal. La capa L3
permanece por debajo de la tunica, constituye el corpus y sus células se dividen
en todos los planos. L1 da lugar a la epidermis de tallos, hojas y flores, L2 provee
el tejido sub-epidérmico y las células germinales y L3 genera los tejidos centrales

(figura 2) (Fletcher et al. 2000; Mjolsness E. et al. 1999).

Figura 2: Estructura del SAM.

Tres vistas del meristemo apical del tallo (SAM) en Arabidopsis. Micrografia laser
confocal que muestra A) la seccion central a través del apice del tallo. FM: meristemo floral.
B) Coloracion sefialando la estructura en capas del meristemo. L1 (epidérmica), L2 (sub-
epidérmica) y L3 (corpus). C) coloracién que sefiala las regiones segun la funcién en el
SAM. CZ: la zona central, PZ: zona periférica, Rjb: centro organizativo (Mjolsness E. et al.
1999).

Los estudios histoldgicos del SAM también indican divisiones en zonas: zona
central (CZ), zona periférica (PZ) y centro organizativo (OC). La zona central se
encuentra en el apice del meristemo y contiene las células madre practicamente
inactivas y con una division celular muy lenta. La zona periférica rodea a la zona
central en forma de anillo y sus células se dividen mas rapidamente
incorporandose en los primordios de 6rganos en las zonas flanqueantes del
meristemo. La células del OC son internas a las otras dos zonas y producen las
sefiales que permiten el mantenimiento de las células madre (figural) (Castellano
& Sablowski 2005; Fletcher et al. 2000). La fuente de mantenimiento de células
madre en RAM es el centro quiescente (QC) que se encuentra en el centro del

meristemo rodeado de células madre (Castellano et al. 2005).

3.3 GENES DE MANTENIMIENTO MERISTEMATICO

Las células madre del meristemo son mantenidas gracias a la accion de
CLV-WUS-STM en Arabidopsis, cuyo mecanismo de regulacién se basa en una
retroalimentacion negativa entre las células madre y el OC (Castellano et al.
2005). WUS se expresa en la OC del meristemo apical y su funciéon es la de

mantener las células no diferenciadas en la CZ a través de una funcién no



auténoma celular (Laux et al. 1996; Mayer et al. 1998). Los mutantes wus
presentan pérdida de células madre en CZ y son incapaces de mantener el
meristemo (figura 3). Los efectos del mutante se manifiestan en todos los
estadios de desarrollo de la planta y sus flores carecen de los 6rganos centrales
(Laux et al. 1996). El fenotipo de roa, de A. majus, es mas drastico que el
observado en los mutantes wus ya que no alcanzan a producir flores. Esto podria
deberse a la presencia de genes redundantes que ejerzan el mantenimiento de las
células madre en Arabidopsis o a un control mas estricto en la floracion de A.
majus junto con una destruccion mas grave del SAM (Kieffer et al. 2006).

Los genes CLV1, 2 y 3 tienen funcidon opuesta a WUS y son los responsables
de reclutar las células desde CZ hacia la PZ para la formacion de los primordios de
los 6rganos. Los mutantes clv 1-3 poseen un SAM mas grande que genera un
mayor nimero de primordios de 6rganos con una pérdida aparente de la filotaxis
y la aparicién de mas carpelos (figura 3) (Doerner 2000; Laux et al. 1996).

Los genes WUS y CLV se regulan de forma reciproca de tal manera que los
genes CLV a través de una via de sefalizacion desde CZ restringen la expresion
de WUS mientras éste induce la expresion de CLV3 (Doerner 2003; Vernoux &
Benfey 2005).

Recientemente se han descubierto los genes POLTERGEIST (POL) y
POLTERGEIST-LIKE1 (PLL1) que actian aguas abajo de los genes CLV, y su
funcién parece relacionarse con el mantenimiento de la expresion de WUS vy el
balance entre células madre y las destinadas a la diferenciacion (Song, Lee, &
Clark 2006).

APICE DEL TALLO SILVESTRE
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Figura 3: Comparacion del SAM en los mutantes wus y clv.

Currert Bislegy

Comparacion esquematica de los apices del tallo silvestres (superior), mutante
clavata (centro) y mutante wuschel (inferior) en plantas de Arabidopsis. La zona central
(CZ) en rojo se expande en los meristemos clv y se genera un ndmero excesivo de
primordios de 6rgano en la periferia. En los mutantes wus las células madre del apice se
consumen formando los primordios aunque se generan meristemos adventicios que
producen eventos transitorios de formacion de Organos desde posiciones apicales
distribuidas al azar (Doerner 2000).
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El estado indeterminado de las células dentro de SAM depende también del
gen STM (Barton & Poethig 1993). Este gen pertenece a la familia de los genes
KNOTTED-like, de Arabidopsis (KNAT), o genes KNOX, de la cual también forman
parte los genes KNAT1 o BREVIPEDICELLUS (BP), KNAT2, 3, 4, 5y 6 (Hake et al.
2004; Serikawa, Martinez-Laborda, & Zambryski 1996). Los mutantes stm poseen
un fenotipo opuesto al fenotipo de los mutantes simples de clv. Este gen se
expresa en las células indeterminadas del meristemo y esti ausente en los
primordios de 6rganos. En comparacion con los genes WUS se ha encontrado que
ambos mutantes simples wus y stm provocan la detencion de la actividad
meristematica con un patrén de crecimiento, aborto y reinicio. Sin embargo en
stm las células meristematicas se consumen por completo en el desarrollo de los
o6rganos pero en wus de alguna manera se mantienen permitiendo el reinicio
continuo aunque transitorio del desarrollo de tallo (Doerner 2003). Esta diferencia
conduce a pensar que STM previene que las células meristematicas formen un
6rgano especifico, mientras que WUS esté involucrado en el mantenimiento de las
células madre, por lo tanto el arresto del meristemo observado en ambos
mutantes simples se debe a dos razones diferentes (Simon & James 2006).

De los andlisis de co-expresion ectopica de WUS y STM se deduce que se
requieren ambos genes para proporcionar identidad meristematica (Lenhard,
Jurgens, & Laux 2002). Los genes WUS y STM son expresados en forma
independiente uno de otro y en diferentes patrones durante la embriogénesis, sin
embargo no pueden mantenerse uno en ausencia del otro (Mayer et al. 1998). Los
genes BP y KNAT6 participan junto con STM en el mantenimiento de las células
meristematicas y BP también regula el desarrollo de los entrenudos y participa en
el desarrollo del replo placentario (Alonso-Cantabrana et al. 2007; Belles-Boix et
al. 2006; Byrne, Simorowski, & Martienssen 2002).

HIRZ e INA en A. majus, tienen el mismo patron de expresidon que STM de
Arabidopsis presentandose en SAM y en los entrenudos en desarrollo pero no en
los primordios ni inicios de 6rganos. Los analisis de dos alelos hipermarficos
demuestran que actlan en vias redundantes promoviendo la formacién de SAM
(Golz, Keck, & Hudson 2002).

Ademés de los genes mencionados se ha encontrado un mutante hairy
meristem (ham), en petunia, incapaz de mantener el meristemo apical. Los
mutantes ham son indistinguibles del silvestre en plantas jovenes pero a partir del
desarrollo de unas pocas hojas se detiene la formacion de 6rganos y los niveles de
expresion de PhWUS (TER) y PhSTM decaen rapidamente. Los dobles mutantes
ham ter tienen inicialmente el fenotipo de wus pero en estadios posteriores de
desarrollo alcanzan el fenotipo de ham, sugiriendo que ambos genes actian en
vias paralelas. Dado que la expresion de HAM se limita a los tejidos derivados de

la capa L3 del tallo y las hojas, su accion parece ser no auténoma celular (Doerner
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2003; Stuurman, Jaggi, & Kuhlemeier 2002).

En resumen se puede concluir que STM es requerido para mantener un
estado indeterminado en las células dentro del SAM, mientras WUS conserva un
subgrupo de estas células en el centro de SAM como células madre. Los genes
CLV1-3 mantienen la homeostasis de las células madre por medio de la
retroinhibicion de WUS vy permiten el equilibrio entre las células que
pluripotenciales y aquellas destinadas a la formacion de nuevos érganos.

Recientemente se ha encontrado un mutante con fenotipo indistinguible de
los mutantes wus que es un alelo dominante negativo del gen de identidad
APETALA (AP2), 128. El fenotipo del mutante de pérdida de funcidon ap2 presenta
caracteristicas similares al mutante 128 mostrando reduccion de la expresion de
WUS y CLV3 en SAM. Esta reduccion de WUS sugiere una activacion regulada por
AP2, que requiere la presencia de CLV3. Por lo tanto AP2 o factores controlados
por él actuarian regulando negativamente la via de sefalizacion de CLV. AP2 se
expresa en todos los estadios del SAM, los resultados en los trabajos realizados
por Wurschum y colaboradores demuestran que la actividad silvestre de AP2
compite con la actividad de 128 (figura 4). (Doerner 2006; Wurschum, Gross-
Hardt, & Laux 2006).

Otros mecanismos de regulacion de la expresion de genes como el
remodelacion de la cromatina o la regulacién mediada por los micro ARN (miARN)
también participan en la regulacion de los genes de mantenimiento del
meristemo. En relacion con la cromatina se han descripto los mutantes en los
genes FASCIATA 1Y 2 (FAS1 y 2) que afectarian el dominio de expresiéon de WUS
como represores (Kaya et al. 2001). Mutaciones en el gen AtBrahma homologo a
una subunidad del complejo de remodelacion de la cromatina en levaduras,
provoca anormalidades en el desarrollo del tallo, en el mantenimiento del SAM,
reduccion en el tamafio de las inflorescencias y numero de flores asi como
cambios en el tamafio y forma de hojas y flores (Farrona et al. 2004). Los
mutantes en la proteina SPLAYED (SYD) exhiben un fenotipo similar al producido

cuando se restringe la expresion de WUS (Kwon et al. 2006).
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Figura 4: Modelo de la accion de AP2 en las células madre del SAM.

AP2 puede promover el mantenimiento de Ilas células madre regulando
negativamente la sefalizacion mediada por CLV (linea cortada) o contraponiendo su efecto
(flecha) (Wurschum et al. 2006).

Estudios recientes sugieren que las moléculas de miARN son moléculas
reguladoras claves en el desarrollo de las plantas. Se ha encontrado que la
proteina ARGONAUTAL1l (AGO1), que participa en la biosintesis de miARN, esta
relacionada con el mantenimiento de las células madre en el meristemo ademéas
de presentar diversas funciones a lo largo del desarrollo de la planta como se
mencionara mas adelante (Prem et al. 2006). Del andlisis de los mutantes simples
agol y pinhead (phd), un gen estrechamente relacionado con AGO1, se deduce
que ambos genes tienen un efecto positivo en la funcién de STM. Sin embargo la
informacion disponible no permite definir el modo de accién de AGO1 y PNH/ZLL
en la funcién de STM (Kidner & Martienssen 2005; Prem et al. 2006)

La mayoria de los mutantes en estos genes que afectan el mantenimiento
del meristemo y el numero de células de los primordios de 6érganos comprometen
la arquitectura floral. Sus efectos no cambian el tamafio de los érganos de la flor

sino el numero (Weiss, Delgado-Benarroch, & Egea-Cortines 2005).

4 FORMACION DE NUEVOS ORGANOS

Pequenos grupos de células cercanas al meristemo muestran los primeros
signos de diferenciacion hacia la formacién de los primordios de 6rganos. En
principio se define un grupo de células denominadas pre-fundadoras que
posteriormente daran lugar a las células fundadoras. Durante esta fase se
establecen los limites que separan el primordio del resto de los tejidos (Carraro et
al. 2006).

Los primeros estudios genéticos comenzaron con el aislamiento de los genes
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PHANTASTICA (PHAN) de A. majus (Waites et al. 1998; Waites & Hudson 1995)
posteriormente se aislaron los ortélogos en maiz (ROUGH SHEATH 2)
(Timmermans et al. 1999; Tsiantis et al. 1999) y en Arabidopsis ASYMMETRIC
LEAVES1 (AS1l) (Byrne et al. 2000), todos con dominios myb de factores de
transcripcion. Estos genes participan en la represion de proteinas KNOX en las
células fundadoras de los 6rganos. A su vez se ha demostrado que AS1l y
ASYMMETRIC LEAVES2 (AS2) son reprimidos por STM (Byrne et al. 2000) y
actian formando un complejo que se une directamente a los promotores de
proteinas KNOX para reprimir su expresion (Guo et al. 2008). AS1 y AS2 actlan
por otro lado regulando positivamente la expresion de LATERAL ORGAN
BOUNDARY (LOB) miembro de la familia de proteinas denominada LOB domain
(LBD) a la que pertenece la proteina AS2 (Ilwakawa et al. 2002; Shuai, Reynaga-
Pena, & Springer 2002). LOB se expresa en los limites entre SAM y los primordios
de los 6rganos en desarrollo y su funcidn es redundante con otras proteinas
pertenecientes a la misma familia como lo demuestra la ausencia de fenotipo en el
mutante simple lob (Byrne et al. 2002; Shuai et al. 2002). Recientemente se ha
descrito una nueva funcién de los genes BLADE-ON-PETIOLE1l y 2 (BOP1 y 2) en
la regulacion de los 6rganos laterales y la forma celular en Arabidopsis. La
expresion ectépica de ambos genes conduce a una sobre-expresion de LOB y AS2
y a una reduccion de su expresion en los mutantes bop. Ademas la expresion
ectopica de BOP provoca la represion de los genes KNOX de clase 1 (Ha et al.
2007).

Estos resultados sugieren que los genes que se expresan en los primordios
de Organos interactian con los genes meristematicos para regular la morfogénesis

del tallo.

4.1 DEFINICION DE LOS LIMITES ENTRE MERISTEMOS Y
ORGANOS

Los 6rganos laterales se forman a partir del SAM originandose en grupos de
células de la periferia del meristemo. Esto conduce a la formacion de bordes entre
el meristemo y los 6rganos laterales y entre los diferentes 6érganos. Las células
que conforman estos bordes tienen comportamientos especiales respecto de la
division y expansion celular y a la continuidad de los plasmodesmos (Aida &
Tasaka 2006).

En cuanto a la division celular trabajos realizados en SAM de tomate y en
inflorescencias de Arabidopsis demuestran que la division celular se detiene en los
bordes o disminuye de forma significativa. También se ha descrito una

disminucién significativa de la expresion de la ciclina D3b en A. majus (Breuil-
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Broyer et al. 2004; Gaudin et al. 2000; Hussey 1971). Sin embargo otros trabajos
realizados por Laufs et al (Laufs et al. 2004) en Arabidopsis, en estadios muy
tempranos del desarrollo de sépalos, si se observan células con actividad mitética
en los bordes entre 6rganos y entre O6rgano y meristemo. Esto sugiere la
existencia de un periodo de tiempo entre la especificacion de la forma de los
bordes y la detencion de la actividad del ciclo celular (Aida et al. 2006).

La morfologia de las células también es diferente en los bordes. En general
las células de los meristemos y los primordios son redondeadas con superficies
planas o convexas. Sin embargo, las células en los bordes entre 6rganos y
meristemos, son concavas (curvatura negativa) y se alargan extendiéndose
paralelas al eje del borde. Esta elongacion se combina con una contraccién en el
plano perpendicular, lo que genera un surco presente en la separacion de los
primordios del meristemo (Aida et al. 2006).

El desarrollo de los limites entre 6rganos involucra la regulacion de diversos
genes que estan relacionados con su formacidon. Se han encontrado mutaciones
que producen fenotipos con 6rganos adyacentes fusionados que incluyen el NO
APICAL MERISTEM (NAM) en Petunia, los genes de Arabidopsis CUC1y 2 y el gen
de A. majus CUPULIFORMIS (CUP). Ademas de la fusion de los cotiledones los
dobles mutantes cucl y 2 con los mutantes nam carecen de SAM. Por otro lado
los mutantes stm poseen también cotiledones fusionados, lo que sugiere una
comunicacion entre las vias involucradas en la formacién de bordes y el
mantenimiento del meristemo. Los analisis de los dobles y triples mutantes cuc 1,
2 y stm muestran que CUC1 y CUC2 son esenciales para la expresion de STM y
viceversa. En el caso de A. majus los mutantes CUP son mas drasticos
presentando fusién en todos los 6rganos laterales. Estos resultados indican que en
Petunia y Arabidopsis existe una mayor redundancia para la separacion de
6rganos que la presente en A. majus (Aida et al. 2002; Aida, Ishida, & Tasaka
1999; Aida et al. 2006; Weir et al. 2004). La regulacion de los genes CUC es
afectada por diversos factores entre los cuales se encuentran las auxinas. Los
mutantes simples en los genes PIN-FORMED1 (PIN1, un transportador de auxinas)
y PINOID (PID, un regulador de la localizacion polar de PIN1) causan efectos
suaves en el desarrollo de los cotiledones. Los dobles mutantes, sin embargo,
tienen efectos mas drasticos que incluyen la completa ausencia de cotiledones. En
estos dobles mutantes los dominios de expresion de CUC1l, CUC2 y STM se
expanden hacia la periferia y se solapan con los marcadores especificos de los
cotiledones. En un fondo genético cucl, cuc2 o stm se recupera el crecimiento de
los cotiledones sugiriendo que la regulacion negativa de estos genes por PIN1 y
PID es suficiente para el crecimiento del primordio. (Aida et al. 2006; Furutani et
al. 2004). También se ha establecido que los genes CUC estan bajo un control

post-transcripcional por miARN, miR164, que regula la acumulacién de los
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productos génicos (Aida et al. 2006).

4.2 DETERMINACION DE POLARIDAD DE ORGANOS

La literatura disponible respecto al desarrollo de la polaridad de los 6rganos
se centra principalmente en el estudio del desarrollo de las hojas. Los primordios
de los d6rganos se subdividen en dominios diferentes a lo largo de los ejes
adaxial/abaxial y proximo/distal, en referencia a la localizaciéon del meristemo
(Byrne 2005; Engstrom, lIzhaki, & Bowman 2004). La base del desarrollo
asimétrico en un organismo multicelular es la habilidad de las células de
interpretar su posicién respecto de una referencia, que en el caso de los
primordios de drganos es el meristemo, y traducir la informaciéon en patrones de
diferenciacién, proceso denominado como establecimiento de la polaridad
(Carrazo, 2006).

Los estudios realizados en Arabidopsis han identificado diversas familias de
genes que participan en al determinaciéon de la polaridad adaxial-abaxial
apropiada. Los genes de Clase Ill del homeodominio/ cremallera de Leucinas
(Claselll HD-ZIP), en particular PHABULOSA (PHB), PHAVOLUTA (PHV) vy
REVOLUTA (REV) estan relacionados con el mantenimiento del dominio adaxial
(McConnell et al. 2001; Otsuga et al. 2001 ; Prigge et al. 2005). El dominio abaxial
por otro lado es influenciado por las familias KANADI (KAN1, 2 y 3) y YABBY
donde estan normalmente activos. Existen evidencias genéticas y moleculares que
sugieren que PHB y KANADI se reprimen mutuamente en los primordios de las
hojas definiendo dos regiones adyacentes de expresion (Scofield & Murray 2006).

Dado que PHB, PHV y REV exhiben un patrén similar de expresion se ha
postulado que los tres tienen funcion redundante para promover el desarrollo del
meristemo y la identidad adaxial de los 6rganos laterales. La regulacion de los
genes pertenecientes a la Clase Il HD-ZIP se ha sugerido recientemente podria
estar mediada por miRNAs (Emery et al. 2003; Kidner & Timmermans 2007;
Yang, Xue, & An 2007).

La funcién de los genes YABBY (YAB) parece entrar en accién aguas abajo
de la rutas descritas hasta el momento. La familia de los genes YAB comprende
seis factores de transcripcion estrechamente relacionados, de los cuales tres se
expresan durante el desarrollo vegetativo (FILAMENTOUS FLOWER (FIL), YAB2 y
YAB3) (Siegfried et al. 1999). Tanto KAN como ETTIN/AUXIN RESPONSE FACTOR4
(ETT/ARF4) con funcién redundante en la determinacion de la identidad abaxial,
regulan positivamente la expresion de FIL. Mientras AS2 y AS1 (ortdlogo de PHAN

en Arabidopsis) la inhiben en el dominio adaxial y parecen promover la identidad
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de este dominio (Kidner et al. 2007). Resultados recientes han demostrado que
posiblemente AS2 restringe la expresion de las proteinas HD-ZIPIIl mediada por
MiRAN165/166 maduros (Ueno et al. 2007). La localizacion polarizada de auxinas
podria intervenir en la polarizacion de la expresion de FIL a través de ETT/ARF4
cuya expresion es a su vez controlada por trans-acting short-interfering ARN (ta-
siARN) (figura 5) (Kidner et al. 2007).

Adazxial
MIR390 =] TAS3
HD-ZIPIN
J Futa de misRR \
ta-siBNA vig ASOH \
AGO7 \ / L‘ 5 AS1/AS2
miR166 KANADI
Auxinas ETT/
ARF4 \
YABBY
Abaxial |
Currant Opinsan in Plant Biology

Figura 5: Interaccion genética que controla la polaridad adaxial-abaxial en
Arabidopsis.

La especificacion de la polaridad involucra tres rutas genéticas conservadas: TAS3-
ta-siARN, HD-ZIPIII-KAN, y AS1-AS2. Estas rutas se identificaron por redundancias y por
interacciones antagonicas entres los componentes abaxiales y adaxiales. Todas confluyen
en los genes YABBY. Las interacciones que se conocen son directas estan sefialadas en
negritas.

En el grafico mostrado en la figura 5 se detalla la interconexion entre los
genes mencionados para Arabidopsis que participan en la regulacion de la
polaridad de las hojas.

De las tres rutas descritas que median la regulacién de la polaridad de las
hojas, en A. majus sdlo se ha encontrado la mediada por AS1 y AS2. El gen PHAN
de A. majus actia tanto en el mantenimiento del meristemo como en la
determinacion de la polaridad de los 6rganos. Su accion es redundante con los
genes HANDLEBARS (HB) el cual actia tanto en el desarrollo vegetativo como en
la simetria de los pétalos (Waites et al. 1998; Waites & Hudson 2001). Ambos
genes especifican la polaridad en las hojas e intervienen en el mantenimiento del
meristemo. Sin embargo, dado que HB también presenta una funcion en flores, se

puede inferir que la asimetria abaxial-adaxial de las hojas puede compartir
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componentes con la via de las flores (Waites et al. 2001). Los genes
GRAMINIFOLIA (GRAM) y PROLONGATA (PROL) de A. majus, pertenecientes a la
familia de genes YABBY, se expresan en el dominio abaxial y determinan la forma
abaxial de las células de manera redundante excluyendo la identidad adaxial. Sin
embargo GRAM es capaz de promover la identidad adaxial junto con PROL y PHAN
de una manera no auténoma celular (Golz et al. 2004)

Hasta el momento no se conoce demasiado acerca de los controles que
actian aguas arriba de estos programas encargados de determinar la polaridad de
los 6rganos. Nole-Wilson & Krizek han descrito una posible relacion entre
AINTEGUMENTA (ANT) y FIL promoviendo la polaridad de los drganos a través de
la induccidén de la expresion de PHB (Nole-Wilson & Krizek 2006).

Como hemos descrito los genes AS1 y 2 relacionados con el mantenimiento
del meristemo también tienen un papel en la determinacion de la polaridad de las
hojas. Esta interconexidon entre los diferentes programas genéticos también se
evidencia en la represion de los genes KNOX mediada por YAB3 y FIL (Engstrom
et al. 2004).

4.2.1 Crecimiento polar y tamafio de los 6rganos florales

Los primeros trabajos realizados en A. majus proporcionaron la informaciéon
basica para la comprension del desarrollo de las hojas con la identificacién del
programa genético que controla la simetria dorsoventral de los 6rganos laterales
de las plantas.

Algunos genes pertenecientes a la familia de los genes YAB producen
fenotipos florales en sus mutantes; la pérdida de funcién de FIL provoca una
transformacion de los sépalos y los pétalos en filamentos de estambres, con
variacion en el numero y forma de los 6rganos florales, este gen también esta
involucrado en el mantenimiento del meristemo floral (Sawa et al. 1999). Este
fenotipo sugiere que los genes YAB controlan la disposicion no solo de las hojas
sino de las flores. Ademas podrian tener una funcibn mas general regulando la
expansion de los 6rganos dado que la expresion de los genes YAB, bajo la
regulaciéon del promotor de KANAD1 produce flores grandes (Yuval Eshed,
comunicacién personal). Recientemente se ha descrito que los genes SEUSS
(SEU) y LEUNIG (LEU) estan involucrados en la determinacion de la polaridad
abaxial/adaxial de los pétalos en Arabidopsis y su accion parece tener lugar a
través de la regulacion de los genes FIL/YAB1 y PHB. (Franks, Liu, & Fischer
2006). Estos genes (SEU y LEU) intervienen también en la determinacion de la
identidad de los Organos florales a través de la represién de la expresiéon
AGAMOUS (AG) en sépalos y pétalos para permitir una especificacion adecuada de

la identidad de los 6rganos (Franks et al. 2002; Liu & Meyerowitz 1995). Los
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mutantes presentan una reduccién en el rea de los pétalos y la funcién de LEU y
SEU respecto a la formaciéon correcta de la lamina de estos 6rganos parece ser a
través de la regulacion de la proliferacion celular en una via independiente de AG
(Franks et al. 2002; Franks et al. 2006).

Todos estos datos sugieren que los genes que controlan la polaridad
adaxial/abaxial interaccionan con otros genes requeridos para establecer los
limites de identidad y la proliferacion celular en una compleja red de genes que

aun no se conoce con claridad.

4.3 DETERMINACION DE LA IDENTIDAD DE LOS ORGANOS
FLORALES

La transicion desde los meristemos vegetativos hasta la formacion de los
primordios florales y por ultimo los 6rganos florales involucra estadios intermedios
entre el meristemo de inflorescencia y el meristemo floral, estos estan
determinados por una red de genes de identidad que integran la informacion
enddgena y del entorno para regular espacial y temporalmente la formacion de las
flores.

Existen cuatro tipos de sefiales capaces de inducir la floracion: 1- via
dependiente de giberelinas (GA), indispensable en dias cortos; 2- via dependiente
del dia largo; 3- via auténoma; y 4- ruta de vernalizacion. Todas estas vias
convergen en los genes SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO 1 (SOC1) y
FLOWERING LOCUS T (FT) (Corbesier & Coupland 2006).

Estas rutas que regulan la induccion de la floraciobn confluyen en la
activacion de los genes LEAFY (LFY) y APETALAl1 (AP1l) en Arabidopsis. Estos
genes son ademés reprimidos por TERMINAL FLOWER1 (TFL1) (Blazquez et al.
2006; Bradley et al. 1997; Shannon & Meekswagner 1991). En A. majus el gen
con mayor homologia con TFL1 es CENTRORADIALIS (CEN) cuyos mutantes
recesivos cen transforman el fenotipo indeterminado de la inflorescencia de A.
majus en una inflorescencia que termina en una flor pero no afectan el tiempo de
floracion (Bradley et al. 1996).

El gen LFY es por lo tanto un gen de identidad meristematica responsable de
la transicion del desarrollo vegetativo al reproductivo en las plantas
dicotiledéneas. A pesar de la importancia en la funcién de este gen sus genes
blanco son solo tres, dos involucrados en la regulacion de la identidad floral, AG y
APETALA3 (AP3), y el tercero relacionado con la identidad meristematica AP1, el
cual es ademas un gen de identidad de 6rgano de clase A como se describe mas
adelante (figuras 6 y 7). Los mutantes con pérdida de funciéon de LFY contindan

produciendo hojas y tallos laterales en lugar de flores. La expresion ectdpica de
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LFY es capaz de producir flores en lugar de hojas (Blazquez et al. 1998; Blazquez
et al. 2006; Coen et al. 1990; Jack 2004; Schultz & Haughn 1991). Este gen se
encuentra altamente conservado en especies diversas como tabaco (Kelly,
Bonnlander, & Meeks-Wagner 1995), petunia (Souer et al. 1998), tomate
(Molinero-Rosales et al. 1999). El ortélogo en A. majus es FLORICAULA (FLO),
cuyo mutante tiene fenotipo similar al de Arabidopsis. Esto indica que LFY es
indispensable para la produccion de los drganos florales en estadios tempranos.
En flores tardias AP1 presenta una actividad redundante con LFY en la transicién
floral (Blazquez et al. 1997; William et al. 2004). El gen SQUAMOSA (SQUA) en A.
majus codifica para un factor de transcripciéon que pertenece a la misma familia
que AP1 (MADS box), sus dominios de expresion son similares (Huijser et al.

1992).

4.3.1 Modelo ABCDE

Tanto las flores de A. majus como de Arabidopsis estan organizadas en lo
que se denominan verticilos, sépalos, pétalos, estambres y carpelos. Los érganos
florales se generan secuencialmente a partir de los bordes de los meristemos
florales. En primer lugar aparecen los sépalos seguidos por los pétalos, los
estambres y finalmente los carpelos. Los sépalos protegen y envuelven el capullo,
mientras que los pétalos en muchas especies sirven para atraer a los
polinizadores. Ambos tipos de Organos recubren los o6rganos sexuales: los
estambres, mas externos, que producen el polen, y los carpelos que se
encuentran en el interior y contienen los 6vulos (Irish 1999).

Por més de una década el modelo ABC fue la base de la comprensién del
desarrollo floral mediante estudios de mutantes homedticos en Arabidopsis y A.
majus (Schwarz-Sommer et al. 2003a). Curiosamente todos los genes
involucrados, a excepcion de uno, pertenecen a la familia de los genes MADS.
Recientemente se han encontrado los genes de clase D que estan relacionados
con la identidad del 6vulo y los genes de clase E que actdan junto con ABC en los
tres verticilos interiores. La accion tanto en forma independiente como conjunta,
dependiendo del érgano, de las diferentes clases de genes mencionadas, conduce
a la formacion de las cuatro clases de 6rganos que componen la flor (Kramer &
Hall 2005). Este modelo puede resultar controversial con respecto a los genes de
clase A dado que no se han encontrado mutantes homeodticos en A. majus para
esta clase de genes con fenotipos homoélogos a los encontrados en Arabidopsis y
por lo tanto la funcién de los genes de clase A en cuanto a la especificacion de los
o6rganos florales es ain un enigma (Keck et al. 2003; Schwarz-Sommer et al.
2003a), Sin embargo trabajos realizados en Pisum sativum sugieren que el

homoélogo a AO1 ejerce una doble funciéon en la identidad del meristemo y la
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identidad de 6rganos florales (Berbel et al. 2001).

Trabajos en Pisum sativum y Medicago truncatula demuestran que a pesar
de las diferencias en la ontogenia floral de estas plantas respecto a Arabidopsis y
Antirrhinum el desarrollo floral requiere la presencia de los mismo genes de
identidad (A, B y C) (Benlloch et al. 2003; Ferrandiz et al. 1999).

El modelo de accion de las diferentes clases de genes se detalla en la figura
6 de tal manera que los genes A determinan la identidad de los sépalos o primer
verticilo, la acciéon combinada de A y B especifica los pétalos, tanto B como C se
encargan de la identidad de los estambres y por ultimo los genes de clase C que
determinan la formacion de los carpelos. Los genes A y C ademas de su funciéon
de identidad tienen actividad cadastral, en el caso de Arabidopsis, lo que significa
que la expresion de los genes A en el verticilo 1 y 2 no permite la expresion de C
en estos verticilos el que excluye a A de los verticilos 3 y 4 (Coen & Meyerowitz
1991; Weigel & Meyerowitz 1994).

i. Genes de clase A

En el caso de Arabidopsis hay dos genes que pertenecen a esta clase
APETALA 1 (AP1l) y APETALA 2 (AP2). En principio AP1 habia sido considerado
Unicamente como gen de identidad meristematica, sin embargo la expresién
especifica en los verticilos 1 y 2 develaron su actividad en la identidad de los
6rganos florales. Los mutantes apl afectan la identidad meristematica
desarrollando meristemos de inflorescencia en lugar de florales y ademas causa
defectos en el desarrollo de sépalos y pétalos, aunque estos cambios no son
exactamente los predichos por el modelo ABC: carpelo-estambre-estambre-
carpelo (Bowman et al. 1993; Egea Gutierrez-Cortines & Davies 2000). El
homologo de AP1 en A. majus es SQUAMOSA (SQUA) aunque no es estrictamente
requerido para el desarrollo de pétalos y sépalos (Huijser et al. 1992). Los
mutantes ap2, forman 6rganos reproductivos en los verticilos externos de la flor,
en alelos débiles los sépalos son reemplazados por estructuras similares a las
hojas que en ocasiones presentan en sus extremos tejido estigmatico y los pétalos
por 6rganos estaminoides, alelos mas fuertes presentan carpelos en los verticilos
1y 2 y ocasionalmente aparecen estambres entre estos dos verticilos (figura 6)
(Bowman, Smyth, & Meyerowitz 1989; Keck et al. 2003; Kramer et al. 2005). La
funcién de AP2 es doble, por un lado como se deduce de los mutantes, participa
en el desarrollo de los sépalos y los pétalos y ademas reprime la funcion de AG
en los verticilos 1 y 2 (Bowman et al. 1989). Las dos funciones inherentes a AP2
son independientes dado que los dobles mutantes ap2 ag son epistaticos para ap2
en los 6rganos de los dos verticilos externos de la flor (Keck et al. 2003). En el
caso de A. majus no se ha encontrado un fenotipo comparable al de ap2 de

Arabidopsis. La funcion en el desarrollo de los érganos del segundo verticilo
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parece relacionarse con los genes LIPLESS (LIP) 1 y 2. Los dobles mutantes lipl y
2 muestran defectos en los cuatro verticilos, el 6érgano correspondiente a los
sépalos tiene un fenotipo similar a las bracteas, el segundo verticilo presenta
reduccion en el tamafo de los labios, el paladar y los I6bulos de la flor, estas
regiones presentan un fenotipo celular no identificado con células mas pequefas
que las silvestres. Los estambres y carpelos no tienen practicamente cambios en
la identidad pero presentan una reduccion de tamario.

Estos resultados sugieren que los genes LIP juegan un papel importante en
el crecimiento y desarrollo de los 6rganos del segundo verticilo sin embargo no
parecen relacionarse con la inhibicion de la expresion de los genes de clase C
(Keck et al. 2003). La inhibicion de PLENA (PLE), gen de clase C de A. majus
(Bradley et al. 1993) parece llevarse a cabo por otros genes como STY y

FISTULATA (FIS).

ii. Genes de clase B

Estos genes son los responsables de la identidad de los pétalos y los
estambres (figura 6). Esta clase de genes ha sido encontrada tanto en Arabidopsis
como en A. majus. En el primer caso se han identificado a AP3 (Jack, Brockman,
& Meyerowitz 1992) y PISTILLATA (Pl) (Goto & Meyerowitz 1994) y en el caso de
A. majus a DEFICIENS (DEF) (Sommer et al. 1990) y GLOBOSA (GLO) (Trobner et
al. 1992) todos miembros de la familia génica de las cajas MADS. Ambos
mutantes def y glo poseen fenotipos similares en la flor. En el caso de Arabidopsis
los mutantes de clase B tiene 4 verticilos, sin embargo los de A. majus solo 3.
Estas variaciones pueden deberse a interacciones diferentes con otros genes
reguladores que varian entre ambas especies (figura 6). Por ejemplo en
Arabidopsis el doble mutante del gen SUPERMAN (SUP), que presenta defectos en
el limite entre los verticilos 3 y 4, con cualquiera de los genes de clase B, produce
un fenotipo similar al los mutantes simples de clase B en A. majus. Esto significa
que existen diferencias entre ambas especies en cuanto a la regulacion de la
finalizacion de formacién de nuevos drganos (control de determinacion) (Bowman

et al. 1992; Schwarz-Sommer et al. 2003a)

iii. Genes de clase C
Los genes de clase C especifican la identidad de 6rgano y la determinacion
meristematica en diversas especies de plantas como A. majus (Bradley et al.
1993), Arabidopsis (Yanofsky et al. 1990), tomate (Pnueli et al. 1994b), petunia y
pepino (Kater et al. 1998).
Estos genes producen mutantes comparables tanto en Arabidopsis como en
A. majus, en general poseen un mayor numero de verticilos y un patrén de

crecimiento indeterminado. En Arabidopsis el mutante en el gen AG presenta un
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fenotipo: sépalo, pétalo, pétalo, sépalo y asi sucesivamente causando la
formacioén de flores dentro de flores (figura 6). En A. majus la mutacién en el gen
de clase C, PLE, posee un fenotipo similar pero con un numero variable de
organos en el verticilo 4. La funcidon cadastral de los genes de clase C sobre los
genes de clase A se observo tanto en Arabidopsis como en A. majus, en el primer
caso un mutante con expresion constitutiva de AG en los verticilos 1 y 2 conduce
a la aparicion de carpelos y estambres en lugar de sépalos y pétalos, en A. majus
una ganancia de funcién de PLE en los mismo verticilos también presenta
fenotipos similares a las pérdidas de funcidon de los genes de clase A (Weigel et al.
1994). Los genes de clase A en Arabidopsis presentan accion cadastral sobre los
genes de clase C y los mutantes ap2 provocan su expresion ectopica en los
o6rganos mas externos de la flor. Esto genera flores con menos 6rganos dentro de
los verticilos 1, 2 y 3 debido a la accibn de estos genes (PLE y AG) en la
determinacion de los 6rganos florales (Schwarz-Sommer et al. 2003a)

Tanto en A. majus como en Arabidopsis se han encontrado genes que
comparten funciones con los genes de funcién C. En el primer caso, FARINELLI
(FAR), aunque el fenotipo del mutante simple no sea comparable al fenotipo de
ple, mostrando solo esterilidad masculina, el doble mutante ple far evidencia una
accion redundante de ambos genes en la regulacion negativa de los genes de
clase B en el cuarto verticilo (Davies et al. 1999). En el caso de Arabidopsis se
identificaron los genes HUA1 y 2 que parecen compartir las funciones con AG de
identidad de o6rganos reproductivo, represion de APl y determinacion (Chen &

Meyerowitz 1999).

iv. Genes de clase E

La transformacion de hojas en flores por la mera sobre expresidon de los
genes de identidad floral solo fue posible después de identificar los genes
SEPALLATA (SEP). Estos genes actian en combinacion con las funciones ABC para
especificar la identidad de los 6rganos de los verticilos 2, 3 y 4. Su nombre tiene
origen en que los triples mutantes sepl sep2 sep3 producen flores indeterminadas
compuestas Unicamente de sépalos (figura 6) (Pelaz et al. 2000). La funciéon de
estos genes no solo es requerida para el correcto desarrollo de pétalos, estambres
y carpelos sino también para prevenir el crecimiento indeterminado. Existen
evidencias de la interaccidon entre SEP3 y los genes AP1 y el heterodimero AP3/PI
y mas aun este complejo de genes de clase B puede interactuar con AG y SEP3 en
complejos mas grandes (Pelaz et al. 2000; Pelaz et al. 2001). Se han encontrado
los genes ortélogos en eudicotiledoneas y monocotiledéneas evolutivamente
distantes de Arabidopsis como petunia, A. majus (DEFH 200, 72, 84) y tomate
entre otras (Ambrose et al. 2000; Angenent et al. 1994; Davies et al. 1996b;
Pnueli et al. 1994a)
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V. Genes de clase D

Estudios realizados en petunia hibrida de los genes FLORAL BINDING
PROTEIN 7 y 11 (FBP 7 y 11) indicaron que estos eran genes de identidad de
o6vulo.

La sobre-expresion de FBP 7 y 11 en los cuatro verticilos conduce a la
formacién de 6vulos en los sépalos y pétalos. La supresion de ambos resulta en la
transformacion homedtica de los 6vulos en tejidos carpeloides, estos resultados
condujeron a proponer un nuevo modelo ABCD (Colombo et al. 1995; Skipper et
al. 2006). En Arabidopsis estos genes estan codificados por los genes SEEDSTICK
(STK) y SHATERPROOF 1 y 2 (SHP1 y 2) todos homoélogos a AG, los cuatro genes
determinan la identidad del carpelo (figura 6) (Krizek & Fletcher 2005; Pinyopich
et al. 2003).
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Figura 6: Modelo floral ABC de Arabidopsis.

Las letras A, B, C, D y E especifican las actividades solapantes de las cinco clases de
genes reguladores, los cuales son responsables de la identidad de los cinco d&rganos
florales: A sépalos; A, By E pétalos; B, Cy E estambres; Cy E carpelos; y C, D y E 6vulos.
B) Composicion tedrica de los cinco tipos de mutantes ABCDE. En el mutante A, la funciéon C
esta presente en los verticilo 1 y 2; lo que produce la formaciéon de carpelos en el verticilo 1
y estambres en el verticilo 2. En el mutante B los dos primeros verticilos consisten en
sépalos, y el tercero y cuarto estan formados por carpelos. En el mutante C, a diferencia del
mutante A, la funcién A esta activa en todos los verticilos. Por lo tanto se forman pétalos en
los verticilos 2 y 3 y la flor se vuelve indeterminada iniciandose una nueva flor en el centro
de la flor. En el mutante D los 6vulos en el quinto verticilo se convierten en drganos
carpeloides. Finalmente en las flores de los mutantes E se producen solo sépalos y son
indeterminadas formando una nueva flor desde la region central meristemética. Figura
adaptada de Ferrario et al, (Ferrario, Immink, & Angenent 2004)
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4.3.2 Regulacion de los genes de identidad

La formacién de los nuevos 6rganos florales depende de la regulaciéon de los
genes homeoticos de identidad floral. Como se ha descripto hasta el momento LFY
participa tanto en la regulacion de la expresion de genes relacionados con la
identidad meristematica como con la identidad floral como APl y CAL. La
expresion de los genes de clase B AP3 y Pl es también regulada por la accién
combinada de LFY y UNUSAL FLORAL ORGANS (UFO), cuyo ortdlogo en A. majus
es el gen FIMBRIATA (FIM) de (Ingram et al. 1995; Simon et al. 1994).

Los mutantes fim muestran cambios a nivel de identidad de 6rganos florales
asi como cambios en la identidad meristematica. Los cambios a nivel de identidad
de 6rgano se producen en el segundo y tercer verticilo, sitio de accion de la
funcién B. La expresion de FIM se observa antes de la aparicién de los primordios
de o6rganos y antes de que los genes de clase B y C se expresen. En etapas
tempranas del desarrollo FIM se expresa en los dominios de los genes de clase By
C y en estadios mas tardios se presenta solo en los limites de estos dominios
(Simon et al. 1994). El gen FIM ademéas de afectar la identidad de 6rgano también
afecta la disposicion de los mismos y la correcta ubicacion de los limites entre
6rganos (Ingram et al. 1997). El patron de expresion de UFO y sus mutantes ufo,
de Arabidopsis, tienen muchas caracteristicas en comun con el ortélogo en A.
majus. Incluyendo los cambios de los mutantes fim a nivel de identidad
meristematica y de organos (Ingram et al. 1995; Vijayraghavan, Prasad, &
Meyerowitz 2005). Los cambios fenotipicos observados en ambos mutantes
sugieren que estos genes afectan la actividad de los genes de clase B tanto en
Arabidopsis como en A. majus. En A. majus se ve reflejado en la reduccién de la
expresion de los genes B, sin embargo los resultados obtenidos para Arabidopsis
no son tan claros. Los analisis de expresion ectépica de UFO en Arabidopsis
muestran una expresion temprana y ectopica del gen de clase B AP3, provocando
la presencia de pétalos en lugar de sépalos y estambres en lugar de carpelos.

La accion de UFO depende de la presencia de LFY como lo demuestra la
sobre-expresion de UFO; incapaz de rescatar el fenotipo de Ify, por lo tanto ambos
genes actlan juntos y su presencia es suficiente para activar AP3 (Lee et al.
1997) (figura 7). Analisis genéticos y moleculares de la sobre expresiéon de APl
muestran que esta proteina actia como activador transcripcional regulando los
dominios espaciales de AP3 y Pl a través de UFO y especificando la identidad del
pétalo (Ng & Yanofsky 2001). Los estudios genéticos han demostrado AP1/SQUA
actuan en vias paralelas respecto a la via UFO/LFY, FIM/FLO (figura 6) (Ingram et

al. 1995).
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Figura 7: Activacion inicial de los genes de identidad floral (Jack 2004).

La represion de los genes de clase C en A. majus no esta mediada por los
genes de clase A como en Arabidopsis sino que existen otros genes que cumplen
esta funcion. Los mutantes sty y fis presentan en el segundo verticilo drganos
estaminoides en lugar de pétalos. El analisis de expresion de PLE muestran que en
ambos mutantes los tejidos del segundo verticilo coinciden con la apariciéon de
PLE, aunque esta regulacién no necesariamente sea una accion directa sobre PLE
dado que en el doble mutante fis sty se observan cambios en los niveles de
expresion de otros genes homeédticos como FLO, SQUA (Motte, Saedler, &
Schwarz-Sommer 1998).

El gen FIS podria formar parte de una ruta encargada de modular la
expresion de los genes de clase C. Recientemente se ha descripto que FIS codifica
para una mMIARN, relacionado con la familia miARN169 cuyos genes blanco
pertenecen a la familia de factores de transcripcion NF-YA (Cartolano et al. 2007).
Estos genes reconocen secuencias especificas, presentes en la mayoria de los
genes de clase C, las cuales son esenciales para activar y mantener su expresion.
Por lo tanto en funcion de estos resultados se postula que FIS miARN restringe la
transcripcion de los factores de transcripciéon NF-YA los que serian responsables
de la activacion y mantenimiento de la expresidon de PLE. Sorprendentemente, los
andlisis de dobles mutantes fim fis confirman la accién de FIS como represor de la
funciéon C también en el verticilo central y por lo tanto se sugiere que fim podria
actuar aguas arriba de FIS reprimiéndolo de forma indirecta en los verticilos
centrales de la flor (Cartolano et al. 2007).

En Arabidopsis se ha encontrado un locus, SUP, cuyos mutantes presentan
la aparicion de estambres en el lugar de los carpelos sin cambios en los demas
verticilos. Los dobles mutantes sup con genes de funcién B son epistaticos para
estos ultimos y por lo tanto SUP actuaria aguas arriba de los genes AP3 y Pl como

regulador negativo (Bowman et al. 1992; Sakai, Medrano, & Meyerowitz 1995;
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Schultz, Pickett, & Haughn 1991). No existe para A. majus un gen comparable con
todas las caracteristicas de SUP (Davies et al. 1999)

LFY no solo actda en la activacién de AP3 sino que también activa AG, esta
activacion esta mediada por WUS (figura 7) y ambos genes (LFY y WUS) actuan
directamente sobre secuencias intronicas del gen AG. (Jack 2004). Aunque la
activacion de AG por LFY es evidente por los estudios genéticos realizados, los
andlisis de los mutantes Ify muestran un aumento en la expresién de AG en
yemas y en flores tardias indicando que LFY puede tanto activar como reprimir
AG. En el caso de FLO también presenta efectos tanto positivos como negativos
sobre la expresion de PLE (el ortélogo de AG) y la accion de este gen es no
auténoma celular (Busch, Bomblies, & Weigel 1999). Como se describio
anteriormente los genes SEU y LUG de A. majus actian como co-represores de la
expresion del gen de identidad AG (Conner & Liu 2000; Franks et al. 2002). En A.
majus, el gen ortélogo a LUG es STY y su accidn parece estar asociada a
GRAMINIFOLIA (GRAM) restringiendo el dominio de expresion de los genes de
identidad de clase B y C. Los dobles mutantes gram sty presentan efectos
diversos con mayores defectos que los producidos por las mutaciones simples, con
desarrollo retardado de las flores, aborto de inflorescencias, pero especialmente
se observan cambios homeéticos. Las flores exhiben pétalos estaminoides y
sépalos petaloides lo que los relacionan con una expresion ectopica de los genes
de identidad B y C en todos los verticilos de la flor (Navarro et al. 2004).

Se ha documentado que ANT, que se relaciona con los genes YABBY y FIL y
la expresion de AP3, actia reprimiendo AG en el segundo verticilo y en
meristemos florales en estadios tempranos del desarrollo (Krizek, Prost, & Macias
2000; Nole-Wilson et al. 2006). En estos mismos estudios se ha encontrado que
la funcibn de ANT, de promover la identidad de las células de los pétalos, es
independiente de la regulacion negativa de AG y se relaciona con la activacion de
los genes de clase B AP3 (Nole-Wilson et al. 2006).

Muchos mutantes afectados en la sintesis de giberelinas presentan defectos
en el desarrollo de los 6rganos florales. Los genes involucrados en la represion de
la sefializaciéon por giberelinas pertenecen a la familia de proteinas DELLA. Una
disminucion en la funcién de estas proteinas restaura el desarrollo de los
estambres en mutantes en la via de biosintesis de giberelinas. Se ha demostrado
que los genes homedticos AP3, Pl y AG aumentan inmediatamente los niveles de

expresion en presencia de giberelinas (Yu et al. 2004).
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4.3.3 Genes homedticos y tamario floral

La descripcion de los mutantes en genes homeodticos florales tanto en A.
majus como en Arabidopsis, indican variaciones en tamarfio de érganos ademas de
los cambios de identidad. Sin embargo, hasta hoy no se conocen los mecanismos
por los cuales los genes homeéticos regulan genes blanco que permiten alcanzar
o6rganos florales de tamafo y forma correctos. Por ejemplo el morfoalelo del gen
DEF defl01, sensible a temperatura, ademas de los cambios homedéticos de la flor
tiene un menor tamarfo (Zachgo et al. 1995).

La pérdida de funcion de los genes B en Arabidopsis causa la pérdida de los
o6rganos del tercer verticilo por ejemplo en el mutante pil (Bowman, Smyth, &
Meyerowitz 1991), y la expresién ectdpica de AP3 y Pl conduce al rescate del
namero de O6rganos florales disminuido en los mutantes de clase A y a un
aumento en el numero de estambres (Krizek & Meyerowitz 1996). Estos
resultados sugieren que los genes de clase B ejercen una funcion doble en la
proliferacion celular a nivel de 6érgano y en la formaciéon de primordios.

Como se describié previamente la expresién de los genes de identidad de
clase B y C esta regulada por FIM y UFO (A. majus y Arabidopsis). UFO parece
tener ademas efectos sobre el tamafio de los 6rganos florales, por un lado los
mutantes ufo presentan variacion tanto en numero como en tamafio y la
expresion ectopica de UFO causa el incremento en el tamafio del érgano debido a
un aumento en la division celular (Lee et al. 1997; Mizukami 2001). El hecho de
que la expresion ectépica de los genes de identidad B no provoque incremento en
el tamafio del 6rganos sugiere que el fenotipo de la sobre-expresion de UFO se
debe a otro factor desconocido (Weiss et al. 2005). Esto concuerda con los
resultados obtenidos por Ingram et al. que sugieren que FIM actua por
degradacion selectiva de proteinas reguladoras involucradas en controlar la
funcion de genes homedticos y la division celular (Ingram et al. 1997). Otros
experimentos demuestran que la pérdida de funcién de genes que actian en
conjunto con UFO interrumpen el desarrollo floral incluyendo pérdida de érganos y
arresto del desarrollo del pétalo (Ni et al. 2004).

La reduccién en la actividad de algunos genes que se requieren para
mantener o activar la funcibn C como POLYPETALA, en A. majus, también
presentan un incremento en el numero de drganos debido a la presencia de
verticilos adicionales de pétalos (Mcsteen et al. 1998). El incremento en el nimero
de 6rganos es causado por el mantenimiento de WUS en el meristemo floral que
en condiciones normales seria reprimido por la funcion C. WUS estd ademas
influenciado por muchos otros genes encargados de restringir la acumulacion de
células en el primordio de los 6rganos (Lenhard et al. 2001; Lohmann et al.

2001). El gen ULTRAPETALA (ULT), por ejemplo, parece controlar el tamafio del
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meristemo floral a través del control de la expresion de CLV y la represiéon de la
actividad de WUS (Carles et al. 2004), los mutantes ult poseen flores con mas
o6rganos que las silvestres (Fletcher 2001). El andlisis genético de CLV, ULT, WUS
y AG muestran que WUS juega un papel indirecto pero importante en establecer
el nimero de células disponibles para formar el primordio floral en estadios
tempranos previos a su inactivacion por la funciéon C.

Los genes de identidad de clase A presentes en Arabidopsis como AP2
(Crone & Lord 1994; Kunst et al. 1989; Maes, Van Montagu, & Gerats 1999) u
otros genes represores de la funcién C en el perianto, como LUG (Liu et al. 1995)
0 STERILE APETALA (SAP) (Byzova et al. 1999), tienen efectos en la arquitectura
de la flor. La expresion ectépica de AP2 de Arabidopsis en petunia incrementa el
numero de 6rganos de las flores (Maes et al. 1999). Dado que la funcién A es un
regulador negativo de la expresion de AG, el cual inhibe WUS (Lohmann et al.
2001), es posible que el incremento en el niumero de 6rganos por la expresion
ectopica de AP2 se deba a la inhibicion de AG y por lo tanto a un incremento en la
actividad de WUS. De forma similar se puede analizar la pérdida de d&rganos
observada en las mutantes en la funcibn A que podria ser consecuencia de la
represion prematura de WUS debido a la expresion ectopica de AG.

Los dos genes ortdlogos de la funcidon A en A. majus, LIP 1y 2, no muestran
pérdida de 6rganos en el doble mutante sin embargo tampoco poseen la actividad
cadastral de inhibir la funcion C en el perianto. Estos dobles mutantes sin
embargo fallan en el desarrollo de los labios del pétalo. Las células de los pétalos
presentan cambios en la morfologia celular respecto a la morfologia normal
(Glover & Martin 1998; Noda et al. 1994). El crecimiento de los 6rganos de la
corola se ve reducido asi como los estambres y el estilo, sin embargo los sépalos
presentan una tamafio mucho mayor al normal (Keck et al. 2003).

A pesar de los efectos observados en los mutantes homeoéticos en el tamafio
de los 6rganos florales no se conoce aun el mecanismo por el cual el control de
identidad y tamafo intercambian informacion. El cambio en el niumero de érganos
y verticilos observado en alguno de estos mutantes, sin embargo, parece

relacionarse con el tamario inicial del primordio floral.

5 DIVISION CELULAR, EXPANSION CELULAR Y
CRECIMIENTO DE LOS ORGANOS

5.1 DIVISION CELULAR

Existen al menos dos maneras de abordar el tema del control del ciclo

celular en plantas. Una es la de conocer los genes involucrados y su
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correspondiente funcién como maquinaria general de la regulaciéon del ciclo celular
y otra es el andlisis de la actividad y/o modalidad del ciclo en el contexto de
desarrollo de la planta. Este Ultimo enfoque nos permitira entender las variaciones
en la regulacion de la actividad del ciclo celular a medida que las células
adquieren la identidad correspondiente al érgano que constituyen.

A modo de introduccion general cabe destacar que el ciclo celular esta
compuesto por cuatro fases secuenciales, la fase G, separa la replicacion del ADN
(Fase S) de la segregaciéon de los cromosomas (Fase M) y la Fase G; se interpone
entre la Fase M y la Fase S. La actividad del ciclo celular puede modificarse de
diversas maneras, las variaciones en la duracién de las fases del ciclo conducen a
diferencias en la velocidad del mismo. Por otro lado se puede cambiar el periodo
de tiempo durante el cual se mantiene activo, la transicion hacia la diferenciacion
y la posibilidad de endorreduplicaciéon (Jakoby & Schnittger 2004; Mizukami
2001).

Las histonas marcan la fase en la cual se produce replicacién de ADN, que
corresponde a la Fase S del ciclo celular o a pasos posteriores a la division celular
que incluyen la endoploidia somatica (Kondorosi, Roudier, & Gendreau 2000).

La regulacion en la actividad de los genes relacionados con el ciclo celular
depende del estadio de desarrollo de las plantas, de la identidad de los 6rganos,
de la interaccion con el entorno y puede provocar variaciones en el tamafo de los
6rganos. (Meyerowitz 1997; Shpak, Lakeman, & Torii 2003).

La mayoria de los mutantes encontrados en la bibliografia que afectan la
division celular, presentan efectos pleiotropicos a nivel de todos los 6érganos de las
plantas, aunque en algunos casos las respuestas observadas dependen de la
identidad de los 6rganos como es el caso de CINCINNATA (CIN).

Se ha observado que los cambios en la actividad del ciclo celular no siempre
tienen consecuencias en el tamafo de los 6érganos, como es el caso de plantas de
tabaco que sobre-expresan las ciclinas CYCD3 y CYCD2. Estos mutantes presentan
una disminucion en la duracion de la fase G1 y por lo tanto el ciclo celular es mas
corto, provocando un crecimiento acelerado y un florecimiento temprano sin
observarse cambios en el tamafio ni en el nimero de entrenudos y hojas y
tampoco se producen variaciones a nivel del tamafio de los primordios (Cockcroft
et al. 2000).

Existen ejemplos sin embargo de una relacién directa entre variaciones en la
actividad del ciclo celular y el tamafio de los 6rganos como es el caso de los
mutantes en AINTEGUMENTA (ANT), que participan en el mantenimiento de la
capacidad de division celular, en los que se observan tanto hojas como flores de
tamafios reducidos y pérdida en el niumero de 6rganos que componen los tres
primeros verticilos de la flor (Mizukami & Fischer 2000). Entre los diferentes

fenotipos descriptos de diferentes alelos, los mutantes presentan ademas cambios
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en la identidad de los 6rganos florales, principalmente en el desarrollo del 6vulo.
Los andlisis de expresion muestran que ANT se expresa en los primordios de todos
los 6rganos laterales (Elliott et al. 1996; Klucher et al. 1996). La expresion
ectopica de ANT en Arabidopsis causa un incremento en el tamafno de los érganos
de las flores debido a un aumento en la division celular en sépalos y a la
expansion celular en los tres verticilos internos (Krizek 1999a). Estudios
posteriores realizados por Mizukami y Fischer, (2000) demostraron que la
variacion en el tamafio de los 6rganos florales por la expresidon ectépica de ANT se
debia principalmente a un incremento en el niumero de células y asignaron esta
diferencia a un mayor periodo de proliferacion celular (Mizukami et al. 2000).

Las auxinas juegan un papel fundamental en el establecimiento de los
primordios y la expansion de los 6rganos laterales. EI gen ARGOS fue identificado
en experimentos de microarrays estudiando el efecto del tratamiento con la
auxina acido naftalenacético (ANA) en raices de Arabidopsis (Hu, Xie, & Chua
2003). Su expresion no esta destinada solo a las raices, se ha detectado en los
tallos, las rosetas y las flores. La manipulacion de la expresion de ARGOS por
antisentido y sobre-expresion muestran que juega un papel importante en el
crecimiento de las plantas en general, cuando es silenciado se producen 6rganos
mas pequefios en la parte aérea de la planta incluyendo hojas, flores y frutos. La
sobre-expresidon provoca incremento de tamarfo de todos los 6rganos. El analisis
detallado de las plantas 35S::ARGOS indica que el aumento en el tamafio de los
o6rganos se deben a un mayor periodo de proliferacion, junto con un aumento en
los niveles de expresion de ANT. Por otro lado se observa que el efecto de
35S::ARGOS se anula en los mutantes ant-1. Ambos resultados indican que
ARGOS actua a través de la activacion de ANT (figura 9). Otros estudios muestran
que ARGOS actla aguas abajo de algun gen relacionado con las auxinas dado que
su expresion ectdpica restaura parcialmente el desarrollo de los drganos en los
mutantes en el gen AUXIN RESISTANT (AXR1). El mutante axrl posee hojas,
inflorescencias y drganos florales mas pequefios debido a una disminuciéon en el
numero de células (Lincoln, Britton, & Estelle 1990). Estos resultados sugieren
que las auxinas pueden promover el crecimiento en general a través de la via de
ARGOS y ANT controlando la actividad del ciclo celular (Weiss et al. 2005). El gen
AUXIN RESPONSE FACTOR2 (ARF2), restringe Ila proliferacion celular
probablemente por la via de ANT y los mutantes arf2 ademéas de presentar
defectos en el tamafio de los 6rganos provocan cambios pleiotrépicos incluyendo
retraso en la senescencia y crecimiento floral defectuoso (Anastasiou & Lenhard
2007b). Las auxinas se relacionan ademas con otros genes involucrados en el
control del tamafio de los 6rganos de las plantas. Los genes E2FA y B inducidos
por auxinas estimulan la proliferacion celular por un incremento en la velocidad

del ciclo disminuyendo el tamafio de las células y afectando el fenotipo de raices,
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cotiledones y hojas (Magyar et al. 2005; Sozzani et al. 2006). La proteina EBP1,
también regulada por auxinas, es capaz de incrementar el crecimiento de los
6rganos promoviendo la divisién celular, reduciendo los niveles minimos de
volumen celular requeridos para la proliferacion celular, acortando el periodo
meristematico y promoviendo la expansion celular post-mitética (Horvath et al.
2006). La proteina de union a auxinas ABP1 (Hertel, Russo, & Thomson 1972;
Lobler & Klambt 1985) que participa tanto en la expansion celular (Chen et al.
2001b; Chen et al. 2001a; Jones et al. 1998) como en la divisidn celular. Tiene un
papel critico en la regulacién del ciclo celular, actia en las transiciones Gi/S y
G,/M y su pérdida de funcidon provoca la detencion del ciclo celular (David et al.
2007). Ademéas se han descripto otras proteinas controladas por auxinas y que
intervienen en la actividad del ciclo celular como por ejemplo KRP2 (David et al.
2007; Himanen et al. 2002)

También se observa variacidon en el tamafio de los 6rganos por cambios en
el nimero de células mediada por el gen ERECTA (ER) (Torii et al. 1996). Esta
proteina pertenece a una familia con funciones redundantes y la pérdida de
funcion de la familia completa confiere un fenotipo que afecta el tamafio de todos
los 6rganos laterales, formando flores con menor niumero de 6rganos sin pedicelos
y con 6rganos mas pequefios y defectuosos, estos genes parecen promover la
proliferacion celular a través de un mecanismo diferente al que media ANT (Shpak
et al. 2004). Estudios en mutantes de pérdida parcial de ER han encontrado un
gen, YUCCAS5, putativa monoxigenasa, cuya sobre-expresion suprime la mutacion
er-103. Los analisis fenotipicos y celulares de estos mutantes indican que tanto
auxinas como ER regulan la divisiéon y expansion celular por vias independientes
pero solapantes durante la elaboracién de la arquitectura de la inflorescencia
(Woodward et al. 2005). La mutacidon erecta cosegrega con un QTL que afecta el
tamarfno floral sugiriendo su importancia en el control del tamano floral en
Arabidopsis (Juenger, Purugganan, & Mackay 2000). EI mutante en el gen
REVOLUTA/INTERFASCICULAR FIBERLESS1, de Arabidopsis, cuyos periodos de
proliferacion se prolongan respecto al silvestre también causa mayor elongacion
en hojas y flores y tallos mas grandes (Talbert et al. 1995).

El gen JAG pertenece a una familia de factores de transcripcién con
dominios (dedos de Zn) de unién a ADN, se expresa en todos los érganos y
parece promover el crecimiento de los Organos laterales a través del
mantenimiento de la division celular. El mutante jag-1 posee pétalos y sépalos
mas angostos y cortos que los silvestres. El I6bulo distal de los pétalos esta
reducido o ausente y practicamente no presenta células conicas. Los estambres
tienen un filamento normal con anteras de morfologia alterada y poca produccién
de polen, los carpelos son relativamente normales. Por lo tanto este gen es

requerido para la formacion apropiada de los 6rganos laterales, particularmente el
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desarrollo de las regiones distales de sépalos, pétalos y estambres (Dinneny et al.
2004). La actividad de JAG es comparable a la de ANT dado que mantiene la
division celular sin embargo la sobre-expresion de JAG no conduce a un aumento
en el tamafo de los 6rganos sino la aparicion de hojas en el lugar de las flores,
esto sugiere que JAG y ANT no actdan en la misma via de regulacion (Weiss et al.
2005). Este gen parece ejercer su funciéon en una via paralela a AS1 y AS2
reprimiendo los genes encargados de determinar los limites en sépalos y pétalos
(PTL, RABBIT EAR y CUC1 y2) (Xu et al. 2008). El gen NUBBIN (NUB) (Dinneny,
Weigel, & Yanofsky 2006) parece tener funcion redundantes con JAG en
estambres y carpelos. Esta relacionado con el mantenimiento de la division celular
en el margen de los 6rganos laterales y es capaz de activar el crecimiento por
expresion ectopica. Ambos genes estarian encargados de controlar eventos
morfogenéticos durante el crecimiento de los dOrganos laterales que resulta
esencial para determinar la forma final de los 6érganos (Dinneny et al. 2004;
Dinneny et al. 2006).

Recientemente se ha aislado un gen responsable de controlar el crecimiento
de los organos de las plantas incluyendo las flores, BIG BROTHER (BB), en
Arabidopsis (Disch et al. 2006). Este gen codifica para una proteina que contiene
un dominio RING-finger, estas proteinas actiian como ligasas E3 de la ubiquitina y
participan en la cascada de ubiquitinacidon. La ausencia de ARNm de BB produce
sépalos y pétalos mas largos, estambres mas anchos y ocasionalmente un gineceo
también mas largo comparados con la planta silvestre. Cuando se expresan los
niveles normales los fenotipos observados son comparables al silvestre y la sobre
expresion conduce a una disminucion en el tamafio de pétalos y sépalos asi como
del espesor de los estambres, en estos casos también se presenta una reduccion
en el tamafio de las hojas. En general estos efectos estan relacionados con una
variacion en el numero de células de tamafio normal. Los analisis muestran que
BB limita el crecimiento del 6rgano restringiendo la extension del periodo de
proliferacion celular. Las proteinas BB parecen estar presentes en tejidos en
division, no se inducen en presencia de fitohormonas, son degradadas
rapidamente mediante la accién del proteosoma y parece actuar en una via
independiente de ANT y JAG (ver mas adelante). Por el contrario el gen KLUH
(KLU) estimula el crecimiento de los 6rganos de las plantas previniendo el arresto
de la division celular, por una via independiente de fitohormonas. Tanto los
mutantes simples asi como una expresion controlada conducen a diferencias en el
tamano de los 6rganos (Anastasiou et al. 2007a)

Las giberelinas tienen también un papel fundamental en el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Trabajos recientes han mostrado que las proteinas
DELLA son cruciales para provocar el arresto del crecimiento frente a condiciones

adversas (Anastasiou et al. 2007b).
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Ademés de los controles directos de los puntos clave de regulacién del ciclo
celular se ha encontrado un gen involucrado en el control de la actividad del ciclo
celular a nivel especifico de 6rgano. El gen CINCINNATA (CIN) parece promover la
detencion de la division celular en hojas para evitar malformaciones, sin embargo
podria tener el efecto opuesto en pétalos donde promueve el crecimiento celular
(Crawford et al. 2004; Nath et al. 2003). Un aspecto interesante del trabajo
realizado por Crawford et al. (2004) es que el alelo débil cin-628 tienen soélo
efecto en las células conicas de los pétalos pero no provoca cambios a nivel de las
hojas. Otros trabajos muestran que los genes JAW, cuyos mutantes presentan
fenotipos similares a los mutantes cin, codifican para un miARN que regula TCP4,
un gen altamente relacionado a CIN. Estos resultados sugieren que el control
sobre CIN y sus ortélogos es importantes en la morfologia de las plantas (Palatnik
et al. 2003)

La regulacidon del crecimiento por la proliferacion celular parece actuar
principalmente en la duraciéon del crecimiento, extendiendo o limitando el periodo
de proliferacion celular mas que la velocidad de crecimiento. Potencialmente, el
crecimiento ocurre a la velocidad maxima posible bajo las condiciones ambientales
dadas, de tal forma que los cambios en el tamafio de los érganos se producen por
variaciones en el periodo de crecimiento (Anastasiou et al. 2007b)

En resumen segun lo detallado se puede inferir que los genes involucrados
en la regulacion del ciclo celular influyen en el tamafio de los 6rganos de las
plantas. Los efectos son en general pleiotropicos y las vias de accién en algunos

casos pueden interactuar con la regulacion mediada por fitohormonas.

5.2 EXPANSION CELULAR

Cuando se producen cambios en la expansion celular tanto durante o
después de la proliferacion celular, se afectan aspectos de crecimiento de la pared
celular. Esto incluye diferencias en la presion interna de la célula; en eventos
biosintéticos (componentes del citosol, de la pared celular y del nucleo); en los
componentes del citoesqueleto (microtubulos y filamentos de actina) y en los
procesos de vacuolacidon que se presentan una vez que la célula ha abandonado el
meristemo (Andrew 2006; Bannigan & Baskin 2005). Los 6rganos de las plantas
alcanzan su tamafio adecuado gracias a un control de la divisidon y la expansion
celular y una coordinacion de ambos con los procesos de desarrollo y
diferenciacion celular.

El proceso de expansion celular que se produce durante el ciclo celular
(fases G; y G,) y después que las células cesan la divisién es también responsable
del crecimiento de los 6rganos. El evento limitante es el intercambio insuficiente

de nutrientes, cuando las células se expanden el cociente superficie/volumen
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disminuye y por lo tanto el intercambio de nutrientes y deshechos con el exterior
se reduce provocando la detencidon del crecimiento. Sin embargo este problema
puede solucionarse mediante un cambio en la forma celular manteniendo el
volumen o aumentando la extension de la membrana plasmatica que rodea a la
vacuola, tonoplasto, capaz de producir intercambio molecular (figura 8)
(Kondorosi et al. 2000). Entre los mutantes que afectan el tamafio celular se
encontraron genes relacionados con la biosintesis de la pared celular y otros
involucrados en la percepcion de hormonas como brasinosteroides, giberelinas y
etileno.

Existen algunos ejemplos que evidencian una relacion directa entre la
morfologia celular y la morfologia final de los 6rganos. El gen ROTUNDIFOLIA
(ROT) de Arabidopsis codifican para un citocromo P450 que parece funcionar de
forma especifica en la elongacion polar de las células de las hojas, exclusivamente
en la direccion del eje longitudinal (Kim, Tsukaya, & Uchimiya 1998b). Una sobre-
expresion de este gen produce un cambio en la morfologia de la hoja que se
elonga més que una silvestre pero mantiene el mismo ancho. Los dobles mutantes
de rot3 y otro gen relacionado con los citocromos presentan fenotipos enanos
similares a los provocados por los mutantes defectuosos en la biosintesis de
brasinosteroides. Los anélisis bioquimicos revelan que ROT3 participa en la
activacion de un paso de la biosintesis de BR (Kim et al. 2005). Los mutantes en
un gen que afecta también Ila elongacion pero en sentido transversal,
ANGUSTIFOLIA (AN), produce células mas angostas y hojas mas angostas
(Folkers et al. 2002; Kim et al. 2002).

El tamarfio final de las células de las plantas se relaciona en forma directa
con el tamarfo del nicleo que depende del contenido de ADN, este fendmeno se
corresponde con lo observado en levaduras y animales, sin embargo, en estos
ultimos, los cambios a nivel celular no se reflejan a nivel de drgano cuyo tamario

es determinado por la masa total (Kondorosi et al. 2000; Mizukami 2001).

5.2.1 Endorreduplicacion

La endopoliploidia se define como la aparicion de diferentes niveles de
ploidia dentro de un organismo generado tanto por endorreduplicacion en plantas
como por endomitosis en animales. Este fendmeno es muy frecuente en plantas,
pero solo se ha encontrado en angiospermas.

Durante el desarrollo de las plantas las células del SAM que cesan su
actividad meristematica y por lo tanto dejan de dividirse, contindan
incrementando su tamafio durante la diferenciacibn mediante diferentes

alternativas (figura 8).
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Como se menciond anteriormente el incremento en el contenido del ADN
genémico aumenta el volumen celular posiblemente debido a un aumento en la
actividad metabdlica, sintesis de ARNr y actividad transcripcional que posibilitan el
crecimiento y expansion celular. Esto fue corroborado molecularmente en
levaduras con niveles crecientes de ploidia.

Las células poliploides son el resultado de la endoploidia somatica es decir,
ciclos repetitivos de duplicacion del genoma (endorreduplicacién) en ausencia de
mitosis, el patron de endopoliploidia es heredado y transmitido de generacidon en
generacion para una dada especie (figura 8).

La mayoria de las especies generan células poliploides en todos los tipos
celulares (Kondorosi et al. 2000). Por ejemplo en el caso de Arabidopsis los
niveles de ploidia varian entre 4C y 32C y los analisis morfométricos revelan una
relacion directa entre el tamafio celular y el contenido de ADN gendmico
(Galbraith, Harkins, & Knapp 1991). Este proceso, sin embargo, no es
indispensable para el incremento en el volumen celular dado que por ejemplo en
las células guarda de Arabidopsis la células se expanden pero mantienen el nivel
de ploidia 2C (Melaragno, Mehrotra, & Coleman 1993). Por otro lado el aumento
en los niveles de ploidia no necesariamente provoca un cambio en el tamafio de
los 6rganos segun lo que se observa cuando se induce la endorreduplicacién por
sobre-expresion de los genes CDC6 (Castellano et al. 2001).

La regulacion de la endoreduplicacién a lo largo del desarrollo podria ser
empleado como control de la expansion celular post-mitédtica y por lo tanto del
tamano final de los 6rganos, esto lo demuestran los mutantes de Arabidopsis en
los genes FRL1, cuyos pétalos son mas grandes debido a una endoreduplicacion
anormal en la regioén distal. Otro ejemplo se presenta en mutantes deficientes en
Giberelinas que reducen la endoreduplicacién normal que se presenta en las hojas
y por ende producen hojas mas pequefias, esto sugiere que la endoreduplicacién
puede ser un factor determinante del tamafio final de los 6rganos (Mizukami
2001).

En relacion con el tejido de los pétalos en Arabidopsis no se ha observado
endoreduplicacion, sin embargo en repollo parece ser un mecanismo comun de

control del tamafio celular (Kudo & Kimura 2001).
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Figura 8: Opciones de crecimiento celular durante la diferenciacion.

Las sefiales externas e internas (flechas grises) inducen la terminacion del ciclo
mitdtico tanto en las fases G1 o G2 con un contenido de ADN de 2C o 4C respectivamente,
siendo C el contenido haploide de ADN. Posteriormente las células crecen de forma A)
isotropica o B) anisotropico. El potencial de crecimiento de las células C) 4C es mayor que
el de las células A y B) 2C. Un cambio en el ciclo celular, que involucra la proteina CCS52,
dirige las células hacia la endoreduplicacion D) La duplicacion del genoma (8C) aumenta el
potencial de crecimiento y la extension de la elongacion celular. E) La repeticion de
endociclos conduce a mayores amplificaciones del genoma. F) Existe un segundo
mecanismo de expansion a través de la formacién y aumento de tamarfio de las vacuolas.
Ambos procesos se combinan para determinar el tamafio final de las células. Figura
modificada de Kondorosi et al. y Sugimoto-Shirasu and Roberts (Kondorosi et al. 2000;
Sugimoto-Shirasu & Roberts 2003).

Se han realizado estudios en el desarrollo de ndédulos fijadores de nitrégeno
de Medicago truncatula, los que requieren la endorreduplicacion para la
diferenciacion de las células simbidticas. Estos han demostrado que existe un
estricto control genético que regula el cambio desde el ciclo mitético a los

endociclos que generan células poliploides. La regulacion esta relacionada con el
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control de la ubiquitinacién y degradacion de proteinas involucradas en la division
celular (Vinardell et al. 2003). Estudios de ARN antisentido, en M. sativa y M.
truncatula muestran que Ccs52A parece estar directamente relacionado con los
ciclos de endorreduplicacion. Esta proteina es homoéloga a la proteina Cdhl de
levaduras involucrada en la regulacion de la actividad del complejo promotor de la
anafase (APC), un regulador de la ubiquitin protein ligasa, que media la
degradacion mitética de ciclinas (figura 8) (Kondorosi & Kondorosi 2004). La
entrada a los endociclos se ve afectada también por las fitohormonas: el etileno
induce una vuelta adicional de endoreduplicacion mientras las giberelinas tienen
un efecto global positivo y afectan la elongacion celular dependiendo de la
concentracion de hormonas. En los hipocétilos de Arabidopsis se observo que la

luz también ejerce un efecto negativo en los endociclos (Kondorosi et al. 2000).

5.2.2 Relacién de la expansién celular con el control del

tamarno de los 6rganos florales

Como se describié anteriormente las plantas incrementan el volumen celular
por mecanismos que incluyen la vacuolacion, aumentando el volumen celular sin
cambios en el del citoplasma, y la endorreduplicacion (Joubes & Chevalier 2000).

Se han descripto mutantes que afectan la formacién de la pared celular de
manera global y conducen a cambios pleiotrépicos que afectan también a las
flores. Esto sugiere que la expansion celular es importante para que los érganos
completen su desarrollo y funcion. Por ejemplo las mutaciones en ECTOPIC
LIGNIFICATION 1 (ELI1) que impiden la lignificacion y la expansion celular
muestran efectos pleiotrépicos incluyendo menor tamafio floral (Cafio-Delgado,
Metzlaff, & Bevan 2000). EI mutante FRAGILE FIBERS 2 (FRA2) que presenta
defectos en el largo de las fibras de celulosa también tiene efectos pleiotrépicos
con hojas y flores mas cortas y mas anchas (Burk et al. 2001; Burk & Ye 2002).

Sin embargo en algunos trabajos se han descrito mutantes que afectan de
forma especifica el tamarfio de los 6rganos florales. Estudios de ARN antisentido en
petunia disminuyendo la actividad de la a expansina 1 (phEXP1) que se expresa
de forma especifica en la zona lobular de los pétalos, demuestran que PhEXP1
influye en la cantidad de celulosa cristalina de la pared celular. Este fendmeno
afecta la expansion, area y forma celular, provocando reduccién en el tamarfio del
limbo de los pétalos (Zenoni et al. 2004). Otra proteina relacionada con la
biosintesis de la pared celular en Gerbera hybrida también provoca cambios a
nivel de 6rganos florales. La expresion ectopica del gen GEG, cuya expresion es
especifica de corola y estilo provoca una menor elongacion de la corola y los
carpelos (Kotilainen et al. 1999).

Trabajos recientes en Arabidopsis han aislado un gen, BIG PETALp (BPEp),
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relacionado con el control especifico del tamafio de los pétalos mediante la
restriccion del tamarfio celular que actia aguas abajo de los genes de identidad
floral. Los mutantes con pérdida de funcion poseen flores con pétalos mas
grandes, sin embargo la morfologia celular se mantiene, los demas drganos de la
flor mantienen el tamafio y morfologia normal (Szecsi et al. 2006). En pimiento se
ha encontrado un gen con alta homologia a BPep, Upa20, también relacionado con
la expansion celular cuya inducciéon en Nicotiane benthamiana y otras solanaceas
provocan hipertrofia en hojas (Kay et al. 2007). En relacién con las fitohormonas
los mutantes gall-3 presentan una reduccion en el tamafio de los estambres y
gineceos de las flores en Arabidopsis debido a una reduccion en la elongaciéon
celular, sin embargo, como en la mayoria de mutantes en vias hormonales el
efecto de esta mutacion es pleiotropico y afecta diversos aspectos del desarrollo
de las plantas (Cheng et al. 2004).

En la figura 9 se representan algunos de los genes que participan en la
regulacién del tamarfio floral a lo largo de los diferentes estadios de desarrollo de

la planta.

5.3 MECANISMOS DE COMPENSACION

El andlisis de los mutantes y experimentos de transformacién en plantas
muestran que los cambios en el tamafio de los 6érganos pueden atribuirse a un
incremento o disminucion en el ndmero o tamafio de las células o una
combinacién de ambas. Sin embargo los cambios en la actividad del ciclo celular
no siempre se correlacionan en forma directa con el tamafio del 6rgano debido a
compensaciones entre nimero y tamafio de células. En cereales por ejemplo,
cuando el ciclo celular se interrumpe por radiacion gamma el incremento en el
tamano celular compensa los cambios, de tal manera que se producen hojas
morfolégicamente normales. Ambos procesos son capaces de compensar al otro
en caso de fallas, sin embargo los mutantes que interrumpen tanto en la division
como la expansion celular producen efectos aditivos con defectos en el desarrollo
(Doonan 2000)
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Figura 9: Modelo que describe los eventos de algunos de los genes
conocidos que afectan el tamafo floral y sus proporciones.

Figura extraida y modificada de Weiss et al (2005) (Weiss et al. 2005).

Existen muchos estudios que reportan que la reduccién en el nimero de
células conduce a un incremento en el volumen celular. Los cambios a nivel
celular de incremento o disminucion de volumen han presentado evidencias de
inducir cambios compensatorios en el numero de células (Tsukaya 2003). Como
se describié anteriormente en la regulacién negativa de cdc2 en tabaco y en los
mutantes ant de Arabidopsis la reduccidon del numero de células conduce a un
incremento en el volumen celular. Se han elaborado diferentes teorias respecto a
la regulacion y/o coordinacion entre division y expansion celular y su relacién con
el control del tamafo final de los 6rganos. La mayoria de los ejemplos descriptos
en la bibliografia se relacionan con el estudio de mutantes y plantas transgénicas
que presentan variaciones a nivel de tamafio de hojas y tallos de las plantas,
existiendo pocos andlisis respecto del tamafo de los 6rganos florales. Las teorias
al respecto consideran comportamiento extremos en los cuales o bien el control
de tamafo y forma celular esta directamente relacionado con el tamafio y
morfologia del 6rgano (teoria celular), o que existe un mecanismo global que
especifica la forma final del 6rgano independientemente de la influencia genética
en la forma y tamarfio de las células y en la extension y orientacion de la division
celulares. Tsukaya propuso un nueva teoria celular en la cual se considera a la

célula como la unidad morfogenética, y que cada célula es a su vez controlada por
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factores que gobiernan la morfogénensis del 6érgano al que pertenece (Tsukaya
2002; Tsukaya 2003). Esta teoria esta de acuerdo con la presencia de
mecanismos de compensacion, se ha postulado recientemente por Horiguchi et al,
2006 que los mecanismos de compensacion pueden ser la consecuencia de una
coordinacion entre la expansion y la proliferacion celular de tal manera que
deberia existir un nivel basal minimo de células por debajo del cual se dispara el
mecanismo de compensacion, lo que justificaria la ausencia de compensaciéon que
se observa en algunos fenotipos descritos. El gen TANGLED (TAN) en maiz tiene
una division celular aberrante sin embargo la morfologia de la hoja es
practicamente normal, el gen SHORT AINTEGUMENTA 2 (SIN2) produce una
reduccion del numero de células en el integumento externo del évulo pero la
morfologia total es relativamente normal. Adn asi la combinacién de mutaciones
que afectan la expansion celular, como sinl, con mutaciones que afectan la
division como sin2 si causan defectos severos en el desarrollo (Doonan 2000)

El gen ANGUSTIFOLIA3 (AN3), también presenta mecanismos de
compensacion en mutantes simples que reducen el periodo de proliferacion celular
y por lo tanto aumentan el volumen de las células (Horiguchi, Kim, & Tsukaya
2005). La sobre-expresion de este gen, aunque produce cambios en el tamafio de
las hojas por incremento en el niumero de células no presenta variaciones a nivel
de expansién celular (Horiguchi et al. 2005). Existes evidencias de que AN3 actla
junto con los genes GROWTH REGULATING FACTOR (GRF), controlando la
elongacion longitudinal de las hojas a través de la proliferacion celular (Busov,
Brunner, & Strauss 2008). Estos genes constituyen una familia de factores de
transcripcion en plantas con funcion redundantes y son inducidos por giberelinas
(Busov et al. 2008)

Se ha descrito también que la regulacién del ciclo celular y la expansion
celular puede solaparse con la via mediada por las auxinas a través de un
miembro de la familia YUCCA (Woodward et al. 2005).

Segun lo descrito hasta el momento sobre el control de tamafo de los
o6rganos de las plantas se deduce que los mecanismos que controlan el tamafio
final de un organismo involucran la coordinacion de la division y la expansion
celular. Aunque es evidente la necesidad de integracion y regulacién de ambos en
el contexto de desarrollo de los 6rganos no existen evidencias claras al respecto.
El gen KLU, recientemente aislado parece participar en una via nueva de control
que, se postula, podria intervenir en el mantenimiento de la divisién celular hasta
que el primordio alcanza un tamarfio determinado (Anastasiou et al. 20073a).

Se plantea que el crecimiento de la planta y la determinacion del tamario
final de los érganos es un proceso modular, se produce a lo largo de todo el ciclo
de vida de la planta en respuesta a patrones intrinsecos de desarrollo y a las

condiciones del entorno (Doonan 2000). Existe una amplia informaciéon obtenida a
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partir de Arabidopsis por clonado y analisis genético de mutantes en genes que
provocan variaciones en el tamafio y crecimiento de los drganos, sin embargo en
la mayoria de los casos la informacion referida a la descripcion de las flores es
escaso.

Para un detalle bibliografico de los genes que afectan al tamano floral ver la

Tabla 1modificada de Weiss, J et al.(Weiss et al. 2005).
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Tabla 1: Genes que afectan el tamafo y la arquitectura floral en

dicotiledéneas.
Gen Especie Referencia

ARQUITECTURA FLORAL
Aumento del nimero de érganos

) ) (Clark, Running, & Meyerowitz 1993; Fletcher et
CLAVATA 1,2 and 3 Arabidopsis al. 1999; Kayes & Clark 1998)8)
ULTRAPETALA Arabidopsis (Fletcher 2001)
WIGGUM Arabidopsis (Running, Fletcher, & Meyerowitz 1998)
CYCLOIDEA A. majus (Luo et al. 1996)
JAGGED Arabidopsis (Dinneny et al. 2004; Ohno et al. 2004)4)
Aumento en el nimero de érganos-Control de la
funcién C
AGAMOUS, PLENA Arabidopsis,A. majus (Bowman et al. 1989; Bradley et al. 1993)3)
POLYPETALA A. majus (Mcsteen et al. 1998)8)
Cambio en el nimero relativo de 6rganos
PLURIPETALA Arabidopsis (Running et al. 2004)

. . (Huang, H. and Ma, H. 1997, Jacobsen, S. E. and
SUPERMAN Arabidopsis Meyerowitz, E. M. 1997)
PERIANTHIA Arabidopsis (ﬁ)glgg)g et al. 1999; Running & Meyerowitz
ETTIN Arabidopsis (Sessions et al. 1997)
Disminucién en el nimero de érganos
WUSCHEL Arabidopsis (Laux et al. 1996; Mayer et al. 1998)8)
STRUWELPETER Arabidopsis (Autran et al. 2002)a)
DEFICIENS A. majus (Sommer et al. 1990)
LEUNIG Arabidopsis (Liu et al. 1995)
STERILE APETALA Arabidopsis (Byzova et al. 1999)

) . (Crone, W. and Lord, E. M. 1994, Kunst, L. et al.
APETALA2 Arabidopsis 1989, Maes, T. et al, 1999
PIN FORMED-1 Arabidopsis (Bennett et al. 1995; Okada et al. 1991)1)
PINOID Arabidopsis (Bennett et al. 1995)
FLOOZY Petunia (Tobefia-Santamaria, R. et al. 2002)
AINTEGUMENTA Arabidopsis (Elliott et al. 1996; Klucher et al. 1996)6)
FILAMENTOUS FLOWER Arabidopsis (Chen et al. 1999; Sawa et al. 1999)9)
SKP Arabidopsis (Ni et al. 2004)
UNUSUAL FLORAL ORGANS Arabidopsis (Durfee et al. 2003)
Aumento en el tamafio del érgano floral
FORMOSA A. majus (Delgado et al. no publicado)
GRANDIFLORA A. majus (Delgado et al. no publicado)
SPLENDIDA A. majus (Delgado et al. no publicado)
35S::ARGOS Arabidopsis (Hu et al. 2003)
35S::AINTEGUMENTA Arabidopsis (Krizek 1999a; Mizukami et al. 2000)0)
35S::UFO Arabidopsis (Lee et al. 1997)
KLUH Arabidopsis (Anastasiou et al. 2007a)
UPA20 Nicotiane benthamiana (Kay et al. 2007)
Disminucién del tamafio del érgano floral
LIPLESS A. majus (Keck et al. 2003)
CINCINNATA A. majus (Crawford et al. 2004)
ERECTA and ERECTA-LIKE Arabidopsis (Shpak et al. 2004)
AtBRAHMA Arabidopsis (Farrona et al. 2004)
ECTOPIC LIGNIFICATION 1 Arabidopsis (Cafio-Delgado et al. 2000)
FRAGILE FIBERS 2 Arabidopsis (Burk et al. 2002)
EXPANSIN Petunia (Zenoni et al. 2004)
GIBERELLIC ACID 1 Arabidopsis (Olszewski, Sun, & Gubler 2002)
AUXIN RESISTANT1 Arabidopsis (Leyser et al. 1993)
KTANA A. majus (Delgado et al. no publicado)
NITIDA A. majus (Delgado et al. no publicado)
BIGPETAL Arabidopsis (Szecsi et al. 2006)
BIGBROTHER Arabidopsis (Disch et al. 2006)
GEG Gerbera hybrida (Kotilainen et al. 1999)
PROPORCIONES FLORALES
COMPACTA A. majus (Delgado et al. no publicado)
COMPACTA AHNLICH A. majus (Delgado et al. no publicado)
UNILABIATA A. majus (Delgado et al. no publicado)
OVATE Tomate (Liu et al. 2002b)
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Il MATERIALES Y METODOS

1 MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron plantas cultivadas en invernadero analizandose las poblaciones
F, obtenidas por cruces manuales mediante emasculacidon con una pinza fina y el
depésito del polen de las plantas donantes en el pistilo receptor.

Las lineas silvestres utilizadas fueron Sippe50 (Schwarz-Sommer, et al.,
2003 ; Stubbe, 1966) y 165E (Sommer & Saedler, 1986) proporcionadas por la
Dra. Zsuzsanna Schwarz-Sommer. La linea Sippe50 fue descripta por primera vez
a principios de 1920 mientras la linea 165E fue construida en 1986. Desde
entonces han sido mantenidas por auto polinizacién y son consideradas
isogénicas.

Los mutantes analizados fueron aislados entre 1898 y 1974, forman parte
de la coleccion de A. majus de Gatersleben y han sido previamente descriptos por
Stubbe (Stubbe, 1966), encontrandose en el fondo genético Sippe50.

Los andlisis posteriores de cada uno de los mutantes se realizaron a partir

de poblaciones F, de cruces con el silvestre 165E.

2 CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Las semillas de A. majus se hicieron germinar en vermiculita fina y se las
transplanté después de aproximadamente dos semanas a macetas o bandejas con
una mezcla de 1:1:1:1:0.25 de vermiculita, perlita, turba, fibra de coco y abono
de ovejas. Se realizdé riego automatico con periodos variables dependiendo de la

estacion del ano.

3 ENSAYOS DE HACINAMIENTO

Los ensayos de hacinamiento se realizaron transplantando las plantas, que
habian crecido durante dos semanas, en macetas de 650ml disponiendo 1, 5y 10
plantas por macetas. Los parametros a analizar se determinaron cuando el 100%
de las plantas control habian florecido. En las condiciones mas extremas de
hacinamiento muchos individuos no alcanzaron a florecer y fueron descartados
para realizar las mediciones.

Los parametros determinados fueron los siguientes:
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Numero de hojas: contadas como el nimero de entrenudos producidos,
considerando una hoja por cada par de hojas dispuestas de forma
decusada en la parte vegetativa. Cuando la planta alcanza la etapa
reproductiva la disposicion de las hojas deja de ser decusada para ser
espiralada. En este caso cada entrenudo corresponde a una hoja. Las
bracteas no fueron consideradas.

Area foliar: Se extrajeron tanto hojas como bracteas lo méas cercano al
tallo posible, luego se ordenaron y escanearon con un patrén de l1cm?. El
area total fue calculada utilizando una herramienta informatica del

programa Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Tamafio de las hojas y altura de la planta: tanto el largo y ancho de las
hojas fue medido manualmente con un calibre. El largo total de las plantas
se midié mediante una cinta métrica.

Medidas del tamafio floral: los ©6rganos florales completamente
desarrollados (Vincent y Coen, 2004), se midieron con un calibre,
siguiendo el protocolo de Thompson (Thompson, 1986), considerando los
diferentes 6rganos y partes de la flor, con las siguientes modificaciones: 1-
longitud del tubo, 2- longitud total ventral, 3-ancho de la flor, 4- longitud
del sépalo, 5- ancho del tubo, 6- longitud total del pétalo dorsal, 7-
expansion del pétalo ventral, 8- expansion del pétalo dorsal, 9- longitud
del estambre, 10- longitud del gineceo, 11- ancho del paladar (figura 10)
(Bayo-Canha et al. 2007).

Numero de flores producidas: este parametro fue determinado cuando las
plantas completaron el periodo de floracion y cesaron la produccion de
flores.

Parametros de las capsulas: para determinar el peso se agruparon de a 5
individuos, el tamafo se midié con un calibre determinando el largo y el

ancho de la capsula.



|e—

Figura 10: Descripcion de los parametros florales.

1- Longitud del tubo, 2- longitud total ventral, 3-ancho lateral de la flor, 4- longitud
del sépalo, 5- ancho del tubo, 6- longitud total del pétalo dorsal, 7- expansion del pétalo
ventral, 8- expansion del pétalo dorsal, 9- longitud del estambre, 10- longitud del gineceo,
11- ancho del paladar.

4 ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos se realizaron en STATGRAPHICS Plus 2.1, mediante
test t o ANOVA en caso de parametros multiples. Se consideraron como
diferencias significativas aquellas que presentaron un p<0,05. En aquellos casos
en que se produjeron desvios de la normalidad los resultados se analizaron por el
test Kruskall y Wallis. Los graficos se realizaron en Excel y Stat View. Los analisis

de area celular se basaron siempre en un nimero de datos superior a 30.

5 ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

5.1 GELES DE AGAROSA PARA ADN

Los geles se realizaron con agarosa BioRad 0,8%, 1,5% y 2% disuelta en
TAE 1X (preparado en solucion stock 50X: Tris-HCI 2 M; &cido acético 5,71%o;
EDTA 50 mM; pH 8,0) en presencia de bromuro de etidio a una concentracion final
de 1 pg/ml. Las muestras se sometieron a voltaje constante de 60-75 mV durante

30 minutos.
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5.2 GELES DE AGAROSA PARA ARN

En este caso la agarosa (1,2%) se disolvié en tampoén 1X FA (10X: 200
mM MOPS, 50 mM &cido acético, 10 mM EDTA, pH 7,0), agregando cada 100 ml
de gel 1,8 ml de formaldehido 37% y 1 ml de bromuro de etidio 10 mg/ml.
Previamente a la electroforesis se equilibré el gel en el tampdén FA 1X durante
media hora.

Las muestras se mezclaron con tampdén de carga 5X (4 mM EDTA, 0,26%
formaldehido, 20% glicerol, 30,84% formamida, 2,5X FA, H,O saturada en azul de
bromofenol) y se incubaron a 65 ©C durante 3-5 minutos luego fueron
inmediatamente enfriadas en hielo. Para la electroforesis se utiliz6 un voltaje
constante 5-7 V x cm durante 30 minutos.

En todos los casos el H,O utilizada fue previamente tratada con 0,1% DEPC,
se incubd durante toda la noche a temperatura ambiente y posteriormente se
eliminaron los restos de dietilpirocarbonato (DEPC) por autoclavado durante 15

minutos.

6 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Los o6rganos florales fueron diseccionados con escalpelos para seleccionar
las regiones a observar. Los pétalos se cortaron en secciones de 0,5x0,5 cm,
tanto para los estambres como para los estilo se tomé una seccion central de 0,5
cm de largo. Las muestras se lavaron en tampén fosfato (28% NaH,PO, 0,4 M y
72% de Na,HPO, 0,4 M, pH7,2), luego se fijaron en Glutaraldehido al 2%; diluido
en el mismo tampoén, durante 3 horas y se lavaron nuevamente en las mismas
condiciones anteriores 4 o 5 veces. La deshidrataciéon se realiz6 mediante
incubacidon en una serie de concentraciones crecientes de etanol (30%, 50%,
70%, 90%) durante 15 minutos cada una. Luego se incubaron dos veces en
etanol al 100% durante 30 minutos y por ultimo dos veces en acetona al 100%
durante 15 minutos.

Las muestras deshidratadas fueron secadas por punto critico en CO, en
Critical Point Dryer BAL-TEC CPC 030 y recubiertas con oro durante 120 segundos
en SPUTTER COATER POLARON. La observacion se realiz6 en el microscopio
electréonico de barrido (Electronic microscope Hitachi S-3500N) y las imégenes

fueron analizadas mediante el programa Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/).

50



7 EXTRACCION DE ARN

Las extracciones de ARN total de plantas se realizaron por medio del kit de
“NucleoSpin RNA Plant Total RNA purification from plant” (Macherey-Nagel). El
material de partida fue entre 100-300 mg para los 6rganos florales (pétalos,
estambres y gineceos) y hojas. El ADN fue degradado mediante el tratamiento con
DNAsa | libre de RNAsas. Finalmente el ARN puro se eluyé en condiciones de baja
fuerza iénica en presencia de H,O libre de RNAsas.

La calidad del ARN extraido se valoré en geles de agarosa en presencia de
formaldehido como lo previamente descrito. Solo las muestras con ARNr 26S
intacto fueron utilizadas para la preparacion de ADNc.

La concentracion del ARN se determind con espectrofotometro a ?= 260 nm
(e= 40 M cm™). Para garantizar la ausencia de RNAsas las cubetas y el material
utilizado fueron lavados con una solucidn de: Na(OH) 0,1 M, EDTA 1 mM y
enjuagados posteriormente con H,O tratada con DEPC. La pureza del ARN se
estimé evaluando el cociente de Absorbancia 260/280 considerandose o6ptimo
entre 1,8y 2,1.

Las muestras fueron precipitadas en presencia de 0,1 volumenes de NaAc 3
M pH 7,2 y 2,5 volumenes de etanol absoluto, luego fueron lavadas con etanol
70% y resuspendidas en H,O DEPC a una concentracion final de 200 ng/ml.

El ARN fue mantenido a -20 ©C y siempre utilizando guantes para evitar el

contacto con RNAsas.
8 PREPARACION DE PRIMERA HEBRA DE ADN

La sintesis de la primera hebra (ADNc) se realiz6 mediante el kit
“SuperScript Ill First-Strand Sintesis System para RT-PCR”, tomandose como
material de partida 200 ng de ARN total en presencia de Oligo (dT)xo.

Para aumentar la sensibilidad de los analisis posteriores se eliminé el ARN
del hibrido de ADN:ARN digiriendo la muestra con RNAsa H después de la sintesis

de la primera hebra.

9 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
(PCR)

9.1 PCR
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Las mezclas de reaccidn se realizaron con GoTaq Flexi DNA Polimerasa y su
correspondiente tampon 5X, se afiadid una concentracion final de 1,5 mM de
MgCl,, 2 mM de cada cebador, 0,08 mM dNTPs, 1U de polimerasa, llevado a un
volumen final de 25 nl con agua ultrapura. Para las reacciones de polimerizacion
en cadena se utilizé un termociclador Perkin Elmer.

En el caso de amplificaciones a partir de ADNc se utilizaron 2 nl
provenientes de la reaccidon de sintesis de simple hebra a partir de 200 ng ARN

total.

9.2 PCR EN TIEMPO REAL (RT-PCR)

El ARN total fue preparado a partir de los 6rganos de las inflorescencias
(pétalos , estambres y carpelos), en los estadios 10, 12 y 13 (Vincent & Coen
2004) segun lo descrito en los puntos 7 y 8 de este mismo capitulo.

Cada muestra de ARN provino de una mezcla de entre 5-6 o6rganos
pertenecientes a flores de plantas diferentes.

Las condiciones de la PCR se establecieron segun los descrito en la
bibliografia (Manchado-Rojo, Weiss, & Egea-Cortines 2008) con las siguientes
modificaciones: las reacciones fueron realizadas mediante SYBR Premix Ex Taq""
(Takara) de acuerdo a las instrucciones del fabricante en Rotor Gene 2000
(Corbett Research). En cada ensayo se realizaron tres repeticiones técnicas y dos
experimentales utilizando el mismo ADNc de partida.

Los resultados fueron analizados mediante REST®© (Relative Expression
Software Tool) que utiliza una plataforma Excel (Michael W.Pfaffl 2001; Pfaffl,
Horgan, & Dempfle 2002). El gen utilizado como referencia para la cuantificacion
relativa fue Ran3 (Bey et al. 2004). La informacion detallada de los
oligonucleétidos utilizados se encuentra en la tabla 1. Estos oligonucleétidos
fueron disefiados segun el programa OligoPerfect Designer

(http://www.invitrogen.com/) con un contenido de GC entre 40 y 60%, una

temperatura de fusion 6ptima de 60 °C y un tamarfo entre 18 y 27 pb. Todos los
oligos fueron sintetizados por Invitrogen.

Para distinguir los productos especificos de los inespecificos y de los dimeros
de oligonucledtidos se evalud la curva de fusién obtenida inmediatamente después
de la amplificacion. Después del paso de desnaturalizacion a 95 °C se parte de
una temperatura de 50 ©C hasta alcanzar los 94 °C con una velocidad de
incremento de 1 ©°C/segundo.

Cada muestra se analizé ademas por electroforesis en agarosa en presencia
de bromuro de etidio verificando el tamafio esperado de los productos de
amplificacion.

Los genes seleccionados para determinar la actividad del ciclo celular fueron
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CiclinaD3a (CYCD3a), HISTONA 4 (H4) y AINTEGUMENTA (ANT) (Fobert et al.
1994; Gaudin et al. 2000; Riou-Khamlichi et al. 1999b).

Tabla 2: Informacién detallada de los cebadores utilizados

Tamafio del
. ) » ) Temperatura de o
Gen Secuencia del oligonucleétido 5°-3’ oo amplicon
hibridacion (bp)
p

For:cactgcggttcttgcagtta
CYCD3a 58 262
Rev:tgaaattggggtgactggat

For:tt agaatgtgatccgtga
H4 99249 9tg 9tg 58 131
Revitaaccctaacccccaaatcec

For.cgaatcaacaaacggtg
Ran3 58 574
Revigccaaatcaatttgcact

For:gatgatgagtgacggtggtg
BPe Revl:gcgcttaaccgaattgtgat

58 133

443
Rev2:cgggcactaaatcttggaga

For:ttgctgcaatcaagttca
ANT gcta g 99 58 325
Revicaatgccaatcaaatcatgc

10 ANALISIS FILOGENETICO

Las busquedas de homologia de secuencias fueron realizadas utilizando el
programa BLAST (Altschul & Gish 1996). La secuencia de BPE de A. majus fue
identificada mediante la busqueda en la base de datos de A. majus

(www.antirrhinum.net) partiendo de la secuencia BPEp de Arabidopsis (BPEp,

AM269754) utilizando el programa tBLASTn. La secuencia para ANT de A. majus
(AMANT) fue cedida gentilmente por el Dr. Barry Causier (Centre for Plant
Sciences, University of Leeds, UK, www.plants.leeds.ac.uk).

La construccidon de los arboles se basé en el alineamiento de las secuencia
de aminoacidos mediante el programa TCOFEE (Notredame, Higgins, & Heringa
2000). Los éarboles filogenéticos fueron construidos basados en el método
“Neighbour-joining method” (NJ) (Saitou & Nei 1987) generado mediante el
programa PHYLIP 3.67 (Phylogenyc Inference Package)

(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/getme.html). La robustez de los

nodos fue obtenida por “bootstrap” (100 y 500) (Felsenstein 1985). Los arboles
filogenéticos fueron editados utilizando el programa TreeView 1.6.6

(http://taxonomy. zoology. gla.ac.uk/ rod/ treeview.html) y luego optimizados

manualmente.
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11 CITOMETRIA DE FLUJO

11.1 MATERIAL VEGETAL

Se tomaron secciones de 0,5 cm?® de hojas jévenes. Para los pétalos se
utilizaron 3-4 secciones de 0,5 cm?® de flores diferentes provenientes de
distintas plantas, en el caso del mapa del pétalo se tomaron las mismas
regiones que las utilizadas para el mapa celular.

Las plantulas se utilizaron como estandares de contenido diploide (2C) y
tetraploide (4C) caracteristico de las células en divisibn presentes en estos
tejidos jovenes, siendo “C” el contenido haploide de ADN nuclear. Se

extrajeron los nucleos de 4-5 plantulas completas.

11.2 AISLAMIENTO Y TINCION DE NUCLEOS

El material vegetal fue tratado de acuerdo al kit de PARTEC “CyStain PI
absolute P” con las siguientes modificaciones: los tejidos vegetales se disgregaron
mediante ruptura mecanica dentro de un tubo eppendorf en presencia de 500 n
de tampodén de extraccion, después de 30-90 segundos se incubaron en hielo
durante 15 minutos, posteriormente se filtraron a través de un filtro Partec 50 mm
Cell trics.

Durante la tincién se agregaron 2 ml de la soluciéon de tinciéon en presencia
de 12 i de la solucién madre de loduro de propidio y 6 nl de la solucién madre de
RNAsa. Posteriormente se incubd en hielo durante 2-2,5 hs protegido de la luz.

El analisis se realiz6 el mismo dia o el dia posterior, manteniendo las
muestras a 4 °C en oscuridad.

Todas las muestras analizadas fueron realizadas por duplicado y se tomaron
en todos los casos 10.000 cuentas. Para obtener la posicion del pico que
corresponde a un contenido de ADN nuclear 2C, utilizado como estandar, se
utilizaron hojas jovenes para cada una de las muestras. Los nucleos fueron
analizados en un citémetro de flujo FacsCalibur (Becton Dickinson) con excitacion

mediante laser de argon a 488 nm.

54



11.3 CALIBRACION DEL CITOMETRO

Los detalles de la calibracion optimizada se describen en el siguiente

cuadro:
PARAMETRO DETECTOR VOLTAJE GANANCIA MODO
P1 FSC E-1 7.53 LOG
P2 SsC 300 1.98 LOG
P3 FL1 (530/30) 437 1.00 LOG
P4 FL2 (585/42) 535 1.00 LIN
P5 FL3 (670 LP) 366 1.00 LIN
P6 FL2-Area 1.00 LIN
P7 FL2-Ancho 3.94 LIN

Se tomd como parametro primario a FL2 imponiendo el valor 20 como

valor umbral.

12 PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN A
PARTIR DE GEL

Para la extraccion de ADN a partir de gel se utilizé el kit “Nacleo Spin
Extract 11” y se procedié de acuerdo a las instrucciones con las siguientes
modificaciones: se cort6 el fragmento del gel entre 1,5-2% de agarosa, se pesé y
se agregd el tampon NT en una proporcion de 200 ml cada 100 mg de gel.
Posteriormente se incubé a 50 °C durante 5-10 minutos hasta disolver por
completo el gel, dando golpes de vortex cada 2-3 minutos. Luego se purificaron
las muestras en columna lavando con 600 nml de la solucién NT3 por duplicado y

eluyendo en solucion NE.

13 SECUENCIACION

Los fragmentos secuenciados fueron amplificados por PCR, purificados de
gel y enviados a Sistemas Gendémicos S.L. Se llevd a cabo una reaccion de
secuenciacion de cadena simple utilizando los oligonucleétidos especificos para el

gen.
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14 TRATAMIENTO CON CITOCALISINA D

Los tratamientos con citocalasina D se realizaron en estadios tempranos del
desarrollo a partir de meristemos de inflorescencias. Se utilizé una concentracion
de 40 nmM de citocalasina en presencia de 0,5% DMSO. Las 6rganos florales fueron
tratados dos veces por semana hasta alcanzar la madures utilizandose como
control las plantas tratadas con la solucién de 0,5% DMSO. El tratamiento se
realiz6 humectando los pétalos con las soluciones mencionadas mediante el uso
de un pincel comun. Las plantas fueron mantenidas bajo condiciones controladas
con un fotoperiodo 16 hs de luz y 8 hs en oscuridad bajo un régimen de
temperaturas de 25°C durante el dia y 15°C durante la noche.

Los tejidos de los pétalos fueron visualizados sin tratamientos mediante

microscopia 6ptica a una magnitud de aumento de 200.
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RESULTADOS, DISCUSION Y
CONCLUSION







1 ESTABILIDAD DE _LOS PARAMETROS
FLORALES FRENTE A  CONDICIONES DE
HACINAMIENTO

Consideramos que el contenido de este capitulo tiene una utilidad
fundamental para los analisis posteriores realizados a lo largo de los capitulos
siguientes. Aunque el presente trabajo de Tesis basa el analisis del tamafo floral
en mutantes con segregacion mendeliana, el tamafio de los 6érganos es un caso
tipico cuyo estudio se ha llevado a cabo como un caracter cuantitativo (Falconer &
Mackay 1996; Kearsey, Pooni, & Syed 2003; Lynch 1998). Esto unido a la falta de
conocimientos sobre el comportamiento del caracter y de los mutantes en
condiciones de invernadero, nos llevé a plantear ensayos paralelos que
permitiesen determinar si el tamafio floral sufria alteraciones cuantitativas
importantes o no en diferentes condiciones de crecimiento. En los primeros
ensayos se observd que el tamafio floral en las diferentes estaciones del afio
mostré una fuerte influencia de la temperatura. Por lo tanto todos los estudios de
comparacion fueron realizados en las mismas condiciones ambientales.

En la literatura se pueden encontrar tres definiciones diferentes para las
condiciones impuestas en este experimento: la Illamada competencia
intraespecifica en el &mbito de la ecologia, condiciones de marco de cultivo en los
textos de fitotecnia y hacinamiento, en articulos recientes en los que se utiliza
Arabidopsis como planta modelo. A lo largo del texto hemos utilizado el término
hacinamiento y competencia intraespecifica de forma indistinta.

El interés que suscita este estudio incluye basicamente dos aspectos. Uno
enteramente practico ya que la influencia del entorno sobre los caracteres en
estudio es un punto a tener en cuenta a la hora de analizar y fenotipar los
diferentes mutantes. No podemos olvidar que desde el punto de vista de la
mejora genética clasica, cualquier aspecto del manejo de un cultivo que influya en
un caracter ha de formar parte del disefio experimental. Por otro lado la variacion
relativa de los parametros vegetativos respecto a los florales nos dara informacion
acerca de la interdependencia entre los mecanismos de respuesta de ambos y nos

permitira determinar si las condiciones de cultivo modifican o no el tamafo floral.
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1 RESUMEN

En el presente trabajo se ha estudiado el efecto del hacinamiento y la
reduccion del area foliar en el desarrollo vegetativo y reproductivo de A. majus.
Mediante los ensayos se propone determinar la variacion en el tamafio floral
frente a cambios en el entorno y en relacion al cuerpo vegetativo de la planta.

El aumento en la densidad de siembra provoca la muerte prematura de las
plantas. Aquellas que sobreviven presentan menor elongacion total de la planta y
el mismo numero de hojas mas pequefias en comparacion con las plantas
utilizadas como control. Durante el crecimiento reproductivo la respuesta a las
condiciones de estrés cambian, produciéndose menos flores de igual tamafio que
en el control. La reduccion artificial en el nUmero de hojas también conduce a una
disminuciéon en el numero de flores, con variaciones minimas en el tamarfio, y las
plantas elongan menos que el control.

El comportamiento de A. majus frente a condiciones de hacinamiento parece
ser modular respondiendo segun el estadio de desarrollo de la planta (vegetativo
o reproductivo) que afectan diferencialmente el tamafio o el niumero de los
organos laterales. Los tratamientos de hacinamiento y de defoliacion demuestran,
sin embargo, que ambos moédulos no varian de forma independiente sino que
existe una relacidon positiva entre el area foliar y el nimero de flores producidas.
El tamafno floral no presenta reducciones importantes frente a los tratamientos
realizados y por lo tanto se muestra practicamente independiente de las

condiciones experimentales.
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2 INTRODUCCION

Las plantas son organismos sésiles que se adaptan al las condiciones
adversas del entorno cambiando los programas de desarrollo y crecimiento.
Durante la evolucion se han seleccionado aquellos genes que permiten la
supervivencia de los individuos mejor adaptados a determinados entornos (Van
Kleunen & Fischer 2005). Sin embargo, siempre hay un Ilimite, e
independientemente del entorno la competencia intra e interespecifica imponen

una maxima cantidad de individuos por unidad de superficie.

2.1 PLASTICIDAD FENOTIPICA EN PRESENCIA DE
MODIFICACIONES DEL ENTORNO

En muchas circunstancias la integracién de los cambios en el entorno
conducen a variaciones en el crecimiento de la planta (Maloof 2003). Por ejemplo,
la luz influye en la elongacion del tallo a través de cambios en los niveles de
giberelinas o en la sefalizacion (Olszewski et al. 2002). El estrés abidtico puede
causar reduccion en el tamafo del cuerpo de la planta, lo que en muchos casos se
relaciona con cambios en los niveles de acido abscisico (Leon & Sheen 2003). Se
ha demostrado que el estrés hidrico afecta directamente la actividad de las
ciclinas en las hojas de trigo (Schuppler et al. 1998).

Entre los mecanismos mejor comprendidos se encuentran el tiempo de
floracion y la competencia causada por la cercania entre las plantas (Smith &
Whitelam 1997). En general, las condiciones de hacinamiento conducen a una
mayor elongacién debido a la escasa fuente de luz, como se ha observado para
Impatiens capensis, Nicotiana tabacum y Arabidopsis (Ballare et al. 1994;
Donohue & Schmitt 1999). La competencia por luz requiere la presencia de
fotorreceptores funcionales (Pigliucci & Schmitt 1999) y las fitohormonas cumplen
un papel fundamental. Asi se ha demostrado por ejemplo en plantas de tabaco
insensibles a etileno que son menos competitivas en entornos hacinados (Pierik et
al. 2003; Pierik et al. 2004). Recientemente se ha identificado en Arabidopsis el
gen TAAl, que participa en la biosintesis de auxinas y se requiere para la
respuesta a la competencia por luz. Este gen parece ser un mediador entre la via
de las auxinas y el etileno (Stepanova et al. 2008; Tao et al. 2008).

Los estudios de hacinamiento habitualmente tienen en cuenta parametros
relacionados con la elongacion del tallo, el area foliar, niumero de hojas, peso

especifico total, niUmero de entrenudos, numero de flores, niumero de frutos, etc.,
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sin embargo existe poca informacién respecto del tamafio de las flores. Tanto el
numero como el tamafio de las flores son los responsables de atraer a los
polinizadores y por lo tanto son esenciales para una Optima reproduccién en
plantas alégamas. Existen modelos tedricos que proponen un balance entre el
numero y el tamafio de las flores. Avalan esta teoria experiencias realizadas en
Silene latifolia. Sin embargo en el caso de Narcissus dubius no se observa un
balance entre ambos caracteres (Delph et al. 2004b; Delph et al. 2004a; Worley
et al. 2000).

Aunque existe una amplia bibliografia que describe procesos de desarrollo
que presentan plasticidad fenotipica, en la mayoria de los casos no se considera el

tamano de los 6rganos florales.

2.2 INTEGRACION MODULAR

La regulacién a nivel genético del crecimiento en las plantas esta integrada
por los meristemos apicales (Brand, Hobe, & Simon 2001). Los 6rganos laterales
se forman a través de eventos secuenciales que abarcan el establecimiento de los
primordios, la identidad y por ultimo el crecimiento de los érganos (Meyerowitz
1996; Weiss et al. 2005).

Cada tipo de 6rgano generado a través del desarrollo de la planta presenta
diferentes grados de plasticidad, lo cual condujo a la implementacion del concepto
de plasticidad modular. Esta hipotesis indica que la plasticidad fenotipica global
observada comprende la suma y la integracion de las respuestas locales de los
modulos que se entienden como las sub-unidades repetitivas de las plantas, a
menudo estructural y funcionalmente semiauténomas (De Kroon et al. 2005;
Weiner 2004; West-Eberhard 2003).

El objetivo del presente capitulo se enfoca principalmente en el andlisis de la
plasticidad fenotipica de los parametros florales en estudio frente a variaciones del
entorno, en este caso la competencia intraespecifica, y en relaciobn con las
variaciones en los parametros vegetativos.

Para ello se analizan las variaciones de los parametros vegetativos y
reproductivos de A. majus bajo la competencia por hacinamiento y la reduccién
del area foliar. Se analiz6 ademas la interaccion entre los modulos vegetativos y
reproductivos, mediante un andlisis de correlacion entre los caracteres que
responden al tratamiento y el andlisis de la respuesta frente a una reduccion del

area foliar.

62



3 RESULTADOS

3.1 DESCRIPCION DE PARAMETROS VEGETATIVOS BAJO
CONDICIONES DE HACINAMIENTO

Los efectos del hacinamiento han sido determinados analizando los
parametros vegetativos y florales en A. majus sometidas a dos tratamientos.
Plantas crecidas con dos semanas de crecimiento, se plantaron en macetas de
650ml disponiendo 1 (control), 5 y 10 plantas por macetas. Los parametros
vegetativos fueron determinados en el momento en el que el 100% de las plantas
control habian alcanzado la floracién, al igual que la mayoria de las plantas
sometidas a los tratamientos. Cabe aclarar que en algunas plantas sometidas a
las condiciones mas estrictas no se alcanza la floracién. Esto ha sido considerado
para evitar diferencias alométricas debidas a estadios de desarrollo diferentes y
sOlo se han analizado aquellas plantas que florecen. EI nUmero total de flores se
determiné cuando las plantas habian cesado su produccion.

El primer aspecto observado fue una marcada disminuciéon en el tamafio de
las plantas que habian crecido en condiciones de hacinamiento. Las medidas de la
altura total de las plantas muestran una reduccién cercana al 40% (figura 11-A,
B). La elongacion de los entrenudos se vido afectada de forma similar en los
primeros tres entrenudos (figura 11-C; tabla 18 en anexo tablas)

La inspeccion de la poblacién bajo la presiéon de una competencia extrema
mostraba una muerte selectiva de algunas plantas en estadios tempranos del
desarrollo. Esto ya se ha visto en experimentos realizados en Impatiens capensis
en los que se observo una correlacion entre el tamafio de las plantas sometidas a
diferentes densidades y la supervivencia de las mismas, describiéndose el
fendmeno como autoclareo (Schmitt, Eccleston, & Ehrhardt 1987). Dado que las
plantas utilizadas son isogénicas, los eventos de muerte deberian estar causados
por efectos de la posicidn o por eventos estocasticos que se producen en estadios
tempranos en el desarrollo.

Los andlisis del niumero de hojas con filotaxis decusada en el momento de la
floracion muestran constancia frente a los tratamientos y un incremento
significativo en el niumero de hojas espiraladas en el tratamiento de 10 plantas
por maceta (figura 11-D).

A simple vista se observd una reduccion en el tamafio de las hojas de la
planta, las que fueron mas cortas y estrechas en las condiciones de competencia.
Estas observaciones fueron verificadas en experimentos anteriores realizados en

nuestro laboratorio, en los cuales se determind la longitud y el ancho de los tres
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primeros pares de hojas (Datos no mostrados). En esos experimentos se
demostré que se producia una reduccion significativa en el tamafio de las hojas
del tercer entrenudo en ambas condiciones de hacinamiento, las que fueron de

alrededor de un 14% en las condiciones mas extremas.

Tabla 3: Medidas de las dimensiones de las tres primeras hojas de las

plantas en condiciones de hacinamiento.

Hoja 1 Hoja 2 Hoja 3
longitud ancho longitud ancho longitud ancho
1 25,52+10,16 | 14,04+5,64 | 35,95+13,54 | 18,53+6,76 | 39,23+14,84 | 16,00+5,95
5 25,47+7,77 | 13,38%+4,20 | 34,30+10,66 | 17,99+5,35 | 34,59+11,65 | 13,87+4,75
10 23,42+8,34 | 12,59+4,30 | 32,27+10,72 | 16,92+5,47 | 33,80+11,37 | 13,77+4,71
1vs.5 -0,17 -4,69 -4,59 -2,94 -11.82* -13,35
1vs. 10 -8,23 -10,32 -10,24 -8,72 -13.82*** | -13,08***

Ipromedio (mm) =+ desviacion estandar
2 Diferencia expresada en % considerando al tratamiento control 100%
*P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001
Las medidas fueron realizadas en 10 individuos como minimo.
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Figura 11: Efecto de los tratamientos de hacinamiento sobre los parametros
vegetativos.

A) Fotografia de plantas control, 1 planta por maceta (izquierda), 5 plantas por
maceta (centro), 10 plantas por maceta (derecha). En las siguientes figuras se muestran los
parametros vegetativos de ambos tratamientos comparados con el control: B) altura total
de las plantas; C) longitud de los tres primeros entrenudos; D) numero de hojas con
filotaxis decusada y espiralada; E) area foliar total entre el control y los tratamientos de
hacinamiento. En caso de diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05) las barras se
sefialan con un “*”.

En cuanto al area foliar se encontré una reduccion, frente a las condiciones
de hacinamiento, de un 30% tanto en los ensayos de 5 como los de 10 plantas
por maceta (figura 11-E).

Estos resultados manifiestan que la disminucién en el area foliar y en la
altura total de la planta se deben a un menor tamafno de las hojas y del largo de

los entrenudos.
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3.2 DESCRIPCION DE PARAMETROS FLORALES BAJO
CONDICIONES DE HACINAMIENTO

Las condiciones de competencia intraespecifica en condujeron a una fuerte
disminucién en la produccién de flores. En la figura 12-A se puede apreciar una
inflorescencia tipica de una planta control y otra sometida a altos niveles de
competencia.

Muchas de las plantas en condiciones de hacinamiento abortan los
primordios florales, 13% en el caso de 5 plantas y 23% en el caso de 10 plantas
por maceta. Descartando aquellos individuos que no alcanzaron a florecer, el
numero promedio de flores producidas se redujo drasticamente en las dos
condiciones ensayadas (aproximadamente un 50%, figura 12-B).

Los analisis de los parametros florales se determinaron segun se detallé en
los materiales y métodos (Bayo-Canha et al. 2007). En contraste con los
resultados obtenidos para las hojas, el tamafio floral parece ser muy estable
frente a las condiciones de estrés planteadas en este ensayo. La mayoria de los
pardmetros que caracterizan el perianto de la flor no sufrieron variaciones ante
ninguna de las condiciones de hacinamiento. De un total de nueve parametros
analizados s6lo 3 (1, 2 y 5) presentaron reducciones significativas (todos
relacionados con el tamafio del tubo de la flor). En el caso de los drganos sexuales
se observo una reduccion significativa en el largo de los estambres pero sélo bajo
las condiciones méas extremas. Los carpelos presentaron una variacion leve, pero
significativa, incrementando el largo un 3% so6lo en el caso de 5 plantas por

maceta (figura 12-C; tabla 19, anexo tablas).
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Figura 12: Efecto de los dos tratamientos de hacinamiento sobre los
parametros florales.

A) Fotografia de las inflorescencias de plantas control (izquierda), 5 plantas por
maceta (centro), 10 plantas por maceta (derecha). En las figuras siguientes se muestran los
graficos de los parametros vegetativos de ambos tratamientos comparados con el control:
B) numero total de flores producidas; C) parametros florales; D) caracterizacién de las
cipsulas segun su largo, ancho y peso. En caso de diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05) las barras se sefialan con un “*”.

Aunque los cambios a nivel del tamafio de la flor fueron moderados, el
desarrollo de las cépsulas se vié afectado disminuyendo el rendimiento y el
tamano. El peso de las capsulas decrecid entre un 20 y un 35% segun el grado de
hacinamiento (5 y 10 plantas) y el tamafio disminuyd6 entre un 10 y 15% en largo
y ancho (figura 12-D; tabla 20 en anexo tablas). En resumen, aunque las flores
mantuvieron su tamafio y se presentaron parcialmente independientes ante las
condiciones de hacinamiento, la capacidad reproductiva se vio afectada por la

competencia intraespecifica.

3.3 ANALISIS DE CORRELACION ENTRE PARAMETROS
REPRODUCTIVOS Y VEGETATIVOS

Con el propésito de analizar una posible relacion entre la variacion
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producida en los parametros vegetativos y las variaciones observadas en los
o6rganos florales se realiz6 un andlisis de correlacién entre las variaciones en el
area foliar y la altura de las plantas, frente al nUmero de flores.

El area foliar presenté una correlacion significativa (p<0,05) con el nimero
de flores frente a condiciones de hacinamiento pero no en condiciones normales
(tabla 4).

Esto implicaria que a pesar de que los drganos laterales responden de forma
diferente frente al tratamiento, unos afectando el ndmero y otros el tamario,

existe una sefalizacidon entre ambos estadios de desarrollo de la planta

Tabla 4: Analisis de correlacion entre el area foliar y el numero de flores en

condiciones de hacinamiento

cc! p’
1 planta 0,0629 0,7393
5 plantas 0,6076 0,0016
10 plantas 0,5853 0,013

! coeficiente de Spearman
2 valor de probabilidad que determina la significancia estadistica para la correlacion
estimada

3.4 REDUCCION DEL AREA FOLIAR

Dado que observamos una correlacion entre la reduccion del &rea foliar y el
numero de flores en condiciones de hacinamiento, se planted analizar el efecto de
una reduccion artificial del area foliar en los parametros florales. Se realizaron dos
tratamientos cortando las hojas de plantas que habian alcanzado el desarrollo de
seis entrenudos, en un caso se eliminaron todas las hojas (reduccidn total) y en el
segundo caso se eliminaron las hojas a partir del cuarto entrenudo (reduccion
media). Posteriormente se dejaron crecer las plantas hasta alcanzar la floracion,
momento en que se analizaron los parametros descriptos previamente.

En primer lugar se determin6é el area foliar de las plantas sometidas a
ambos tratamientos considerando el control como 100%. El tratamiento mas
drastico mantuvo un 34% del area foliar mientras el otro un 59% (figura 13-A). El
analisis de los parametros vegetativos mostré al igual que el tratamiento en
condiciones de hacinamiento, una disminucién en la altura total de las plantas en
ambas condiciones (figura 13-B; tabla 21 en anexo tablas) lo que se debe
principalmente a una reduccion en la longitud de los entrenudos (figura 13-C).

Sorprendentemente, las hojas que permanecieron en la planta en el tratamiento
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menos severo se expandieron mas de lo normal mostrando un incremento
significativo tanto en largo (aproximadamente un 10%) como en ancho (alrededor
del 15%), sugiriendo un mecanismo general de regulacién a nivel del tamafio de
las hojas en A. majus (figura 13-D).

El analisis de las inflorescencias de las plantas sujetas a la reduccion
artificial del area foliar mostré una disminucion de la produccion de flores que
alcanzd el 50% (figura 14-A y B).

Las reducciones observadas en los parametro florales analizados fueron mas
severas en el caso de la reduccidon del area foliar que las producidas en los
experimentos de hacinamiento. La inspeccion visual no permitiéo distinguir
diferencias de tamafio respecto a las plantas control. Sin embargo, el analisis
estadistico evidencié que muchos de los parametros del perianto y 6Organos
reproductivos de la flor disminuyeron de forma estadisticamente significativa,
aunque los porcentajes de variacion fueron relativamente bajos (figura 14-C;
tabla 22).
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Figura 13: Efecto de la reduccion del area foliar en los parametros
vegetativos.

A) Fotografia de las plantas con reduccion total (izquierda), las plantas con
reduccion media (centro) y las plantas control (derecha). En las siguientes figuras se
muestran los graficos de los parametros analizados comparando el efecto de los
tratamientos con el control: B) altura total de la planta; C) longitud de los tres primeros
entrenudos; D) dimensiones (largo y ancho) de los pares de hojas ubicados en el segundo y
tercer entrenudo. En caso de diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05) las barras
se sefialan con un “*”.
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Figura 14: Efecto de la reduccioén del area foliar en los parametros florales.

A) Fotografia de flores provenientes de plantas control (superior), plantas con
reduccién media (centro) y plantas con reduccién total (inferior). En las figuras siguientes
se muestran los gréaficos de los parametros analizados comparando el efecto de los
tratamientos con el control: B) numero total de flores producidas; C) parametros florales.
En caso de diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05) las barras se sefialan con
un “*”,

4 DISCUSION Y CONCLUSIONES

4.1 RESPUESTA ESPECIFICA DEL ESTADIO DE DESARROLLO

Los analisis de los parametros vegetativos y reproductivos de las plantas
frente a condiciones de hacinamiento reflejan una tendencia a reducir la reduccioén
de la biomasa total en todas las fases de desarrollo analizadas. Estas reducciones
se debieron a diferentes aspectos, dependiendo de la fase de desarrollo. Se
reduce el area foliar produciendo el mismo numero de hojas, aunque estas son
mas pequefias, y los tallos presentan una menor elongacion a nivel de los
entrenudos y por lo tanto son mas pequefios. Las inflorescencias, en cambio,
reducen drasticamente la produccion de flores cuyo tamafio se ve disminuido

ligeramente.
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Esta respuesta local observada en los tratamientos sugiere que los érganos
vegetativos y reproductivos pueden ser considerados como modulos
independientes segun la definicibn de De Kroon et al., respondiendo de forma
diferente frente a variaciones en el entorno (De Kroon et al. 2005).

Estudios previos realizados en tabaco, |. capensis y Arabidopsis detectaron
que el hacinamiento conduce a una mayor elongacion de los tallos (Donohue et al.
1999; Dudley & Schmitt 1996). Sin embargo otros trabajos realizados en Brassica
napus muestran que en condiciones de hacinamiento se produce una reduccién de
la biomasa total de la planta asi como una reduccién en el numero de flores, si
bien mantienen el tamafio de todos los parametros analizados (Cresswell, Hagen,
& Woolnough 2001). También se observé reduccion en el tamafio de las plantas
de Arabidopsis sometidas a condiciones severas de hacinamiento (Weinig et al.
2006). Esto significa que un mismo tipo de estrés abidtico puede conducir a dos
respuestas opuestas en plantas diferentes. A. majus se pareceria mas a B. napus
que a Arabidopsis.

Existen trabajos previos que avalan la independencia genética de los
mecanismos que regulan el tamafo de las hojas y el de las flores. En estudios de
variacion natural en A. majus, tomate y Arabidopsis se demuestra que los QTLs
que afectan al tamafio de los pétalos y las hojas son diferentes (Frary, Fritz, &
Tanksley 2004; Juenger et al. 2005; Langlade et al. 2005), sugiriendo que existe
un grupo de genes que controlan el tamario floral de forma especifica.

La estabilidad en el tamarfo de las flores respecto a la gran variacion en
numero puede deberse a los posibles efectos secundarios sobre la supervivencia
de las plantas, esto se ha observado también en experiencias de hacinamiento en
B. napus (Cresswell et al. 2001). Sin embargo, tanto la disminucién en el nimero
como en tamaro de las flores reduce la visita de agentes polinizadores.

Existen evidencias experimentales en una amplia gama de especies dentro
de las angiospermas, de una relacion negativa entre nimero y tamano de las
flores producidas por las plantas (Delph et al. 2004a; Sargent et al. 2007; Worley
et al. 2000). Otros trabajos demuestran una fuerte dependencia de las plantas
polinizadas por insectos y las poblaciones de polinizadores (Biesmeijer, Hartfelder,
& Imperatriz-Fonseca 2006). Mas aun, se ha encontrado que diferencias minimas
a nivel celular tienen efectos en los polinizadores (Comba et al. 2000). Toda esta
informacion sugiere la presencia de fuertes mecanismos que controlan la
produccién y el desarrollo de las flores debido a su importancia frente a la visita
de polinizadores y al éxito reproductivo.

Sin embargo en este trabajo, a pesar de la estabilidad en el tamarfo de las
flores, la capacidad reproductiva se vidé disminuida y por lo tanto no permite

compensar completamente los efectos de las condiciones experimentales.
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4.2 INTEGRACION MODULAR

Las respuestas fenotipicas respecto a variaciones en el entorno componen la
suma de las respuestas de cada moédulo de la planta, sumado a los efectos
producidos por la comunicacion e integraciéon de los mismos (De Kroon et al.
2005). Consideramos que la respuesta que se presenta frente a las condiciones de
hacinamiento incluye los efectos inducidos en cada moédulo por separado, asi
como la interaccion entre ambos.

En este capitulo se ha considerado la correlacion entre los caracteres como
una medida de la integracion entre los diferentes moédulos analizados. La
correlacion entre caracteres fenotipicos puede reflejar procesos bioldgicos
importantes producto de una relaciobn genética, funcional, fisiolégica o de
desarrollo entre los caracteres (Murren, Pendleton, & Pigliucci 2002; Wagner
1995; Wagner & Schwenk 2000). Los andlisis entre el area foliar (parametro que
caracteriza al moédulo vegetativo) respecto al numero de flores producidas
(médulo reproductivo) sugieren que las condiciones del tratamiento inducen
cambios e interaccion entre ambos maddulos.

Los experimentos de reduccion del area foliar de forma artificial también
ponen en evidencia la posible interaccion entre los moddulos vegetativos y
reproductivos ya que provocan efectos comparables a los producidos por las
condiciones de competencia intraespecifica en los érganos florales y la produccién
de flores.

En resumen, se puede concluir que las condiciones del entorno provocan
cambios en el area foliar y en la calidad de la inflorescencia. Sin embargo, el
tamano floral parece ser practicamente independiente de estas variaciones. Los
resultados también demuestran que existen dos moddulos independientes que
regulan el tamarfio o la produccién de drganos laterales, dependiendo del estadio
vegetativo o reproductivo de la planta. A su vez, parece que bajo las condiciones
del tratamiento ambos moédulos integran las respuestas de tal forma que el
numero de flores producida se relaciona positivamente con la masa foliar
existente y probablemente sea esta uno de los responsables principales de los

cambios en el nUmero de flores.
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IV CARACTERIZACION CELULAR DEL
PETALO DE A. majus

Las flores de A. majus poseen cinco pétalos que estan unidos por la parte
basal para formar un tubo, en el dorso de la flor se forman dos I6bulos ubicados
en el labio superior y el labio inferior presenta tres I6bulos ventrales y un paladar
(Giemes J 2008). La complejidad de los pétalos de A. majus parece ser el
producto evolutivo de la polinizacion especializada mediada por insectos (Keck et
al. 2003; Thompson DM 1986). En mas del 80% de las angiospermas examinadas
las células de los pétalos presentan formas especializadas. El tubo posee células
planas, el I6bulo esta constituido por células conicas y planas mientras el paladar,
a diferencia de las otras regiones, desarrolla tricomas (Perez-Rodriguez et al.
2005). En los l6bulos las células con morfologia cénica poseen una cuticula gruesa
que presenta estrias. Su forma, se cree, est4d asociada con un mayor
aprovechamiento de la luz incidente, que sera menos reflejada que en el caso de
las células planas y dara a la superficie un aspecto mas brillante (Martin et al.
2002).

En este capitulo se plantean dos objetivos de utilidad meramente préctica
para los experimentos realizados en los trabajos posteriores. El primero es
identificar las regiones celulares de los pétalos idoneas para la comparacion de los
mutantes en estudio y el silvestre, en funcién de la morfologia y tamafo celular.
El segundo es determinar si existen diferencias en los niveles de ploidia entre las

distintas regiones de los pétalos.

1 DESARROLLO DEL MAPA CELULAR

Con el objetivo de describir el comportamiento a nivel de tamafio y niumero
de células en los oOrganos florales de los mutantes en estudio, fue necesario
desarrollar un protocolo de seleccidon de las regiones a analizar. En el caso de
estambres y estilos la morfologia celular a lo largo de todo el 6rgano es
homogénea, por lo tanto se tomaron las regiones centrales para ambos 6rganos
(Davies et al. 1996a).

Los pétalos presentan una mayor complejidad dado que las células varian a
lo largo de la superficie tanto en morfologia como en tamarfio. Para poder realizar
comparaciones de tamafio celular se procedié a analizar minuciosamente la
distribucién de formas y tamafos celulares a lo largo de la superficie del pétalo.

Para ello se seleccioné el 16bulo del pétalo considerando ambas caras, adaxial y
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abaxial. El I6bulo se dividié en 8 regiones no solapantes de aproximadamente 5 x
5 mm tomando como linea de partida el surco presente entre el tubo y uno de los
I6bulos del labio superior, como se muestra en la figura 15 A.

Las variaciones en morfologia celular se evaluaron por medio de microscopia
electrénica de barrido (SEM) y la distribucion de tamafios por cuantificacion del
area celular, a través de un programa de andlisis de iméagenes (Image-J) y
posterior analisis estadistico. Se consideraron las variaciones entre las diferentes
regiones y dentro de una misma region, para lo cual se consideraron dos
subregiones: central y periférica.

En la cara abaxial, en principio, se descart6 la region 2, dado que no se
observaba homogeneidad en el tamafio celular entre las dos subregiones
analizadas (tabla 16, en anexo de tablas). Las otras regiones analizadas aunque
presentan una distribucion homogénea en el tamafio celular, se observaron
diferencias en la morfologia dentro de una misma regién. Como se ve en la figura
15-B y C, existen mezclas de células planas, ovaladas y de contornos suaves, que
gradualmente cambian hasta alcanzar células con forma de pieza de puzzle.
(figura 15-B, C). Esto dificultaria la seleccion de una misma regién en los
diferentes mutantes a analizar.

En el mapa celular de la cara adaxial de los pétalos se observé una
distribucién clara en cuanto a morfologia celular y tamafio. Las regiones cercanas
al tubo (3, 6) contienen solo células planas de forma ovalada. Los tamafos
celulares son homogéneos entre las sub-regiones analizadas asi como entre

ambas regiones (figura 15-D, E, tabla 17, en anexo tablas).
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V) RESULTADOS, DISCUSION Y CONCLUSION
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Figura 15: Micrografias electréonicas del mapa celular del pétalo.

A) Detalle de las regiones seleccionadas para la realizacion del mapa celular del
pétalo dorsal. La figuras siguientes muestran imagenes de Microscopia Electronica de
Barrido de las diferentes regiones del pétalo: region 3 de la cara abaxial mostrando la
heterogeneidad morfoldgica presente en una misma region B) células planas; C) células con
forma de piezas de puzzle; diferentes regiones de la cara adaxial del pétalo D) region 3; E)
region 6, F) region 4; G) region 7; H) region 5; 1) regién 8.

Las regiones intermedias, 2, 4 y 7, no presentan homogeneidad en
morfologia sino que se observa un gradiente entre formas planas y conicas, y por
lo tanto se descartaron (figura 15-F, G). Las regiones cercanas a los bordes, 5y
8, estan compuestas por células conicas a lo largo de toda su superficie, debido a
la expresion del factor de transcripcion Mixta (Noda et al. 1994). El analisis de
distribucién de tamafios reveld la ausencia de variaciones tanto a nivel de las
subregiones como entre las dos regiones que las contiene (figura 15 H, I, Tabla 17
en anexo tablas).

En funcidon de los resultados de este analisis se seleccionaron las regiones
de células conicas (5 y 8) y las de células planas (3 y 6) de la cara adaxial del

pétalo para caracterizar el comportamiento celular de los mutantes en estudio.
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2 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE PLOIDIA

Las variaciones a causa del incremento en el tamafio celular pueden
deberse a diversas razones, entre ellas a un aumento en los niveles de ploidia por
el fendmeno de endoreduplicacién somatica.

Dado que no existe informacidon respecto a los niveles de ploidia por
endoploidia soméatica en los pétalos de A. majus, se realizd un analisis previo en
las células de los pétalos silvestres. Para ello se partié6 de las mismas regiones
descriptas en la seccion del mapa celular. Los extractos de nucleos de las células
de estas regiones fueron tefiidos y sometidos a citometria de flujo para
determinar los niveles de ploidia utilizando como pardmetros diploides los
extractos provenientes de hojas y brotes (figura 16)(Bennett, Bhandol, & Leitch
2000; Bennett & Leitch 1995; Dolezel et al. 1998). En todos los casos se realiz6 el
analisis por duplicado. Para evitar variaciones instrumentales las medidas se
tomaron tanto de forma independiente como conjunta, mezclando los extractos de
las regiones de los pétalos con los extractos controles de plantulas.

En los resultados se observé un Unico pico para todas las regiones, que
coincidié con el pico diploide de los nucleos provenientes de las plantulas. Esto
permitié descartar la posibilidad de endoreduplicacién en las células de los pétalos

de A. majus.
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Figura 16: Citometria de flujo de las regiones del mapa celular del pétalo.

Histograma del contenido relativo de ADN después del andlisis de nucleos celulares
extraidos de diferentes tejidos de las plantas silvestres 165E A) plantulas, B) region 1 del
pétalo, C) region 2 del pétalo, D) region 3 del pétalo, E) region 4 del pétalo, F) region 5 del
pétalo, G) regidon 6 del pétalo, H) region 7 del pétalo, 1) regidon 8 del pétalo. El eje de las
ordenadas muestra la intensidad de la sefial proporcional al nimero de nucleos y las
abscisas el contenido relativo de ADN nuclear. C se refiere al contenido haploide de ADN.
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v INFLUENCIA DE COMPACTA EN EL
TAMARNO FLORAL Y EN LA IDENTIDAD DE ORGANO

1 RESUMEN

En el presente capitulo se realiz6 una caracterizacion de los mutantes
compacta (co) y Grandiflora (Graf) de A. majus. Dichos genes alteran
principalmente la regulacion del tamafio de los 6rganos de la flor teniendo co un
efecto pleiotropico en el tamafio de los 6érganos vegetativos. Se obtuvieron dobles
mutantes Graf co y def”™ co. Se realizé un analisis fenotipico exhaustivo tanto del
tamano de los drganos como de las células de todos los 6rganos de la flor en los
mutantes simples y en el doble mutante def™ co. Se realiz6 un ensayo de
inhibicion de la expansién celular en flores del mutante simple y se analizaron los
niveles de expresion del gen DEF comparando el silvestre con los mutantes
simples def™ y co.

Los resultados obtenidos demuestran que el gen CO tiene un efecto
pleiotropico sobre la regulacion del tamafio de O6rganos vegetativos y
reproductivos segun los andlisis de los parametros estudiados. En las flores de los
mutantes co y Graf se producen cambios a nivel de expansion y division celular
dependiendo de la identidad y/o posicién del 6rgano. En el caso de los drganos
sexuales provocan cambios en la division celular. En pétalos, sin embargo,
producen variaciones a nivel de la expansion celular y el andlisis de los dobles
mutantes Graf co sugiere que ambos genes actian en una misma ruta en el
control del tamafio de estos o6rganos. El gen CO interviene, ademas, en la
determinacion de la identidad del pétalo influyendo a nivel de la morfologia
celular, de los niveles de pigmentos y de la expresion del gen DEF. Esta expresion
se encuentra reducida en co en un 20% respecto a silvestre lo que sugiere una
funcién de CO en el establecimiento o mantenimiento de la expresion de los genes
de funcién B. Los andlisis de los dobles mutantes def™ co sugieren que DEF y CO
actuan en la regulacion del tamafo de los 6rganos de la flor e identidad de los

pétalos por vias aparentemente paralelas.
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2 INTRODUCCION

Los dOrganos de las plantas completan su desarrollo cuando finaliza la
diferenciacion celular y alcanzan su tamafo final. En los primeros estadios de
desarrollo, el crecimiento se produce por division y expansion celular. En estadios
tardios, después de completarse el periodo de divisidn, el crecimiento es causado
exclusivamente por expansion celular (Anastasiou et al. 2007b). A partir de este
modelo propuesto para Arabidopsis, se observan diferencias en sistemas como
petunia, donde el desarrollo del pétalo ocurre por divisidon celular hasta estadios
avanzados (Reale et al. 2002) o Gerbera, donde parece existir un periodo de
transicion durante el cual no se produce ni division ni expansion celular (Laitinen

et al. 2007).

2.1 COORDINACION ENTRE EXPANSION Y DIVISION
CELULAR

Los cambios en aquellos genes que participan en la regulacion de la
division celular o en los procesos de expansidon celular pueden provocar
variaciones de tamario tanto a nivel de la parte aérea de la planta (ANT, ARGOS,
ER, etc.) (Hu et al. 2003; Krizek 1999a; Mizukami et al. 2000; Torii et al. 1996),
a nivel especifico de 6érgano ya sean hojas u 6rganos de la flor (AN, ROT, BPEp).
(Folkers et al. 2002; Kim et al. 2002; Kim et al. 1998b; Szecsi et al. 2006), y
hasta en regiones especificas de los d6rgano (CINCINNATA, DICHOTOMA,
DIVARICATA) (Galego & Almeida 2002; Luo et al. 1996; Luo et al. 1999; Nath et
al. 2003). La divisién y expansion celular se encuentran estrechamente asociados,
tanto que las células deben superar un volumen minimo para completar la division
(Mitchison, Novak, & Sveiczer 1997).

Como se menciona en la introduccidon general se han postulado varias
teorias respecto a la regulacion del tamafo final de los 6rganos y existen
evidencias que respaldan que divisibn y expansibn no son procesos
independientes (Beemster, Fiorani, & Inze 2003; Horiguchi et al. 2006; Nijhout
2003a; Nijhout 2003b; Tsukaya 2003). Estudios recientes realizados en los
mutantes fugu 1-5 de Arabidopsis demuestran una relacién entre proliferacion y
expansion celular. La mutacién causa una disminucion de la actividad mitética que
conduce a un incremento en la expansion celular post-mitética en forma especifica
de la identidad del 6érgano e independiente de los niveles de ploidia (Ferjani et al.

2007; Gorou et al. 2006).

82



22 CAMBIOS EN DIVISION Y EXPANSION CELULAR
DEPENDIENTES DE LA IDENTIDAD DEL ORGANO

Existe una amplia bibliografia que pone en evidencia la disparidad de las
respuestas de los diferentes 6rganos de las plantas frente a interrupciones o
modificaciones del ciclo celular o a cambios en la expansiéon celular. La expresion
de un gen mutante CDC2 en tabaco, como se mencioné en la introduccion,
provoca disminuciéon en el niumero de células tanto en hojas como en flores. Sin
embargo se observa una disminucion en el tamafio de los drganos vegetativos
con células mas largas, mientras que los 6rganos reproductivos son mas
pequefios, disminuyen el ndmero de células manteniendo el tamarfio celular,
demostrando un mayor acoplamiento de ambos procesos en flores respecto a
hojas (Hemerly et al. 1995). Este efecto puede deberse a que el mantenimiento
de las proporciones florales es esencial en plantas con polinizacion especializada.
Para asegurar la polinizacién, ya sea por autopolinizacibn o para permitir la
dispersion del polen, es necesario que los 6rganos sexuales mantengan las
proporciones (Galliot, Stuurman, & Kuhlemeier 2006; Thompson 2001).

De forma similar, se observa en Arabidopsis donde la expresion ectépica de
ANT produce un aumento en el tamarfo de los 6érganos debido a un mayor nidmero
de células en sépalos, mientras en pétalos, estambres y carpelos la variacion no
se atribuye solo a la division celular sino que las células presentan ademas mayor
expansion (Krizek 1999a). En tomate el gen OVATE reprime el crecimiento en las
frutas. Un aumento en el numero de copias de dicho gen conduce a una
disminucién en el crecimiento del todos los 6rganos laterales incluyendo hojas y
flores. Sin embargo el efecto en sépalos y estambres es mas acentuado que el
producido en pétalos y carpelos (Liu et al. 2002).

Estos datos sugieren una respuesta de crecimiento diferencial para cada
o6rgano floral segun su identidad que permite mantener las proporciones florales
apropiadas.

Ademéas de los estudios con mutantes se han realizado andlisis con
tratamientos exdgenos que provocan la detencion del crecimiento afectando la
expansion celular. Por ejemplo la citocalasina D y la latrunculina depolimerizan los
filamentos de actina que poseen funciones esenciales en el crecimiento de la
pared celular. Los tratamientos provocan fenotipos enanos en Arabidopsis, sin
interrupcién del desarrollo (Baluska et al. 2001; Bannigan et al. 2005; Smith &

Oppenheimer 2005). y son activos también en A. majus (Friedman et al. 2003).
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2.3 MUTANTES EN GENES DE IDENTIDAD DE CLASE B

En el presente capitulo se utilizan alelos hipomoérficos de def, para analizar
el efecto del gen CO, por lo que resulta relevante una descripcion detallada de su
funcién y expresion.

Existen varios morfoalelos mutantes del gen silvestre DEF A con efectos
graduales en cuanto al caracter homedético de la mutacién. Dichos mutantes
presentan defectos en los verticilos 2 y 3, de tal forma que sus pétalos poseen
caracteristicas sepaloides hasta producir, en el alelo mas fuerte def?, pétalos
indistinguibles de los sépalos. Los estambres son feminizados, desarrollan 6vulos
en la cara ventral de las anteras pero producen sacos de polen practicamente
normales. En el caso del alelo def™, la deformacién es mas acentuada; se
producen filamentos mas anchos con la superficie dorsal cubierta de tricomas y
con sacos de polen deformados que, en algunos casos, contienen unos pocos
6vulos. El alelo nulo def" es mas drastico y por lo tanto los filamentos de los
estambres estan fusionados constituyendo un gineceo central cubierto por
tricomas (Schwarz-Sommer et al. 1992; Trobner et al. 1992).

Los niveles de expresion de DEF varian entre los mutantes en los diferentes
alelos y respecto a silvestre. Se presenta una disminucion leve de los niveles de

DEF en def™, decreciendo de forma mas pronunciada en def™°

y estando
practicamente ausente en def®". La transcripcion del gen def™ esta aparentemente
autorregulada por la proteina DEF A, sin embargo no se descarta la posibilidad de
que proteinas haya proteinas adicionales. Ademas del control transcripcional, esta
proteina cuya accion esta mediada por la formacion de complejos ternarios con
GLO y SQUA, sufre modificaciones post-traduccionales (Egea-Cortines, Saedler, &
Sommer 1999; Schwarz-Sommer et al. 1992; Sommer et al. 1990; Sommer et al.
1991; Zachgo et al. 1995).

Todos estos datos revelan que los procesos de diferenciacion y de
crecimiento (expansion y division celular) estan intimamente ligados y sujetos a
una regulacion minuciosa especifica, segun los diferentes estadios de desarrollo,
o6rganos y regiones dentro de los mismos.

Los objetivos que se plantean en este capitulo son: caracterizar los
mutantes co y Graf en cuanto al tamafio de los Organos vegetativos y
reproductivos. Estudiar la implicancia de los genes CO y GRAF en las rutas que
controlan el tamario floral. Dado que el mutante co provoca diferentes respuestas
en los distintos 6rganos de la flor se determinara si la acciéon de CO es especifica

de 6rgano o de verticilo.
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3 RESULTADOS

3.1 DESCRIPCION FENOTIPICA Y CELULAR DE LOS
MUTANTES SIMPLES GRAF Y CO

Los andlisis de caracterizacion fenotipica en los mutantes se realizaron
sobre poblaciones F, segregantes, provenientes de los cruces parentales del
mutante original (Gatersleben) en el fondo genético Sippe50 y la planta silvestre

165E (Sommer et al. 1985).

3.1.1 Caracterizacion morfoldégica del mutante co

El mutante co es recesivo segun lo descrito previamente por Stubbe
(1966) y lo observado en los andlisis de segregacion de poblaciones F, realizadas
en estos trabajos. En una poblacién de 192 plantas se observaron 42 plantas de
fenotipo co y 150 silvestres, que seglin la prueba de c¢® no presenta desviaciones
estadisticamente significativas respecto a la segregacion esperada 3:1 (p>0,3).

El mutante co es pleiotrépico, produce una reduccion significativa en la
mayor parte de los parametros analizados afectando tanto el cuerpo vegetativo
como los 6rganos reproductivos. Los tres primeros entrenudos disminuyen entre
un 30-45%, las hojas son mas cortas y mas estrechas y el nUmero de hojas no
varia respecto al silvestre (tabla 5).

Las flores de co son mas pequefias que las silvestres mostrando cambios
en las proporciones florales (figura 17-A a C). Los o6rganos de la flor se ven
reducidos a excepcidon de los estambres que mantienen su tamafio respecto al
silvestre y por lo tanto sobresalen por encima del perianto. Esta particularidad no
alcanza a impedir la polinizacién y permite distinguir facilmente a los mutantes de
los silvestres. Los sépalos de co son mas cortos y el pétalo dorsal practicamente
no presenta expansion, con un I6bulo entre un 30-45% mas estrecho y menos
elongado. El pétalo ventral posee también menor expansion y el tubo y el gineceo
muestran menor elongacién (figura 17-A, B y C; tabla 6). En ningln caso se
observaron defectos respecto a la identidad de los 6rganos y a la morfologia

celular.
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Figura 17: Fotografias de los mutantes simples co y Graf.

Se muestran las flores silvestres a la izquierda y las mutantes a la derecha. Mutante
simple co A) vista lateral, B) vista dorsal, C) corte transversal; Mutante simple Graf D) vista
lateral, E) vista dorsal, F) corte transversal.

3.1.2 Descripcion celular del mutante co

Los o6rganos sexuales de los mutantes co presentan comportamientos
celulares diferentes entre si. Los estambres poseen células mas pequeias
respecto a silvestre, mientras los estilos mantienen el tamario celular (figura 18-A
a D; tabla 7). En referencia a los cambios en los tamafios de los 6rganos se
deduce que la proliferacion celular se ve afectada en ambos Organos
provocandose un aumento en el nimero de células en los estambres, mientras
que los estilos lo disminuyen.

Las células de los pétalos presentan menor expansion que las de las plantas
silvestres. Asi tanto las células cénicas como las planas de la regidon 6 reducen sus
areas en un 43% y un 33% respectivamente. Sin embargo, las células planas de
la region 3 no presentan diferencias respecto al silvestre (figura 18-E a H; tabla
7). Dado que el cambio en las proporciones celulares es comparable a las
variaciones en el tamafio de los 6rganos se puede atribuir el menor tamafo del
6rgano a la disminucidon del tamafo celular pero no se puede descartar una

posible variacion a nivel del nUmero de células.
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NV RESULTADOS, DISCUSION Y CONCLUSION

Figura 18: Micrografias electréonicas de barrido de células de los 6rganos
florales de los mutantes Graf y co comparados con los silvestres.

Células de los 6rganos florales del silvestre (izquierda) y el mutante co (derecha) A,
B) estambres, C, D) estilos, E, F) células cbnicas de los pétalos dorsales, G, H) células
planas de los pétalos dorsales. Células de los 6rganos florales del mutante Graf (derecha) y
el silvestre (izquierda) I, J) estambres, K, L) estilos, M, N) células cénicas de los pétalos
dorsales, O, P) células planas de los pétalos dorsales. Las barras en el margen inferior
derecho de cada imagen equivalen a 100nm.

En resumen se observa que co produce un efecto pleiotrépico reduciendo
el tamarfo de todos los 6rganos laterales de la planta. Ademas de las diferencias a
nivel de o6rganos se observan distintos comportamientos celulares entre las
regiones de los pétalos afectando la expansién celular en los pétalos y

principalmente la divisiéon celular en los érganos sexuales.
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Tabla 7: Comparacion de areas celulares entre el silvestre y los mutantes co

y Graf

Estambres Estilos Pétalo conicas | Pétalo planas
co™? 2948,4+103,9 | 2123,1+85,1 | 756,9+29,0 |1609,66+52,19
silvestre | 3568,1+76,4 | 2221,9+70,5| 1346,5+43,3 | 2101,24+55,83
% -17,4%%* -4.4 -43,8*** -23,4%**
Graf"? | 2265,7+475,9 | 1763+67,6 | 881,4+28,0 | 1961,7+56,5
silvestre | 2061,8+76,5 | 1775,9483,1 | 694,5+24,2 1476,4+57,0
% 9,9 -0,7* 26,9*** 32,8***

! Ntimero total de mediciones = 50

%Valores promedio (mm?) + Error tipico

% comparacion tomando como referencia al silvestre
* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001

3.1.3 Caracterizacion morfoldgica del mutante Graf

Los mutantes Graf se diferencian facilmente de los silvestres en una
poblacién segregante F, por poseer flores de mayor tamafno (figura 17-D a F). En
una poblacién de 25 plantas (21 Graf y 4 silvestres) la prueba de c? indicé que la
segregacion observada no se desvia significativamente (p>0.1) de los valores
esperados para una segregacion 3:1 (Graf:silvestre) de un alelo dominante. Este
analisis de segregacion coincide con el descrito por Stubbe, (1966).

El cuerpo vegetativo de estos mutantes practicamente no presenta
diferencias respecto a silvestre. Solo mostraron variaciones significativas la
elongacion del primer entrenudo y la longitud de la segunda y tercera hoja (tabla
5). Los de la flor mostraron diferencias

pardmetros sin  embargo si

estadisticamente significativas en casi todos los parametros evaluados, con
aumentos de entre el 6% y el 30% respecto del silvestre (figura 17-D a F; tabla
6). Se podria decir que el mutante Graf produce un incremento en el tamafio de

los 6rganos de la planta que es practicamente exclusivo de la flor.

3.1.4 Descripcion celular del mutante Graf

Se ha estudiado el efecto de Graf en la division y la expansion celular
comparado con los individuos de fenotipo silvestre dentro de la misma poblaciéon
F,. Los andlisis estadisticos realizados sobre los 6rganos sexuales no evidencian
diferencias significativas de tamafio celular, de lo que se deduce que el
incremento en el tamafo de los 6rganos se debe exclusivamente a un incremento

en el nimero de células (figura 18-1 a L, tabla 7). En cuanto a los pétalos, el area
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de las células planas y cOnicas de Graf es de entre un 25% y un 35% mas grande
que en silvestre, sugiriendo que el incremento en el tamafio observado en los
pétalos se debe al menos en parte, al incremento en el tamafio celular (figura 18-
M a P, tabla 7).

Las variaciones a nivel del tamafio celular en pétalos pueden deberse,
entre otras razones, a cambios en los niveles de ploidia por el fenémeno de
endorreduplicacién. Las caracterizaciones previas descritas en el capitulo de la
seccion IV (Caracterizacion celular del pétalo de A. majus), demuestran que las
células de los pétalos no presentaron diferencias en los niveles de ploidia entre las
distintas regiones. Se analizaron los niveles de ploidia en diferentes regiones del
pétalo dorsal del mutante Graf siguiendo el procedimiento descrito previamente.
La comparacion de los niveles de ploidia entre silvestre y mutante de nucleos de
células provenientes de las distintas regiones de los pétalos (8, 3 y 6) no
evidencié diferencias entre si ni respecto al control de hojas silvestres. Estos
resultados indican que el incremento en la expansion celular observado en el

mutante Graf no se debe a aumentos en los niveles de ploidia (figura 19).
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Figura 19: Citometria de flujo de células de los pétalos del mutante Graf.

Histograma del contenido relativo de ADN después del analisis de nucleos, tefiidos
con loduro de propidio, aislados desde las diferentes regiones del los pétalos de Graf
comparados con los nucleos de hojas silvestres A) hojas silvestres, B) region 8 del pétalo,
C) region 3 del pétalo y D) regidon 6 del pétalo dorsal del mutante simple Graf. El eje de las
ordenadas muestra la intensidad de la sefial proporcional al nimero de nucleos y las
abscisas el contenido relativo de ADN nuclear (FL2-A). 2C indica los nucleos con contenido
diploide de ADN.

3.1.5 Interaccidén entre los genes Graf y co

Los mutantes Graf y co muestran fenotipos conceptualmente opuestos. Graf
exhibe un incremento en el tamafo de los 6rganos florales asi como en el de las
células de los pétalos, co sin embargo posee 6rganos mas pequefios y el area

celular de los pétalos disminuye de forma significativa.
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En los 6rganos sexuales ambos mutantes provocan variacion en el niumero
de células. Paralelamente, en el caso de los estilos, también se observan fenotipos
opuestos en ambos mutantes. Mientras en Graf se produce un aumento en el
numero de células, en co hay una reduccidn. En contraste los estambres de
ambos mutantes presentan un incremento en el nimero de células. Los resultados
sugieren que estos genes estan relacionados con la regulacidon de la expansion
celular en los pétalos, y con la division celular en los érganos sexuales.

Con el propdsito de dilucidar si ambos genes participan en una misma via
de regulacion se procedié a obtener dobles mutantes entre co y Graf. Para ello se
partié de una poblacién F, proveniente del cruce entre los parentales co en fondo
genético Sippe50 y el mutante Graf proveniente de una F; en fondo genético
165E. En la poblacién segregante de 21 plantas totales se obtuvieron 13 plantas
con fenotipo Graf, 4 de fenotipo silvestre, 1 de fenotipo compacta y 3 de fenotipo

nuevo, putativo doble mutante.

Figura 20: Fotografias de los dobles mutantes Graf co.

De izquierda a derecha: flores silvestres, mutante simple Graf, mutante simple co y
doble mutante Graf co: A) vista lateral, B) vista dorsal; C) vista frontal del silvestre
(izquierda) y el doble mutante Graf co (derecha).

Las pruebas de c¢® no indican diferencias significativas (p>0.95) respecto a
los valores esperados para una segregacion normal. Estos dobles mutantes fueron
identificados dado que presentan un perianto silvestre, sin embargo, los
estambres sobresalen por encima de los pétalos al igual que co (figura 20). Este
resultado evidencia que se produce un rescate del fenotipo de la expansion del
pétalo aunque los estambres y el tubo mantuvieron las proporciones
practicamente como en co. De estos resultados podemos concluir que Graf es
epistatico para co en cuanto al tamafio de los pétalos. En relacién con los otros
organos seria necesario un analisis mas detallado de los parametros para

determinar la posible relacién entre ambos genes.
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3.2 FUNCION DE CO ANTE EL CAMBIO DE IDENTIDAD DE
ORGANO

El analisis de los dobles mutantes entre CO y el gen de identidad DEF en
esta seccion permitido analizar dos aspectos, uno relacionado con la especificidad
de la accion de CO respecto a identidad o ubicacion de los 6rganos, el otro con la
participacion de ambos genes en la regulacion del tamafio de los érganos.

El andlisis del mutante co sugiere que el efecto de este gen varia
dependiendo de los 6rganos analizados. Para determinar si la especificidad del gen
depende de la identidad del 6rgano o de su posiciéon, se realiz6 un doble mutante
con un gen de identidad de 6rgano de clase B, el morfoalelo nicotianoides del gen
DEFICIENS (def™) (Schwarz-Sommer et al. 1992). Este mutante afecta la
identidad del segundo y tercer verticilo de la flor y ademas reduce
significativamente el tamafio de los 6rganos florales. El gen mutado presenta un
cambio puntual en el dominio de unién a ADN que no provoca una pérdida total de
funcion y la expresion de DEF se reduce (Schwarz-Sommer et al. 1992). Dado que
DEF no solo produce cambios de identidad en los 6rganos florales sino que
ademas provoca variaciones en el tamafio de los érganos, los dobles mutantes
permitiran analizar la relacién, si existe, entre los genes CO y DEF respecto a al
regulacion del tamario.

El doble mutante co def™ fue obtenido a partir de la autopolinizacién de
una planta co, heterocigota para def™, proveniente de una poblacién F, de un
cruce co x def™. Las plantas obtenidas, 252, (de las cuales 54 presentaron el
fenotipo del doble mutante y 198 el de co) segregaron en una proporcion 3:1 (co:
co def™) y las pruebas de %2 indicaron que no hay diferencias significativas entre
la segregacion observada y la esperada para una segregacion al azar (p> 0.1)
(figura 21).
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Figura 21: Fotografias de los dobles mutantes def™® co.

De izquierda a derecha se muestran: flor silvestre, mutante simple co, mutante
simple def™, y doble mutante def™ co. A) Vista Lateral, B) Vista frontal, C) Vista dorsales y
D) Corte transversal.

3.2.1Analisis de tamaifo de 6rganos y células

Los parametros florales fueron analizados comparando el fenotipo del
doble mutante co def™ con el mutante simple def™ y el efecto producido por el
mutante simple co frente a silvestre (Tabla 8). Los analisis morfologicos del
mutante def™ realizados por Schwartz-Sommer et al. (1992) demostraron que los
pétalos presentan cambios de identidad con caracteristicas sepaloides, mientras
los estambres son carpeloides. Ademas los mutantes def presentaron flores mas
pequefias, el morfoalelo def™ provocé una reduccién mayor respecto a los otros

morfoalelos en el tamarfio de los pétalos.

i. Sépalos
En el doble mutante el efecto de co se vié influenciado por la mutaciéon
def™, se observa un incremento en el tamafio de los sépalos respecto al mutante
simple def™. Sin embargo, los mutantes simples co reducen el tamafio de estos

6rganos comparados silvestre (Tabla 8).
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ii. Segundo verticilo pétalos-sepaloides

A simple vista puede observarse una reduccion en el I6bulo del perianto
(figura 21). En la mayoria de los parametros analizados en los pétalos la
reduccion de tamarfio causada por co en el doble mutante fue sinérgica respecto a
la del mutante simple co. Es decir, que la reduccion de los parametros de los
pétalos causada por co es mucho mas pronunciada en presencia de la mutacion
def™ (Tabla 8). Esto sugiere que ambos genes pueden participar en un mismo

proceso en la regulacion del tamafio de estos 6érganos pero en vias paralelas.
Consideramos que el analisis de los 6rganos que presentan cambios de
identidad en el doble mutante (segundo y tercer verticilo) nos permiten definir la
especificidad del gen CO respecto a identidad o ubicacion de los drganos. Por otro
lado, el 6rgano que realmente darad esa informacion serd el que cumpla los
siguientes requisitos: En primer lugar que sea afectado por la mutaciéon simple co;
en segundo lugar que cambie de verticilo en el doble mutante; por ultimo, que el
efecto de la mutacion en este verticilo sea diferente a la provocada en el verticilo
normal. Estas condiciones se cumplen para el tercer verticilo del doble mutante.
En este se encuentra errbneamente un 6rgano carpeloide normalmente ubicado

en el cuarto verticilo siendo el efecto de co diferente en los verticilos tres y cuatro.

iii. Tercer verticilo-estambres carpeloides

El efecto de co en el tamafio del 6érgano carpeloide del tercer verticilo del
doble mutante fue el mismo que en el carpelo del mutante simple co (tabla 8).
Esto significa que el efecto de co en los carpelos es independiente del verticilo en
que se encuentren y por lo tanto es especifico de la identidad de 6rgano (tabla 8).

Sin embargo, de los analisis del tamafio celular no se desprende la misma
conclusién. El efecto de co en el doble mutante fue el de reducir el area celular en
los drganos carpeloides del tercer verticilo, el mismo efecto observado en los
estambres del mutante simple co (tabla 9, figura 22-A, B). Por esta razoén, el
cambio de identidad no parecié tener influencias en el efecto a nivel celular

causado por la mutacion co.
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CONTROL GENETICO DEL TAMANO FLORAL EN A. majus

WD EHOmmt 510 0K VIS 0o G 0tm

WD, 5.0mm 500KV 30/ 200 Gt

WD /5 0mm SH0 0 kv %250 S WD, 5. 0mm| 5 00kvVEx250F  200um

WD 5.0mm S5"00kV x400 100um s WD 5! Omm 15 M0 0K VA3 50/ L0 0]

Figura 22: Micrografias electréonicas de células de los 6rganos de la flor de
def y def" co

Células de los mutantes def™ (izquierda), y def™ co (derecha) de A, B) tercer
verticilo; C, D) gineceo; E, F) regioén 6 del pétalo dorsal, G, H) regién 5 del pétalo dorsal.
Las barras en el margen inferior derecho equivalen a 100mm.
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iv. Gineceo
El mutante simple co reduce alrededor de un 10%, el tamafio de estos
6rganos respecto a silvestre, el doble mutante también presenta reducciones
similares, por lo que la mutacibn co no parece verse afectada por el fondo
genético de def™ (tabla 8). El analisis del area celular revel6 que la mutacién def™
provoca cambios en los efectos de la mutacion simple co. Los estilos en el doble
mutante def™ co incrementan el area celular sin embargo, no se observaron

variaciones en el mutante simple co (tabla 9, figura 22-C, D).

3.2.2 Andlisis de identidad de 6érganos

El analisis del mutante simple co sélo reveldé cambios en las proporciones
florales, pero la identidad de los 6érganos no se vié afectada. Sin embargo, en el
caso de los pétalos del doble mutante, se observé mayor pérdida de identidad que
la producida por el mutante simple def™. Estos érganos mostraron un fenotipo
sinérgico respecto a def™, con mayor identidad sepaloide por presentar un color
verdoso semejante a los sépalos y ausencia absoluta de otros pigmentos (figura

21).

En cuanto a la morfologia celular def™ presenta en el segundo verticilo
células similares a las piezas de puzzle tipicas de los sépalos. Sin embargo, se
observa, al igual que en pétalos normales, un gradiente dorso-ventral de células
ovaladas y planas que gradualmente aumentan su volumen hasta formar células
cOnicas aunque estas son menos pronunciadas que las silvestres. En el caso del
doble mutante la pérdida de identidad fue ain mas acentuada (figura 22-E a H).
No se encontraron células conicas a lo largo de toda la expansion del I6bulo del
pétalo. La morfologia de las células conicas esta relacionada con la expresion de el
gen MIXTA y por lo tanto co podria provocar cambios en la expresién de estos
genes (Martin et al. 2002; Noda et al. 1994).

En el caso de los 6rganos sexuales la mutacion co no afectd la identidad,
puesto que no se observaron diferencias a nivel de identidad entre el doble
mutante y el mutante simple def™. Tanto def™ como def™ co causaron el mismo
efecto en la identidad celular del filamento del estambre con células rectangulares

similares a las del carpelo.
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Resumiendo destacamos que co participa en la regulacion del tamario de los
o6rganos de la flor sépalos, pétalos, estambres y gineceo, causando cambios
principalmente a nivel de la expansiéon celular (pétalos y estambres) y division
celular (estambres y estilos). Los analisis del doble mutante permiten deducir que
su funcién en cuanto al control del tamafo de gineceo es especifica de identidad.
Sin embargo, los cambios observados a nivel de expansion y division celular no
presentaron un patrén especifico. Se observé ademéas un efecto sinérgico de
compacta en la identidad y tamafio del pétalo respecto al fenotipo de def lo que
sugiere que ambos genes pueden afectar la identidad y el tamafo por rutas
paralelas. El analisis del tamafio de los sépalos y gineceos sugiere una posible
interaccion entre ambos genes en cuanto a la regulaciéon del tamafio de los

érganos.

3.3 EFECTO FENOTIPICO Y MOLECULAR DE LA INHIBICION
DE LA EXPANSION CELULAR EN PETALOS

Aunque es bien conocido que los genes de identidad de 6rgano son los
principales responsables de la morfologia final de los 6rganos, no esta claro, al
menos en el caso de las plantas, que haya genes blancos que sean los
responsables de la modulacion del tamafo y forma. Tomando como paradigma la
maduracion del tomate, en la que diversos programas genéticos discretos y
paralelos se activan como consecuencia de la sefial de etileno (Giovannoni 2004),
se planted la pregunta de cuantos programas genéticos existen que dan lugar a la
organogénesis y que relaciones existen entre ellos. En este contexto, tanto
division celular como expansion se consideran programas subrogados a la
identidad del 6rgano. Pero experimentos en células animales han demostrado una
relacion de control mutuo entre la transcripcion de genes MADS y la dinamica de
actinas proceso relacionado con expansion y division celular (Posern, Sotiropoulos,
& Treisman 2002; Sotiropoulos et al. 1999).

Como se deduce de los resultados descritos previamente, el gen CO afecta
la expansion celular y la identidad del pétalo. Estas funciones podrian ejercerse
por vias independientes o por una misma via.

Por lo tanto se propuso analizar el efecto de la inhibicién de la expansion
celular, por tratamientos bioquimicos con citocalasina D, sobre la identidad. Este
compuesto interrumpe la polimerizacién de los filamentos de actina y su efecto es
reversible. Dado que los Unicos 6rganos afectados por co, tanto en area celular
como en tamarnio total e identidad, fueron los pétalos, se analizé el efecto en estos
érganos.

Los tratamientos se realizaron diez veces consecutivas desde las

inflorescencias emergentes. En cuanto a la morfologia no se observaron cambios
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de identidad en los pétalos, pero si una reduccién en el tamafio de los érganos
(Figura 23-A y B). El pétalo dorsal es méas corto y mas estrecho en un 14% y un
24% respectivamente, también el pétalo ventral es méas angosto en casi un 40%
respecto del control. Sin embargo se observé un incremento significativo en el
ancho del tubo de un 34% respecto al control. Los otros parametros florales no

cambiaron respecto al control (tabla 10).

Figura 23: Efectos del tratamiento de inhibicion de la expansion celular.

Fotos de flores silvestres control (izquierda) y tratadas con citocalasina D (CD)
(derecha) A) vista lateral, B) vista superior; C) Esquema de las regiones celulares
analizadas: 6, indica la region de células planas del I6bulo del pétalo y T la region de células
del tubo del perianto. Fotografias de microscopia 6ptica de las células de la region 6 del
pétalo en D) flores silvestres control, E) flores tratadas con CD; region T del tubo del
perianto en F) flores silvestre control; G) flores tratadas con CD. Todas las imagenes de
miscroscopia fueron observadas al mismo aumento (200X), la barra inferior es equivalente
a 100 nm
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Para confirmar el funcionamiento del tratamiento se analizé el area celular
en la superficie de los pétalos seleccionando la regién 6 de células planas del
pétalo dorsal, segun lo descrito en el capitulo anterior, y en una regién del tubo
(figura 23-C), observandose una disminucion significativa de un 50%
aproximadamente como se muestra en la figura 23-D, E y la tabla 11.

Los resultados indican que la inhibicion de la expansion celular de forma
exégena no produce cambios visibles en la identidad de los pétalos, provocando la
disminuciéon en el tamafio de los 6rganos. Estos experimentos sugieren que la
identidad de los pétalos es independiente de las variaciones en la expansién

celular.
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3.4 ANALISIS DE LA EXPRESION DEL GEN DE IDENTIDAD
DEF"¢

Dado que el andlisis fenotipico sugiere que tanto DEF como CO
participan en la regulacion del tamafio y en la identidad de los 6rganos florales,
se realizaron andlisis de los niveles de transcripcion de DEF con el propédsito de
indagar en la posible interaccion entre las vias que regulan ambos genes.

Por medio de PCR en tiempo real se ha cuantificado la expresién del gen
DEF en inflorescencias en el estadio 12 de desarrollo (Vincent et al. 2004). Los
ensayos se realizaron en diferentes fondos genéticos: en silvestre, mutante

simple co y diferentes morfoalelos de DEF: def™, def""

y el heterocigoto para
ambos alelos def™“"° tomando como referencia al gen RAN3 (Bey et al. 2004;
Gandikota et al. 2007; Hackbusch et al. 2005). Se observé una reduccion
significativa de la expresion de DEF en el mutante co con un factor de expresion
de 0,18 respecto al silvestre. El alelo def™ causé una reducciébn mas
pronunciada con un factor de expresién de 0,09, el alelo def“"® fue alin mas
drastico con un factor de expresiéon de 0,05. El mayor efecto reductor se

fchlo

observé en el doble heterocigoto para ambos alelos def™ y de con un factor

de expresion igual a 0,03 (figura 24).

ANALISIS CUANTITATIVO DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE DEF

Factor de Expresion
=
1
[

b
0 e o

silvestre co def nic def chlor  def nic/chlor

Fondo Genético

Figura 24: Niveles de expresion de DEF.

Gréficos correspondientes a los factores de expresion de DEF, respecto al control
utilizando el gen de referencia RAN3 en inflorescencias de plantas silvestres, plantas
silvestres tratadas con CD, mutantes simples co, def™, def"™ y def"™"° (Las letras
diferentes indican un cambio de expresion significativo).

Estos resultados coinciden con los andlisis realizados previamente
mediante Northern (Schwarz-Sommer et al. 1992).

El analisis de estos resultados y de los doble mutantes def™ co sugiere
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que el gen compacta interviene en la identidad de los pétalos por una via
paralela a la de DEF. Sin embargo, parecen interactuar dada la variacion en los
niveles de transcripcién de DEF presente en el mutante simple co. La mutacién
simple co no exhibe cambios de identidad, aunque los niveles de transcripcion
de DEF disminuyeron de forma significativa. Probablemente esta disminucion no
fue suficiente para provocar cambios fenotipicos dado que se requiere superar

un umbral minimo de reduccién (Zachgo et al. 1995)

4 DISCUSION Y CONCLUSION

4.1 ACCION DE GRAF Y CO EN EL TAMANO DE LOS
ORGANOS DE LAS PLANTAS

Los analisis del cuerpo vegetativo y reproductivo de los mutantes Graf y
co muestran que ambos genes participan en la regulaciéon del tamafio de los
6rganos florales afectando de forma variable la division y la expansion celular,
dependiendo del érgano y/o verticilo. El efecto de co es pleiotrépico y afecta a
todos los 6rganos laterales analizados. Graf no parece ser pleiotrépico, dado
que en los parametros vegetativos solo produce variaciones puntuales.

El andlisis de segregacion de ambos mutantes confirma que la
mutacion Graf es dominante y co es recesiva. El gen CO seria un inductor del
crecimiento y GRAF, al ser dominante, puede ser de pérdida o ganancia de
funcién y por lo tanto promotor o represor del crecimiento. Ambos genes son
modificadores de la expansién celular en los pétalos. En el caso de Graf se ha
confirmado que el aumento en la expansion celular observado en los mutantes
no es el resultado de incremento en los niveles de ploidia. Aunque los aumentos
en los niveles de ploidia pueden provocar incrementos en el tamafio celular, no
necesariamente las células con mayor expansién son poliploides (Castellano et
al. 2001; Melaragno et al. 1993). El incremento en el tamafio celular puede ser
causado por diversas razones incluyendo aumento del volumen vacuolar
(Kondorosi et al. 2000), modificacion en genes relacionados con la biosintesis
de la pared celular, como es el caso de la expansina (Fleming et al. 1997; Lee &
Kende 2001; Link & Cosgrove 1998) y defectos en la biosintesis y/o percepcion
de hormonas como giberelinas (Cheng et al. 2004), brasinosteroides (Azpiroz et
al. 1998), etc.

El doble mutante entre ambos genes presenta un fenotipo similar al
silvestre, con excepciéon de los estambres que sobresalen por encima del
perianto al igual que en el mutante simple co. El rescate del fenotipo de la

expansion del pétalo se puede interpretar como una epistasis de Graf sobre co
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y, por lo tanto, indica que ambos genes participan en una misma via en el
control del tamafio de estos 6rganos. Dado que el mutante Graf es dominante,
el gen CO podria ser tanto regulador positivo como negativo de Graf,
dependiendo de la funcion de éste ultimo.

Para comprender la posible interaccion entre ambos genes en los

o6rganos sexuales seria necesario un analisis mas detallado de los parametros.

4.2 ¢CO ESPECIFICO DE IDENTIDAD O VERTICILO?

Para determinar si la accion de CO es especifica de la identidad de
o6rgano se analizé el fenotipo de los estambres en el doble mutante. En el
mutante simple def, los estambres sufren una pérdida de identidad adquiriendo
caracteristicas carpeloides. La mutacién co tiene efectos diferentes en
estambres y gineceo, tanto a nivel de tamafio de 6rgano como celular.

Los o6rganos carpeloides en el tercer verticilo del doble mutante
disminuyen su tamafio de la misma manera que los carpelos con ubicacion
correcta. Esto sugiere que la mutacién co afecta al 6rgano independientemente
de su ubicacion, y por lo tanto responde a la identidad del mismo. Sin embargo,
cuando se analiza el comportamiento celular, los 6rganos carpeloides no
responden a la identidad sino a la ubicacidon presentando una menor expansion
celular comparable a la producida en los estambres del mutante simple co. Por
lo tanto, para poder deducir la especificidad de este gen, se requiere tener

mayor conocimiento de la forma de accién del gen co.

43 CO Y DEF CONTROLAN EL TAMANO DE LOS PETALOS
POR VIAS PARALELAS

Como se ha mencionado anteriormente los mutantes def™ no sélo
presentan cambios en la identidad de los 6rganos florales sino que afectan el
tamaiio floral, produciendo flores méas pequefias (Schwarz-Sommer et al. 1992).

Los andlisis fenotipicos y celulares de gineceo y sépalos muestran que el
efecto de co se ve afectado por la presencia de la mutacién def™. En cuanto a
los pétalos, se observé un efecto sinérgico en el doble mutante de reducciéon en
el tamafo de los 6rganos. Estos resultados por lo tanto indican que DEF y CO
podrian participar en rutas paralelas en la regulacion del tamafio de los pétalos.

Sin embargo, los analisis de cuantificacién de los niveles de expresion de
DEF muestran una regulacion negativa del gen DEF en meristemos florales
jovenes de los mutantes co lo que sugiere que ambas vias, aunque paralelas,
estan relacionadas.

Existen evidencias de genes que afectan tanto la expresion de los genes
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de identidad de 6rganos florales como la de genes involucrados en la regulacién
de la expansion, polaridad e identidad de los 6rganos. Por ejemplo el gen UFO
regula la expresion de los genes de clase B y C y su sobre-expresion incrementa
el tamafo de los O6rganos por una mayor proliferacion celular, sin embargo
ambas vias son independientes (Krizek et al. 1996). El gen SUP, otro ejemplo
de genes que regulan tanto la identidad como la proliferacion y/o expansion
celular, es un represor de AP3 y Pl en el cuarto verticilo (Bowman et al. 1992;
Sakai et al. 1995; Schultz et al. 1991) y ademas su sobre-expresion produce
plantas enanas y disminucion en el tamafio de las flores en Arabidopsis, petunia
y tabaco. La causa de la reduccion en el tamafo es diferente dependiendo de la
planta modelo utilizada. Asi, Arabidopsis reduce el niumero de células mientras
tabaco y petunia muestran variaciones tanto a nivel de la elongacion como de la
proliferaciéon celular (Bereterbide et al. 2001; Kater et al. 2000; Nakagawa et al.
2004). Otros genes relacionados con la determinacién de la polaridad de los
6rganos SEU y LEU intervienen en el control de los genes AG en Arabidopsis asi
como en el control de la proliferacion celular de forma independiente (Franks et
al. 2002; Franks et al. 2006; Liu et al. 1995). Por lo tanto la accion de CO en la
regulacion del tamafo de los 6rganos florales y la modificacion en los niveles de

expresion de DEF podrian producirse por vias independientes.

4.4 CO AFECTA LA IDENTIDAD DE LOS PETALOS POR UNA
VIA PARALELA A LA DE DEF

El gen DEF, por ser un gen de identidad de clase B, afecta la identidad
del segundo y tercer verticilo de la flor, pétalos y estambres. La accion de CO en
los analisis de los dobles mutantes revela que el mutante co es sinérgico sobre
def™ en cuanto a la identidad de los pétalos. Presentando una conversién
homeética mas pronunciada que el mutante simple def™ y careciendo de células
conicas en los pétalos. Esto sugiere que el gen CO ademas de intervenir en la
regulaciéon del tamafio de los 6érganos participa, en una via paralela a DEF, en la
determinacion identidad de los pétalos.

Estudios previos de recuperacion de la funcion del gen DEF en mutantes
def™ muestran que éste gen influye en la transformacién de células planas y
verdes en conicas y pigmentadas en estadios tardios del desarrollo. Por lo tanto
DEF no solo interviene en la identidad de los érganos sino en la especificacion
de la morfologia celular probablemente a través de la regulacién de los genes
MIXTA (Coen ES & Carpenter R 1992; Martin et al. 2002). La disminucién en la
cantidad de transcriptos DEF, en los mutantes co, muestran que el gen
compacta es capaz de regular la expresion de los genes de identidad. Sin

embargo, la ausencia de cambios de identidad observada en los mutantes co
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puede deberse a que el gen DEF regulado transcripcional y post-
transcripcionalmente requiere niveles minimos de expresion por encima de los
cuales no causa cambios fenotipicos (Zachgo et al. 1995).

Los tratamientos con citocalasina D no evidenciaron cambios en la
identidad de los pétalos lo que proponen que las vias que definen la identidad
de los pétalos son independientes de la regulacion de la expansiéon celular. Asi,
probablemente, los cambios de identidad producidos por el mutante co sean
independientes de las variaciones en la expansion celular.

El crecimiento de los pétalos, asi como el de cualquier 6rgano se produce
en las primeras fases del desarrollo por divisibn y expansion celular y se
completa por la expansion celular (Anastasiou et al. 2007b). El tamafno del
pétalo se ve afectado tanto por cambios en la expansion celular como por la
division. Asi lo demuestran los mutantes del gen CINCINNATA (CIN) los cuales
regulan el crecimiento del pétalo a través del control de la proliferacion celular.
Curiosamente los mutantes cin también tienen defectos en la morfologia de las
células de los pétalos con células planas en lugar de las tipicas células cénicas
(Crawford et al. 2004). Esto conduce a pensar que ambos genes: CIN y CO,
relacionados con el crecimiento de los 6rganos, formarian parte de la
coordinaciéon necesaria entre crecimiento y desarrollo de los érganos.

En el caso de identidad de estambres def™, parece ser epistatico para co
y por lo tanto o bien co no esta involucrado en la identidad de estos 6rganos o
Su accién esta aguas abajo de deficiens.

En resumen se pueden plantear dos grandes vias en relacion con los
pétalos, en las cuales esta involucrado CO: regulacién del tamarfio e identidad
de los o6rganos florales. La sinergia observada para el fenotipo en pétalos
sugiere la presencia de vias redundantes en el control de tamafo e identidad
mediadas por DEF y CO. Sin embargo, debido al cambio observado en los
niveles de transcripcion de DEF en los mutantes simples co, cabe suponer que
ambos genes y/o las rutas reguladas por ellos interactian entre si. Los
tratamientos de inhibicion exdgena de la expansion celular proponen que la
identidad es independiente de las variaciones del tamafo celular y por lo tanto
sugiere que la via que afecta la expansion celular es independiente de la que
regula la identidad. En el esquema de la figura 25 mostramos un posible modelo
para el control de tamafo e identidad de los pétalos que se ajusta a estas

observaciones.
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Figura 25: Hipotesis de interaccion entre DEF, GRAF y CO.

Esquema explicativo de la posible interaccion entre los genes analizados en el
presente capitulo en el control del tamafio y la identidad del pétalo. GRAF y CO actuarian
en una misma via de regulacion del tamafio la que parece ser independiente de la via que
controla la identidad de los pétalos. DEF afecta tanto el tamafio como la identidad sin
embargo no podemos afirmar si ambas vias son independientes. Aunque los analisis de
los dobles mutantes sugieren que las vias de control de tamafo e identidad mediadas por
CO son paralelas a las reguladas por DEF, se destaca una interaccién entre ambas vias,
dado que los niveles de transcripcion de DEF varian de forma significativa en los
mutantes simples co.
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VI El GEN FORMOSA RESTRINGE EL
CRECIMIENTO DE__LOS ORGANOS FLORALES
MODIFICANDO LA ACTIVIDAD DE LA _DIVISION
CELULAR.

1 RESUMEN

En el presente capitulo se analiza el efecto fenotipico del mutante fo con
el propésito de comprender la funcion del gen FO en la regulacion del tamafio
floral.

El analisis de poblaciones segregantes demuestra que el mutante fo es
recesivo, asumiendo pues que es un alelo de pérdida de funcidon. Afecta
Unicamente a los 6rganos florales sin producir variaciones en los paradmetros
vegetativos analizados.

Los analisis de tamafo de 6rgano florales y de area celular muestran que
el mutante fo afecta tanto a la regulacion del tamafio de los érganos como a la
expansion celular, de forma variable segin el 6rgano y/o verticilo. El gen FO
reprime la expansién celular en pétalos y estilos, pero no afecta los estambres.
En el caso del segundo verticilo, se observé ademas, que el mutante fo solo
afecta a la zona de las células cénicas y se demostré que tal reduccidon esta
relacionada con el aumento en la expresion del gen BIGPETALp (BPEp). Por otro
lado, se observé que fo provoca un incremento en el nimero de células de
todos los 6rganos de la flor. Esto podria ser consecuencia de un aumento
observado de los niveles de expresion de AINTEGUMENTA en los meristemos de
inflorescencia, asi como de una induccién de genes relacionados con la actividad
del ciclo celular en los pétalos.

Los analisis de los dobles mutantes ple fo sugieren que FO no es
especifico de identidad de 6rgano. Ademas, se observa que el fenotipo de fo
presenta es sinérgico en el fondo genético de ple lo implicaria la participacion de

ambos genes en vias paralelas que controlan el tamafrio de la flor.
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2 INTRODUCCION

2.1 RELACION ENTRE LA DIVISION CELULAR Y LA
DIFERENCIACION

Los modelos sobre mecanismos de compensacion mencionados en la
introduccion general postulan que tras la inhibicion y/o reduccion de la division
celular se produce una mayor expansion celular que compensa el defecto,
dando lugar a tamafios normales. Son pues, modelos que postulan una relacién
estrecha entre los procesos de divisién, desarrollo y diferenciacion (Doonan
2000; Hemerly et al. 1995; Horiguchi et al. 2005; Potter & Xu 2001).

La relacion entre el control de la actividad del ciclo celular con respecto a
la diferenciacion puede producirse de diferentes maneras. Asi, trabajos relativos
al desarrollo de estomas y sus células guarda, evidencian que la diferenciacion
celular puede ser tanto un paso previo o posterior a la division celular. También
ponen de manifiesto que ambos procesos pueden formar parte de dos vias total
o parcialmente independientes (figura 26) (Jakoby et al. 2004).

Otro proceso que evidencia la relacion entre division y diferenciacion es la
endorreduplicacion. Durante este proceso el ciclo celular transcurre sin division
celular y por lo tanto la célula duplica el contenido genémico, causando un
incremento del volumen celular. Este evento es promovido por el factor de
transcripcion E2F, que también participa en la induccidon de la diferenciacion
celular y origina una disminucién de la actividad de las CYCD. Finalmente, las
células abandonan el ciclo, lo que conlleva a la madurez y diferenciacion celular
(De Veylder et al. 2002).
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- Currant Opinion in Plant Biology

Figura 26: Sinopsis de las posibles relaciones entre el ciclo celular y la
diferenciacion.

A) La progresion del ciclo celular conduce a la diferenciacion; B) las sefiales del
desarrollo conducen a la progresion del ciclo celular; C) el ciclo celular y la diferenciacion
pueden producirse de forma independiente uno de otro; D) el ciclo celular y la
diferenciacion pueden ser regulados por el mismo factor o la misma via.Figura modificada
de Jakoby & Schnittger, 2004

2.2 TAMANO DE LOS ORGANOS DE LA FLOR

En los capitulos anteriores se detallan aquellos genes involucrados en la
regulacién de la expansion y la division celular que participan en el control del
tamano de los 6rganos. La mayoria de estos genes producen ademas cambios
pleiotrépicos en la planta.

Por ejemplo el gen ANT de Arabidopsis es el responsable de mantener la
competencia meristeméatica de las células del SAM y su sobre-expresion
conduce a un aumento en el tamafo de los 6rganos de la flor debido a un
incremento en el numero de células (Krizek 1999a; Mizukami et al. 2000). Sin
embargo, su efecto es pleiotrépico, dado que interviene también en la
regulacion del tamafio de todos los 6rganos laterales, en el desarrollo de los
o6vulos y en la identidad de los pétalos (Baker et al. 1997; Elliott et al. 1996;
Klucher et al. 1996). Ademas, interactla con genes de identidad promoviendo la
expresion de AP3 (clase B) (Nole-Wilson et al. 2006) y previniendo la expresion
del gen AG (clase C) (Krizek et al. 2000) en inflorescencias en estadios
tempranos del desarrollo de la flor.

Sin embargo, en Arabidopsis se han descrito genes que participan
exclusivamente en la regulacion del tamafio de los o6rganos florales. En
estambres y pétalos el gen NAP es regulado por los genes AP3/Pl y parece estar
relacionado con la transicidn entre el crecimiento por divisidon y el causado por
expansion celular, (Sablowski & Meyerowitz 1998). En el caso del gen BPEp, con
bHLH (basic-Helix-Loop-Helix), se observa su

dominio participacion,

exclusivamente en pétalos restringiendo la expansion celular (Szecsi et al.
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2006). Otro estudio realizado en Gerbera demuestra la presencia de un gen
(GEG) que parece participar de forma especifica en corola y carpelo
interviniendo en la regulacion de la expansiéon celular mediada por fitohormonas

(Kotilainen et al. 1999).

2.3 ACTIVIDAD DEL CICLO CELULAR EN A. majus

La regulacion del ciclo celular en eucariotas se produce en multiples
niveles, la mayoria de ellos implican proteinas quinasas dependientes de ciclinas
(CDKs). Estas proteinas son a su vez controladas por otros factores mediante
fosforilacion (Dewitte & Murray 2003).

Las ciclinas constituyen un grupo de proteinas diversas, que fluctian a lo
largo del ciclo celular, en eucariotas se encuentran agrupadas segun su funcién
en al menos cinco clases (A, B, C, D y H). Las ciclinas de clase A y B aparecen
en las fases S y G2 respectivamente y son degradadas posteriormente. Las de
tipo D, sin embargo, (a excepcion de las CYCD4; 1 y CYCD5; 1) estan presentes
a lo largo de todo el ciclo mientras se produzcan sefales de induccién de la
division (de Jager et al. 2005; Dewitte et al. 2003). En el caso de CDKB, los
niveles de expresion fluctian a lo largo del ciclo celular en varias de las especies
analizadas, entre las que se encuentra A. majus, alfalfa, tabaco y Arabidopsis.
La regulacion de CDKA en Arabidopsis es principalmente post-traduccional y su
sobre-expresion no provoca cambios fenotipicos (Dewitte et al. 2003; Fobert et
al. 1996).

Dada la asincronia presente en las células en divisién los marcadores mas
adecuados para determinar la actividad del ciclo celular son aquellos presentes
en todas las fases del ciclo. Por lo tanto, la determinaciéon de los niveles de
transcripcion de las CYCD parece ser el parametro mas adecuado para analizar
la actividad del ciclo celular en un tejido, por medio de la determinaciéon de los
niveles de transcripcion.

En A. majus se ha analizado la expresion de tres tipos de ciclinas: CYCD1,
CYCD3a (CYCD3; 1) y CYCD3b (CYC3; 2). CYCD1 y D3b se expresan en los
meristemos vegetativos, de inflorescencia y florales (Gaudin et al. 2000).
CYCD3b se expresa en la region central del meristemo y cuando las células se
desplazan a la periferia, sus niveles disminuyen a medida que las células
reducen la actividad del ciclo celular. Por el contrario, CYCD3a no se expresa en
la region central pero su expresion se activa cuando las células se incorporan en
los primordios de érganos. Su expresién parece estar asociada con la formacién
de organos laterales y es regulada a nivel de transcripcion, estabilidad de
proteina y actividad quinasa (Gaudin et al. 2000). Un incremento en los niveles

de expresion provoca la entrada inmediata en la fase S, provocando un
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acortamiento de la fase G1, y consecuencias visibles en el desarrollo de las
hojas. Durante el ciclo celular los niveles de ARN transcripto se corresponden
con los niveles de proteinas (de Jager et al. 2005).

La modulacion local de los niveles de expresion de CYCD3 se evidencia en
la region dorsal de las anteras durante el plegamiento de los pétalos lo cual
apoya la hipotesis de que la expresion localizada de CYCD3 se corresponde con
zonas de proliferacion celular diferencial en los tejidos de las plantas (Gaudin et
al. 2000; Vincent, Carpenter, & Coen 1995).

Los objetivos de este capitulo son basicamente dos. El primero, es la
caracterizacion del mutante fo en su comportamiento fenotipico y celular. El
segundo, es comprender el modo de acciéon de fo a nivel molecular y su

comportamiento relativo a la identidad de los diferentes 6rganos de la flor.

3 RESULTADOS

3.1 ANALISIS FENOTIPICO DE LOS MUTANTES fo

Los andlisis de segregacion de una poblacién F, proveniente de un cruce
entre el mutante fo (Sippe50) y el silvestre 165E, muestran que la mutacion fo
es recesiva. La prueba de c” sobre un total de 119 (92 plantas silvestres y 27 de
fenotipo mutante) no presenta desviacion significativa respecto de los valores
esperados para una segregacion al azar 3:1 (p>0,5).

Los mutantes fo procedentes de una poblacidon segregante se diferencian
facilmente por tener flores de mayor tamafio que las silvestres (figura 27). Los
parametros vegetativos del mutante no presentaron diferencias significativas en

ninguno de los 6rganos estudiados respecto al silvestre (tabla 12).

Figura 27: Flores del mutante fo.

Fotografias de flores silvestres (izquierda) y formosa (derecha): A) vista lateral; B)
vista dorsal; C) corte transversal.

Los analisis estadisticos de las medidas de todos los parametros florales

(tabla 13) mostraron que los sépalos no se diferencian del silvestre. En el caso
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del segundo verticilo, se observé un aumento significativo del pétalo dorsal
tanto en longitud total como en anchura respecto al silvestre. El tubo es mas
ancho y mantiene su longitud (parametros 1 y 5) mientras el pétalo ventral
presenta un paladar mas ancho (parametro 11). El resto de los parametros que
describen la corola no presentaron cambios significativos. En cuanto a los
organos reproductivos de la flor se observaron estambres mas largos en fo,
mientras los estilos no presentaron diferencias respecto al silvestre.

En el analisis del area celular de los pétalos se observé que fo produce
diferentes efectos segun la morfologia de las células. La regién de las células
conicas presentd variacion significativa respecto a las células silvestres,
mientras las células planas mantuvieron el mismo tamafio que las silvestres. El
comportamiento de las células conicas es llamativo dado que, a pesar del
incremento en el tamarfo de los 6rganos, el area celular disminuy6 casi un 30%.
Este hecho indica que el aumento en el tamafio del pétalo se debe
exclusivamente a un mayor niumero de células (figura 28-A a D; tabla 14).

En el caso de los estambres, el incremento de tamafio observado en el
6rgano no se correspondié con la expansion celular. No se detectaron
diferencias significativas entre el area celular del mutante fo y la planta
silvestre, por lo que se deduce que es el aumento en el niumero de células el
que provoca 6rganos de mayor tamario (figura 28-E, F; tabla 14).

Por dltimo los estilos de fo, que mantienen su tamafio respecto a
silvestre, presentan células de menor area y por lo tanto también aumentan el

numero de células (figura 28-G, H; tabla 14).
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V) RESULTADOS, DISCUSION Y CONCLUSION
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Figura 28: Micrografias electronicas de células de los 6rganos de la flor de
fo y silvestre.

Se muestra silvestre (izquierda) y mutantes formosa (derecha): A, B) células
conicas de los pétalos; C, D) células planas de los pétalos; E, F) células de estambres; G,

H) células de gineceos. Células conicas de los pétalos de I) mutantes ple y J) dobles
mutantes ple fo.
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Tabla 14: Medidas del area celular de los d6rganos

mutantes fo respecto a silvestre

estambres

estilos

pétalo region 6-3

pétalo region 8

fo!

3274,28+104,42

1988,60+63,17

1436,35+66,2

1011,67+27,85

th

3468,34+212,05

2292,72+81,13

1540,06+38,09

1393,76+59,51

2
%

-5,59

-13,26**

6,73

-27,417

florales de

los

! promedio (mm?) + error tipico

? Diferencia expresada en % considerando al silvestre 100%

* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001

El area celular fue determinada en 50 células de 5 individuos totales.

En resumen, se observd que fo afecta s6lo a los d6rganos florales, sin
provocar variaciones en los 6rganos del cuerpo vegetativo de la planta. Los
andlisis de segregacion del mutante indicaron que fo podria ser un alelo de
pérdida de funcién y por lo tanto el gen FO actuaria restringiendo el crecimiento
de los 6rganos florales. Por otra parte, los 6rganos de la flor de los mutantes fo
no responden todos de la misma manera en cuanto a tamafo total y a
expansion celular. Mas aun, en el caso de la expansion celular, los efectos
difieren entre regiones de un mismo 6rgano. Sin embargo los tres verticilos

internos incrementan el nimero de células de forma uniforme.

3.2 ANALISIS FENOTIPICO DEL DOBLE MUTANTE ple fo

Dadas las observaciones anteriores el comportamiento del mutante fo
varia segun los 6rganos de la flor. Para determinar si la funcion de fo es
especifica de 6rgano o de verticilo se planteé analizar el comportamiento de fo
en 6rganos que, por mutaciones homeoéticas, han cambiado de verticilo. Una
posibilidad seria analizar aquellos 6rganos que son afectados por fo, como
pétalos y estambres ubicandolos en verticilos que no son influenciados por la
mutacion, es decir el primer y cuarto verticilo. Sin embargo dado que las
mutaciones homeodticas disponibles no incluyen tales posibilidades se utilizé un
mutante en un gen de clase C. En este se obtendran pétalos en verticilos
internos adicionales que nos permitiran analizar si la identidad de 6rganos es
suficiente para que fo exprese su fenotipo.

Los mutantes simples ple presentan una mutacién en un gen de identidad
de clase C, en el fondo genético 165E. Estos muestran un cambio de identidad
en los 6rganos del tercer y cuarto verticilo y un aumento en el nimero de
verticilos. Los dos primeros verticilos del mutante ple son similares a silvestres,
mientras que el tercero consta de estructuras petaloides que estan unidas a lo
largo con los pétalos del segundo verticilo. El cuarto verticilo consiste en dos

miembros de estructuras variables, con caracteristicas sepaloides, petaloides y
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carpeloides. Dentro del cuarto verticilo se forman nuevos verticilos con érganos
petaloides (Bradley et al. 1993).

Los dobles mutantes fo ple, se obtuvieron a partir de una poblaciéon F.
Los parentales utilizados fueron mutantes fo, procedentes de una poblacion F;
de un cruce original entre 165E y fo (en el fondo genético Sippe50), y ple-1
homocigota (en el fondo genético 165E). Este alelo de ple en ocasiones es capaz
de producir polen en los 6rganos petaloides del tercer verticilo. En la poblacién
segregante de 110 individuos totales se observaron 27 individuos ple y 6
individuos con fenotipo nuevo, putativos dobles mutantes, coincidiendo con el
valor esperado para una segregacion 9:3:3:1. A simple vista pudo observarse
epistasis de ple sobre fo en cuanto a la identidad de los 6rganos de los dobles
mutantes, sin embargo las flores fueron de mayor tamario (figura 29-B a D).

Para realizar las comparaciones fenotipicas se seleccionaron los
siguientes parametros: 1l-longitud del sépalo del primer verticilo, 2- expansion
del pétalo dorsal del segundo verticilo, 3- longitud total dorsal, 4- longitud total
ventral, 5- longitud del tubo del quinto verticilo, 6-anchura del tubo del quinto
verticilo (figura 29-A).

Como se menciond antes los parametros de interés para comprender la
especificidad respecto a identidad o verticilo de fo son los relacionados con el
tamafio del 6rgano petaloide del quinto verticilo (parametros 5 y 6). En este
drgano no se observaron diferencias entre los dobles mutantes y el mutante
simple ple (parametros 5 y 6) lo que sugiere que la identidad del érgano no es
suficiente para que fo produzca un aumento de tamafo (tabla 15).

Los parametros florales analizados en el mutante simple ple para el
primer y segundo verticilo son comparables con los pardmetros medidos en los
silvestres. En la tabla 15 se detalla una comparacién entre los efectos del
mutante simple fo y el doble mutante fo ple.

La mutacion en el gen fo en el fondo genético ple, al igual que en el
mutante simple, causa un incremento en la expansion y en la longitud del
pétalo dorsal, sin producir cambios en el tamafo de los sépalos ni en la longitud
del pétalo ventral (figura 28-1, J, tabla 15).

Sin embargo, las variaciones en la expansiéon del pétalo dorsal provocadas
por el doble mutante son mucho mas pronunciadas, practicamente el doble, que
las del mutante simple. En cuanto al tamafo celular, el doble mutante provoca
un incremento de un 25% en el area celular de la region distal del pétalo dorsal,
a diferencia de la disminucion de la expansion observada en los mutantes
simples fo. Por lo tanto, el fondo genético del mutante ple parece afectar al
fenotipo de fo respecto a la regulacién de la expansion del pétalo dorsal y a la

expansion celular, lo que sugiere sinergia entre ambas mutaciones (tabla 15).
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Figura 29: Morfologia de los mutantes ple y ple fo.

A) Detalle de los parametros florales en el mutante ple: 1-largo del sépalo del
primer verticilo, 2- expansion del pétalo dorsal, 3- largo total dorsal, 4- largo total
ventral, 5- largo del tubo del quinto verticilo, 6-ancho del tubo del quinto verticilo.
Fotografias de las flores del mutante ple (izquierda) y del doble mutante ple fo (derecha)
B) vista lateral, C) vista dorsal, D) seccion transversal con verticilos cuarto y quinto

expuestos.

Tabla 15: Medidas de parametros florales y celulares de silvestre, fo, ple

y ple fo
PARAMETROS FLORALES! AREA
CELULAR?

1 2 3 4 5 6 Pétalo regién 8
silvestre 6,9 £0,7 285+2,4 351+23 29,8 £3,7 1393,8+59,5
fo 7,3+0,2 32,913 38,815 325421 1011,7+27,8
ple 6,7+1,1 28,5+2,4 30,7+2,2 30,7+2,63 25,9+1,1 3,73+0,9 826,3+32,1
ple, fo 6,4+0,4 27,2+2,3 33,4+15 31,7+2,9 25,3243,5 3,95+0,8 1057,5+35,9
fo vs. silvestre® 6,3 15,4%** 10,6*** 9,1 =27 4%
ple fo vs. ple* -5,2 39,4xx 8,9*% 34 -2,3 5,8 27,9%**

! promedio (mm) + desviacién estandar
% promedio (mm?) + error tipico
® Diferencia expresada en % considerando al silvestre 100%

* Diferencia expresada en % considerando al mutante simple ple 100%
* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001
Los parametros florales fueron medidos en 10 individuos.

El &rea celular fue determinada en 50 células de 5 individuos.
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3.3 ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES QUE AFECTAN
EL CICLO Y LA EXPANSION CELULAR EN EL MUTANTE fo

De la descripcion fenotipica y el analisis celular del mutante fo se deduce
que la mutacion causa un aumento en el nidmero de células en pétalos,
estambres y estilos. Este efecto puede producirse bien por el aumento en la
actividad del ciclo celular a lo largo de los diferentes estadios de desarrollo de la
flor, o por un aumento en la competencia meristeméatica.

Con el propdsito de comprender el mecanismo de acciéon del gen FO se
determind la actividad de genes involucrados en el ciclo celular. Por medio del
analisis de PCR cuantitativa se compararon los niveles de transcripcion de genes
relacionados con la actividad del ciclo celular en los diferentes 6rganos de
inflorescencias silvestres y del mutante fo. Ademas, dado el efecto que ejerce fo
en el tamafio de las células, se analizé un gen relacionado con la regulacion
especifica de la expansion celular de los pétalos de la flor.

Debido a que algunos de los genes de interés en esta seccion no han sido
descritos para A. majus, se ha realizado una busqueda de similitud y analisis

filogenéticos con el propdsito de identificarlos.

3.3.1 Analisis filogenético de ANT y BPE en A. majus

i. AINTEGUMENTA

ANT ha sido clonado y descrito en Arabidopsis (Krizek 1999b) sin
embargo, no se ha caracterizado en A. majus. El Dr. Barry Causier (University
of Leeds) cedi6 gentilmente la secuencia de ANT de A. majus (AmMANT),
obtenida en un experimento de hibrido simple utilizando el primer intrén de
Plena como cebo. Partiendo de esta secuencia con el propdésito de corroborar las
homologias con los genes ANT se realizd6 una busqueda de homologia y se
construyo un arbol filogenético mediante el programa PHYLIP.

Los andlisis filogenéticos se realizaron sobre la base de busquedas BLASTp
de la secuencia de aminoacidos de AMANT frente a todas las secuencias no
redundantes de la base de datos del NCBI. Para la construccidon del &rbol se
seleccionaron las 30 secuencias que presentaron mayor similitud y se agregaron
las secuencias de las proteinas LIPLESS 1 y 2 con dominio AP2 de A. majus. Se
utiliz6 ademas una secuencia de Chlamidomonas reinhardtii, AV622151 como
grupo externo, empleada previamente en analisis filogenéticos de genes ANT-
Like (AIL) (Morcillo et al. 2007).

Las proteinas ANT pertenecen a la familia de factores de transcripcion
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AP2/ERF (AP2/ethylene responsive-element-binding-factor). Estas proteinas
presentan dominios de unién a ADN, AP2, conservados y estan divididas en
subfamilias dependiendo del numero y caracteristicas de estos dominios
(Riechmann et al. 2000; Riechmann & Meyerowitz 1998).

Trabajos realizados sobre la subfamilia AP2 de Arabidopsis han
clasificado sus miembros en tres grupos, entre ellos el grupo AIL, con dos
dominios AP2 que incluye las proteinas PLETORA 1 y 2 (PLT1, 2) y BABYBOOM
(AtBBM) (Nole-Wilson, Tranby, & Krizek 2005). Otros estudios que abarcan los
dominios AP2 en diferentes especies de plantas han fraccionado la subfamilia
AP2 en dos grandes linajes, euAP2 y ANT. El primer linaje se caracteriza por
carecer de una insercion tipica de 10 aminoacidos dentro del dominio R1 y de
una insercion de un aminoéacido en el dominio R2. Ademas el linaje ANT incluye
un subgrupo euANT al que pertenece ANT de Arabidopsis. En este subgrupo las
proteinas poseen tres inserciones que se ubican 5 de los dominios AP2 y que
estan incluidas en un regioén relativamente larga respecto de las otras proteinas
que pertenecen al linaje ANT (Kim et al. 2006). Todas estas particularidades se
cumplieron tanto en la secuencia AMANT como en la mayoria de las secuencias
utilizadas para la construcciéon del arbol. La insercién de 10 aminoéacidos dentro
del dominio R1 y de un aminoécido en el dominio R2 se observa en la figura 30-
A. De las inserciones ubicadas 5’ de los dominios R1 y R2 en AmMANT s6lo se
encontraron dos, de las tres caracteristicas, presumiblemente debido a que el
extremo 5’ de la secuencia de AMANT esta incompleto.

El arbol filogenético obtenido es muy robusto, como se deduce de los
valores de bootstrap obtenidos para cada rama, con valores que en muy pocos
casos estan por debajo de 100 (Figura 30-D). Basicamente se observé un
reparto de las proteinas seleccionadas en dos grandes grupos uno que incluye a
AMANT, mas cercana a proteinas AIL de N. tabacum y O. sativa y a la secuencia
ANT de Arabidopsis. El otro grupo incluye entre otras a las secuencias AIL PLT 1
y 2 de Arabidopsis y proteinas AIL de otras especies.

Las proteinas LIP1 y 2 de A. majus también pertenecen a la familia AP2,
su funcién parece estar relacionada con la identidad de los 6rganos del segundo
verticilo de la flor y pertenecen al linaje euAP2 (Keck et al. 2003; Kim et al.
2006). En el arbol obtenido, ambas proteinas se encontraron evolutivamente
distanciadas del resto, lo que concuerda con los andlisis previos de Kim et al.
(2006).

Tanto los analisis filogenéticos como los andlisis de conservacion de
dominios y otras caracteristicas tipicas dentro de la secuencia sugieren que
AMANT responde a las particularidades de las proteinas AlIL, mas aun del linaje
euANT dentro del cual se incluye ANT de Arabidopsis. Esto apoya una posible

similitud en la funcionalidad de ambas proteinas.
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Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de AMANT amplifican
una secuencia que se encuentra 3’ (aguas abajo) de los dominios AP2 (figura
30-B). El producto de amplificacion presenté un Unico pico obtenido de la curva
de fusion (figura 30-C) verificAndose ademas el tamafio esperado del fragmento

mediante electroforesis en geles de agarosa.

ii. BIG PETAL

El gen BPEp de Arabidopsis actia impidiendo la expansidon celular de
forma especifica en los pétalos de la flor. Para determinar los niveles de
expresion del gen BPEp en A. majus se realizd una busqueda del EST homdlogo
al de Arabidopsis. Para ello se utilizé la herramienta informéatica tBlastn usando
como cebo el gen AM269754, correspondiente a BPEp de Arabidopsis, en la
base de A. majus. Esto permitid identificar aquellos ESTs con mayor homologia
al gen BPEp. EI EST de A. majus con mayor similitud (AJ806353, EST,
018_6_03_k19), presenté un 81% de identidad respecto a BPEp de Arabidopsis
y se denominard en adelante como AmMBPE. Con el objeto de establecer si el
clon obtenido realmente era un ortdlogo putativo de BPE, se llevé a cabo un
estudio filogenético exhaustivo.

Para los analisis filogenéticos los datos fueron obtenidos sobre la base de
busquedas BLASTp con la secuencia de A. majus seleccionada (AmBPE) utilizada
como cebo, frente a todas las secuencias no redundantes de la base de datos
del NCBI. Estas presentan estructura “basic Helix loop Helix” (bHLH) del
dominio de unién a ADN (figura 31-A).

Ademas, se tuvieron en cuenta trabajos previos realizados en Arabidopsis
sobre los genes con dominio bHLH (Heim et al. 2003; Toledo-Ortiz, Huq, & Quail
2003). De estos genes se seleccionaron aquellos que pertenecen a la misma
subfamilia que el gen BPE de Arabidopsis (Grupo 18 segin Heim et al. y Grupo
XIl segun Toledo-Ortiz et al.) asi como un gen perteneciente a cada uno de los
grupos adyacentes en el arbol filogenético obtenido por Toledo-Ortiz et al. (G
15, 16, 17, 19 y 20). Para la construccion del arbol se seleccion6 como grupo
externo a un individuo perteneciente al Grupo 1 del arbol obtenido por Toledo-
Ortiz et al. (2003), que se encuentra evolutivamente lejos del Grupo 18 al que

pertenece BPE de Arabidopsis.
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Figura 30: Analisis filogenético de AMANT.

A) Apilamiento de los dominios R1 y R2 de las secuencias utilizadas para generar el
arbol; B) secuencias de los cebadores ubicados en la secuencia de AmANT, (letras azules,
en sentido 5’, letras rojas sentido 3’); C) curva de fusion del fragmento obtenido para la
PCR en tiempo real; D) arbol filogenético en forma de filograma construido mediante el
programa PHYLIP utilizando el método Neighbor-Joining, con un bootstrap de 100. Los
valores que se detallan en los nodos corresponden a los valores de boostrap para esa rama,
siendo el largo de cada una proporcional a la distancia entre las secuencias. Soélo se
muestran los valores de bootstrap mayores a 50. Para aquellas secuencias que codifican
para proteinas conocidas se ha detallado el nombre, adyacente al nUmero de accesion, asi
como el nombre de la especie a la cual corresponde. La secuencia de AMANT se encuentra
enmarcada.
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El arbol filogenético se observa una separacion clara de dos grandes
grupos que ubican a AmBpe en el mismo grupo que el gen de Arabidopsis(figura
31-E). Esta cercania evolutiva entre ambos genes avala la similitud funcional.
En los estudios realizados tanto en Arabidopsis como en arroz se ha encontrado
que las proteinas con dominios bHLH se agrupan segun las similitudes de
secuencias en cuanto al dominio, a motivos presentes fuera del dominio, asi
como a la disposicion de intrones y exones. Generalmente, los miembros de un
mismo subgrupo que comparten similitudes estructurales pueden compartir
semejanzas funcionales (Heim et al. 2003). Estudios comparativos entre
Arabidopsis y arroz sugieren que las funciones de la mayoria de los genes bHLH
estén posiblemente conservadas durante la evolucion de las angiospermas
(Baker et al. 1997; Xiaoxing Li et al. 2006).

Para evitar amplificaciones no deseadas los oligonucleétidos especificos
para amplificar AmMBPE (AJ806353) se disefiaron teniendo en cuenta las
secuencias de aquellos ESTs que resultaron también homélogos al ARN BPEp de
Arabidopsis en A. majus (figura 31-B a D).

Se diseflaron dos pares de oligonucleétidos. Un par para amplificar un
producto de 133 pb (BPe-R1l), que no incluye el dominio bHLH para evitar
amplificaciones inespecificas, adecuado para realizar los analisis de PCR en
tiempo Real. El otro permitié amplificar un fragmento méas grande (443 pb) que
fue posteriormente secuenciado (BPe-R2). En ambos casos el oligonucledtido
que amplifica en sentido 3” es el mismo (BPe-F). La amplificacion por PCR en
tiempo real con el oligo BPE-R1 presenta un unico producto, asi como un dnico
pico a 84,6°C en la curva de fusion dada por el termociclador (figura 31-B, C).

Los andlisis por electroforesis de ambos productos son del tamafio
esperado (figura 31-B) y las secuencias del fragmento de mayor tamarfo se

correspondieron en un 100% con las secuencias de la base de datos.
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RESULTADOS, DISCUSION Y CONCLUSION

DOMINIO bHLH
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Figura 31: Analisis filogenético de AmBPE

A) Apilamiento de los dominios bHLH de las secuencias utilizadas para la construccion
del &rbol; B) secuencias de los cebadores ubicados en la secuencia de AmBPE, (letras
azules, en sentido 5’, letras rojas sentido 3’); C) electroforesis en gel de agarosa de los
productos de amplificacién por PCR con los dos pares de cebadores; D) curva de fusion del
fragmento obtenido para la PCR en tiempo real; E) é&rbol filogenético en forma de
cladograma rectangular construido mediante el programa PHYLIP utilizando el método
Neighbor-Joining, con un bootstrap de 500. Los valores que se detallan en los nodos
corresponden a los boostrap obtenidos para esa rama no siendo el largo de cada una
proporcional a la distancia entre las secuencias. S6lo se muestran los valores de bootstrap
mayores de 50. Para aquellas secuencias que codifican para proteinas conocidas se ha
detallado el nombre adyacente al nimero de accesion asi como el nombre de la especie a la
cual corresponde. Las secuencias extraidas de andlisis previos estan marcadas segun la
nomenclatura original con una G seguida del nimero de grupo. La secuencia de AmBPE se
encuentra enmarcada en un recuadro.
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3.3.2Expresion de genes relacionados con la division

celular

Los genes seleccionados para determinar la actividad del ciclo celular en
los mutantes fo fueron CYCD3a, H4 (Fobert et al. 1994; Gaudin et al. 2000;
Riou-Khamlichi et al. 1999a). También se estudid la expresion del gen AMANT
como controlador de la division celular (Elliott et al. 1996; Klucher et al. 1996;
Krizek 1999a). A diferencia de las ciclinas los transcriptos de H4 se encuentran
solamente en células que estan en la interfase del ciclo celular (Fobert et al.
1994). La normalizacion de las reacciones de PCR se realizaron con el gen Ran3
(EST 018_6_06_k11), dado que segun lo descrito por Bey et al (2004) este gen
que codifica para una pequefia GTPasa se expresa de forma invariable en los
diferentes 6rganos de la flor. Ademas ha sido utilizado como gen de referencia
en Arabidopsis tanto en O&rganos diferenciados como en inflorescencias
(Gandikota et al. 2007; Hackbusch et al. 2005). Los analisis se realizaron en
tres estadios diferentes de desarrollo (10, 12 y 13) de la flor segin los descrito
por Vincent & Coen (Vincent et al. 2004), en los tres 6érganos que componen los
verticilos 2, 3 y 4 (pétalos, estambres y estilos).

Los pétalos de fo presentaron diferencias significativas en los niveles de
transcrito tanto de CYCD3a como de H4 en el estadio 12 del desarrollo. Se
observo una sobre-expresion de ambos genes con un factor de expresiéon de 1,7
para CYCD3a y de 2,5 para H4 (figura 32-A). Con estos resultados se puede
afirmar que, en pétalos, el incremento en el niumero de células se debe, al
menos en parte, a un incremento en la actividad del ciclo celular en el estadio
12 de desarrollo de la flor.

Los analisis realizados en estambres y carpelos mostraron que no hay
diferencias significativas en ninguna de las enzimas relacionadas con la
actividad del ciclo celular entre el mutante fo y el silvestre (figura 32-B, C). En
estilos se observa una tendencia a incrementar los niveles de H4 en estadios 10
y 12, pero estos cambios no son estadisticamente significativos.

Dado que los genes relacionados con el ciclo celular no presentaron
variaciones significativas en estambres y estilos, los cambios en el nimero de
células podrian responder a un incremento en la divisidn celular en estadios
tempranos del desarrollo. Por esta razén se procedié a la determinacion de los
niveles de transcripcion de AMANT en los meristemos de inflorescencia.

Se observdé que los transcriptos de AmMANT incrementan de forma
significativa en los meristemos del mutante simple fo respecto a silvestre (figura
32-D). En estilos, donde se observé una tendencia de aumento en los niveles de

transcripcion de CYCD3a y H4, estadisticamente no significativa, también se
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realizaron andlisis de PCR cuantitativa para AMANT y se observd el mismo
patréon con un leve aumento de la transcripcién pero sin significancia estadistica

(figura 32-C).
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Figura 32: Cuantificacion relativa de los niveles de expresion de genes
relacionados con la actividad del ciclo y la expansién celular en fo.

Gréficos correspondientes a los factores de expresion (respecto al silvestre) de los
genes CYCD3a, H4, ANT y BPE, utilizando como referencia al gen Ran3, en diferentes
estadios de desarrollo (10, 12 y 13) en los diferentes érganos de la flor: A) pétalos, B)
estambres; C) estilos; D) meristemos de inflorescencia. El factor de expresién del
silvestre es igual a 1. Aquellas barras marcadas con un “*” significa que las diferencias
son significativas respecto a silvestre con p< 0,05.

Podemos resumir que los mutantes fo provocan un incremento en el
numero de células de los 6rganos florales influyendo en los niveles de expresion
de AMANT en los meristemos. En pétalos se observa ademas un incremento en

la actividad del ciclo celular en el estadio 12.
3.3.3.Expresion de genes relacionados con la expansion
celular

En los pétalos ademas del incremento en el nimero de células provocado
por la mutacién fo se observé una reduccion en la expansion celular, al igual

que en estilos. Dado que el gen BPEp se ha caracterizado en Arabidopsis (Szecsi
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et al. 2006) y tiene un efecto especifico en pétalos restringiendo la expansion
celular se determinaron los niveles de expresion del gen AmBPE

En los analisis de cuantificacion relativa realizados por RT-PCR se detectd
una sobre-expresion del gen AmBPE en pétalos de fo respecto a silvestre, en el
estadio 13 de desarrollo, con un factor de 2,5 (figura 32-A). Estos resultados
justifican la reduccion en la expansion celular observada en los pétalos de los

mutantes fo.

4 DISCUSION Y CONCLUSION

41 EL GEN FO RESTRINGE ESPECIFICAMENTE EL
CRECIMIENTO DE LOS ORGANOS FLORALES

Los analisis fenotipicos de los parametros vegetativos y florales de los
mutantes fo muestran que este alelo es recesivo y que su accion afecta
exclusivamente a las flores. De esta manera se infiere que el gen FO interviene
en la inhibicion del crecimiento de estos 6rganos.

Cuando se estudian en forma detallada los parametros de la flor, en el
mutante simple fo se observa que, tanto a nivel de érgano como a nivel celular,
su accion difiere segun el 6érgano y/o verticilo de la flor. Los estilos de fo no
muestran variacion de tamafio total, y ponen en evidencia un mecanismo de
compensacion entre el aumento en el nimero de células y la menor expansion
celular. Este modelo de compensacion s6lo se ha encontrado recientemente en
los integumentos de 6vulos que sobre-expresan KNAT1. Este proceso provoca
ciclos adicionales de divisién celular que son compensadas por una menor
expansion celular permitiendo una morfogénesis apropiada (Truernit & Haseloff
2008).

Los dobles mutantes fo ple demuestran que la mutacion de fo en el fondo
genético de ple solo afecta el tamafno de los pétalos del segundo verticilo. En el
doble mutante fo ple, aquellos 6rganos petaloides generados en verticilos
internos no varian su tamafo, indicando que FO no es especifico de la identidad
de o6rganos. Para comprobar realmente si la accion de FO es especifica de
verticilo se deberia analizar el efecto en dobles mutantes con genes de
identidad de clase B.

El andlisis de los dobles mutantes fo ple mostr6 una particularidad
respecto al efecto de fo, en los 6rganos que no cambian de identidad. Tanto a
nivel de expansién del pétalo dorsal como de las células, se observo sinergia
entre fo y ple. Por otra parte, existen evidencias de que los genes homedéticos

ademas de determinar la identidad de los oOrganos florales intervienen en
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eventos posteriores coordinando la diferenciacion y crecimiento de estos,
aunque adn no se conozcan estos mecanismos con detalles (Soltiset al.

2002). En el caso especifico del gen BPEp, implicado en la regulacién de la
expansion celular especificamente en pétalos, se ha descrito que los genes de
identidad regulan su expresion (Szecsi et al. 2006). Esto sugiere que ambos
genes pueden actuar en la regulacion de la expansion de los pétalos por vias
redundantes, sin embargo, dicha funcién no ha sido descrita para PLE hasta el

momento.

4.2 EFECTOS DE FORMOSA SOBRE LA EXPANSION Y LA
DIVISION CELULAR

El incremento en el tamafo de los 6rganos florales en el mutante fo se
debe exclusivamente a un aumento en el nimero de células. Esta variacion
puede ser la consecuencia de cambios a nivel de la competencia meristematica,
como es el caso de AMANT (Mizukami et al. 2000), de los cambios producidos
por diferencias en la velocidad del ciclo celular (Cockcroft et al. 2000) o de una
diferencia en la actividad del ciclo celular (Hemerly et al. 1995).

En el caso del mutante fo, se observa un efecto a nivel del meristemo
floral con un incremento en la expresion de AmMANT, lo que significa una
prolongacion del periodo en que las células se estan dividiendo activamente en
el meristemo. Los pétalos en estadios mas avanzados mantienen una mayor
actividad de division tal y como lo demuestran los aumentos en los niveles de
expresion de CYCD3a y H4. Los estambres y el gineceo parecen estar afectados
s6lo en los estadios tempranos.

Aunque los cambios producidos a nivel de la divisién celular no siempre
tienen consecuencias morfolégicas, existen diversos mutantes descritos que
presentan cambios a nivel de 6rgano. Principalmente en hojas, se ha observado
que variaciones en el numero de células pueden conducir a cambios a nivel de
6rgano, como son los casos curly leaf (cIf) (Kim, Tsukaya, & Uchimiya 1998a),
el mutante pointed first leaf2 (pfl2) (Ito, Kim, & Shinozaki 2000), el grf
interacting factor 1 (atgifl) (Kim & Kende 2004), struwwelelpeter (swp) (Autran
et al. 2002), rotundifoliad4 (rot4) (Narita et al. 2004) y angustifolia3 (an3)
(Horiguchi et al. 2005). Mas especificamente en los dOrganos florales de
Arabidopsis se ha encontrado el gen BIG BROTHER (BB), cuyos mutantes
poseen flores con 6rganos de mayor tamafio debido a un mayor periodo de
proliferacién por una prolongacion del tiempo de divisiéon celular en pétalos.

Ademas de la funcién de FO en la division celular, también se observa en
los mutantes una variacion en el tamafio de las células. La funciéon de FO como

promotor de la expansion celular podria estar mediada por una represion de la
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expresion del gen AmMBPE, dado que este presenta incrementos significativos en
los niveles de transcripto en los pétalos de los mutantes simples fo. Existen
evidencias de otros genes que actlan tanto en la regulacion de la divisién como
la expansion celular en los 6rganos de la flor. Esto es el caso de SUP que actua
reduciendo el numero de células y la expansion celular lo que se ha comprobado
en Arabidopsis, petunia y tabaco (Bereterbide et al. 2001; Bowman et al. 1992;
Kater et al. 2000; Sakai et al. 1995)

Para resumir, se puede proponer que el gen FO restringe la actividad del
ciclo celular en los meristemos de inflorescencia y en los pétalos de las flores, y
podria provocar mayor expansion celular en los pétalos mediante la represion
de la expresion del gen AmMBPE encargado de restringir la expansion celular
(Szecsi et al. 2006) (figura 33).

MERISTEMO DE PETALOS DE LA
INFLORESCENCIA —> —» FLOR
COMPETENCIA DIVISION EXPANSION
MERISTEMATICA CELULAR CELULAR
4| AmANT
FO | CYC D, H4
| AmBPE

Figura 33: Esquema putativo de la accion de FO respecto a expansion y
division celular.

Segun los analisis de PCR en tiempo real se puede deducir que FO actua en los
meristemos apicales reprimiendo la expresion de AmMANT, encargado de mantener la
competencia meristematica de las células. En estadios posteriores en el desarrollo se ha
detectado que FO puede intervenir tanto en la regulacion de la division como la expansion
celular en pétalos, reprimiendo CYCD3a, H4 y AmBPE. Estos experimentos no nos
permiten determinar, sin embargo, si FO actia directa o indirecta sobre estos genes o si
se producen cambios adicionales en otros 6rganos que componen la flor en estadios
diferentes a los analizados

132



CONCLUSIONES GENERALES







VIl CONCLUSIONES GENERALES

1 Los ensayos de hacinamiento demuestran la presencia de dos
modulos independientes, uno vegetativo y otro reproductivo, que regulan el
tamafio o la produccién de O6rganos laterales dependiendo del estadio de

desarrollo de la planta.

2 El tamafo floral parece ser estable frente a las condiciones de

hacinamiento.

3 Ambos moddulos, vegetativos y reproductivos, integran la
respuesta, bajo las condiciones de hacinamiento, de tal forma que se produce una
relacion positiva entre el nimero de flores y el area foliar, siendo probablemente
éste ultimo uno de los principales responsables de los cambios en el nUmero de

flores.

4 Las células conicas y planas, correspondientes a la cara adaxial de
los pétalos, presentan homogeneidad tanto en morfologia como en tamafio y son

aptas para la caracterizacion de los mutantes.

5 Las células de las diferentes regiones del pétalo de A. majus no
presentan diferencias en los niveles de ploidia ni entre si ni respecto a los niveles

de ADN de ndcleos de hojas jovenes.

6 El gen CO afecta el tamafo de los O6rganos vegetativos y
reproductivos de las plantas promoviendo su crecimiento, provocando variaciones

en la division celular en estambres y estilos y en la expansion celular en pétalos.

’{ El gen GRAF controla especificamente el tamafo floral regulando la

expansion celular en pétalos y la division celular en los 6rganos sexuales.

8 El aumento en la expansion celular, provocado por los mutantes

Graf, no es producto de incrementos en los niveles de ploidia.
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9 El mutante Graf es epistatico sobre co en cuanto a la expansién de
los pétalos, lo que sugiere que ambos genes participan en una misma via de
control de tamarfio de estos 6rganos actuando CO aguas arriba de GRAF debido a

que Graf es dominante.

10 Los genes DEF y CO participan en rutas paralelas en la regulacién

del tamario e identidad de los pétalos.

11 CO afecta los niveles de expresion de DEF.

12 Los tratamientos de inhibicién exdégena de la expansion celular
proponen que la identidad de los pétalos es independiente de las variaciones del

tamano celular.

13 El gen FO interviene especificamente en la inhibicion del

crecimiento de los érganos florales.

14 La accion del gen FO, tanto a nivel de la regulacion del tamafio de
los 6rganos florales como a nivel de la expansion celular, varia segun el érgano o

verticilo de la flor.

15 El mutante fo incrementa el nimero de células en todos los
6rganos de la flor provocando un aumento en los niveles de expresiéon de AmMANT

en los meristemos de inflorescencia y de CYCD3a y H4 en los pétalos.

16 FO parece actuar como promotor de la expansion celular, en

pétalos, reprimiendo la expresion del gen AmBPE.

17 Los analisis de los dobles mutantes fo ple muestran que la accion

de FO no es especifica de identidad.

18 El gen PLE parece intervenir en la regulaciéon del tamafio de los

pétalos en una via paralela a la que controla FO.

19 La presencia de mutantes con efecto especifico en el tamafio floral
(fo y Graf), asi como de otros que afectan de forma pleiotropica los érganos

laterales de las plantas sugieren que existen al menos dos grupos de genes que
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controla el tamano floral y las proporciones. Uno que afecta tanto el crecimiento

vegetativo como reproductivo y el segundo especifico de la flor.
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ANEXO TABLAS

Tabla 16: Diferencias interregionales e intraregionales del area celular en

el 16bulo abaxial del pétalo dorsal.

REGION | Sub-Regién | Media (nm?) + ET? | Diferencia Grup?ss
NUmero total | Homogéneos
1[ct 1529,60+38,08 | ns* 124 c|d
p? 1621,56+109,06
2|C 1302,97+46,39 | * 125 a
P 1175,41+24,15
3|C 1532,11+61,54 | ns 125 b
P 1428,41+27,88
4|cC 1525,59+78,71 | ns 125 b
P 1411,32+31,24
5|C 1308,05+64,34 | ns 113 a
P 1231,3+26,86
6|C 1546,02+58,44 | ns 125 b |c
P 1470,35+29,10
7|cC 1642,42+116,69 | ns 111 d
P 1720,97+38,96
8|cC 1268,49+64,31 | ns 100 a
P 1243,13+35,50

1C: sub-regién central

2pP: sub-region periférica

S ET: error tipico
4 ns: diferencia no significativa
5 los grupos identificados con la misma letra no presentan diferencias entre si
“ diferencia significativa p<0.05.
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Tabla 17: Diferencias interregionales e intraregionales del area celular en

el 16bulo adaxial del pétalo dorsal

REGION Sub-Regién | Media ("m?) + ET® | Diferencias N total Grupos®
muestras | Homogéneos

3 ct 1514,81+48,47 ns’ 138 a
p? 1502,09+41,77

5 c 1137,98+26,70 ns 188 b
P 1092,87+20,24

6 o 1502,49+35,99 ns 149 a
P 1561,33452,15

8 c 1143,93+24,62 ns 138 b
P 1116,29+24,61

1C: sub-region central

2pP: sub-region periférica

3 ET: error tipico

4 ns: diferencia no significativa

5 los grupos identificados con la misma letra no presentan diferencias entre si
“ diferencia significativa p<0.05.
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Tabla 20:

Parametros de las capsulas

Peso (gr) Largo (mm) | Ancho (mm)
1t 0,12+0,00| 11,06+0,29 7,31+0,15
5t 0,10+0,00 9,63+0,31 6,08+0,24
10t 0,08+0,01 9,91+0,33 6,21+0,17

1vs. 5% -20,03*** -12,97*** -16,78***
1vs. 102 -36,04*** -10,41*** -14,96***

lpromedio + desviacion estandar

2 Diferencia expresada en % considerando al tratamiento control 100%

*P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001.
Las medidas fueron realizadas en 30 individuos totales.
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