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1 INTRODUCCION

Una de las estructuras que permitié a las plantas colonizar a todos los nichos
ecologicos terrestres fue la raiz. Las raices estan presentes en la mayoria de las
plantas vasculares, generalmente tienen gravitropismo positivo, y en el apice una
estructura llamada cofia que protege a la raiz durante su crecimiento a través del
sustrato. Ademas, la raiz permite la interaccion de la planta con bacterias y
hongos presentes en el suelo [1].

1.1 Estructura de la raiz.

De acuerdo con su origen, la raiz puede clasificarse en tres tipos: raiz primaria,
raiz lateral (Fig. 1a) y raiz adventicia (Fig. 1b). Se conoce como raiz primaria a
aguella que se origina a partir de la radicula, la cual es una raiz embrionaria,
mientras que las raices laterales se originan a partir de una raiz parental. Por otra
parte, las raices adventicias se forman a partir de un 6rgano distinto a la raiz,
como pueden ser el tallo o las hojas, tal como se muestra en la figura 1b. En su
conjunto, los distintos tipos de raiz forman al sistema radical (Fig. 1) [2].

1.2 Anatomia de la raiz

En la raiz de la mayoria de las plantas, tales como en Arabidopsis thaliana, se
pueden distinguir longitudinalmente tres zonas de desarrollo, las cuales son: i) la
zona meristematica, en donde la mayoria de las células se dividen
constantemente; ii) la zona de elongacion, donde las células cesan su actividad
mitética y se expanden longitudinalmente; y iii) la zona de diferenciacion, la cual se
caracteriza por presentar células completamente elongadas y vacuolizadas. En
esta zona algunas células epidérmicas prolongan sus membranas citoplasmaticas
creando pelos radicales, el cual es un fenotipo facilmente observable y que indica
diferenciacion celular (Fig. 2a) [3].

El crecimiento de las raices que conforman al sistema radical se mantiene
mediante la proliferacion y elongacion celular, lo cual ocurre en las zonas
meristematica y de elongacién, respectivamente. Las células del sistema radical
se producen en el meristemo apical de la raiz, (RAM, por sus siglas en inglés; Fig.
2b), el cual esta contenido en la zona meristematica. En contraste con la mayoria
de las células del RAM, las células del centro quiescente (CQ) tienen una tasa de
proliferacion celular casi nula. El CQ actua como centro organizador de la raiz y en
Arabidopsis thaliana esta conformado tipicamente por cuatro células [4]. Las
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Figura 1. Tipos de raices que conforman al sistema radical de una planta. a) Raiz primaria y raices
laterales. Modificado de Raven et al, 2014 b) Raiz adventicia. (Tomada de
https://plantsarethestrangestpeople.blogspot.com/2008/01/unsung-hero-hylocereus-undatus.html)

células adyacentes al CQ se conocen como células iniciales (Fig. 2b); éstas se
consideran como células troncales y en el RAM de A. thaliana se reconocen cuatro
tipos: iniciales de la epidermis y de la cofia lateral; iniciales del cortex y de la
endodermis (CElI, por sus siglas en inglés); iniciales provasculares e iniciales de la
columela (Fig. 2b) [3]. Las células iniciales, en conjunto con el CQ, forman al nicho
de células troncales. Las células iniciales generan a los diferentes tipos celulares
de la raiz mediante divisiones asimétricas, es decir, una de las dos células
resultantes de la division permanece como célula inicial y la otra adquiere una
identidad celular distinta. Los tipos celulares de la raiz se organizan
concéntricamente alrededor del cilindro vascular y son: epidermis, cortex,
endodermis y periciclo, el cual rodea al cilindro vascular [3].

En el RAM se generan nuevas células bajo estrictos patrones de division
celular. Estas nuevas células seran desplazadas por otras hasta que entran en la
zona de elongacion, en donde se expanden longitudinalmente, y posteriormente
entran a la zona de diferenciacion, en donde exhibirdn caracteristicas particulares
al diferenciarse, tal como la presencia de pelos radicales [4]. Debido a que la
proliferacion celular en el RAM de la mayoria de las plantas se mantiene por



largos periodos, se considera que la raiz puede crecer indefinidamente; es decir,
se acepta que la raiz presenta crecimiento indeterminado.
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elongacion [ Estele

B |Iniciales del cortex y endodermis
3  Endodermis

[ Cortex

B [Iniciales de la epidermis

3 Epidermis

I |Iniciales de la cofia lateral

3 Cofia lateral

3 Iniciales de la columela

Zona

meristematica [ Columela

Figura 2. Estructura y anatomia de la raiz primaria de Arabidopsis thaliana. a) zonas de desarrollo
de la raiz, el recuadro punteado sefiala al apice de la raiz. Modificada de Peret, 2017:
doi:10.6084/m9.figshare.5143987.v4. b) Meristemo apical de la raiz y los tipos celulares que lo
conforman. Modificada de [5].

1.3 Crecimiento determinado e indeterminado de la raiz.

El crecimiento indeterminado ocurre en la raiz primaria de la mayoria de las
especies de plantas debido a que el RAM permanece organizado y conserva sus
funciones, al menos potencialmente. Por otro lado, el crecimiento del tipo
determinado de la raiz ocurre cuando el meristemo se agota, es decir, cuando las
células del RAM pierden su capacidad mitética, por lo que éste deja de ser
funcionalmente activo y el crecimiento de la raiz se detiene [6]. La presencia del
RAM es la caracteristica principal para distinguir el tipo de crecimiento
determinado o indeterminado de la raiz. Algunas especies que habitan en zonas
con inviernos muy frios o temporadas de sequia, por ejemplo Libocedrus
decurrens, tienen raices cuyo RAM entra en una fase de latencia, pero puede
reiniciar su actividad cuando las condiciones ambientales son adecuadas [7]. De
esta manera, aunque el crecimiento de la raiz puede detenerse en condiciones



adversas, se considera que la raiz posee crecimiento indeterminado pues el RAM
esta presente y contintia siendo funcional [6].

1.4 Crecimiento determinado de la raiz primaria de las cactaceas.

En algunos casos, como en las cactaceas, el RAM esta genéticamente
programado para agotarse, es decir, a partir de ciertas etapas del desarrollo se
abate la proliferacién celular y ocurre la diferenciacion de todas las células del
apice de la raiz [8]. El crecimiento determinado representa un programa especial
en el desarrollo de la raiz primaria de las cactaceas, durante el cual las células de
la zona meristematica se dividen pocas veces y posteriormente se diferencian [9].
Se ha sugerido que el crecimiento determinado proporciona una ventaja
adaptativa a las cactaceas que habitan ambientes aridos y semi-aridos [10]; esto
se ha propuesto debido a que algunas cactaceas presentan induccidén temprana
de raices laterales, desarrollan un sistema radical muy ramificado, y todas las
células epidérmicas generan pelos radicales lo cual favorece el establecimiento de
la plantula [9].

El crecimiento determinado se ha documentado, por ejemplo, para las
raices proteoides en especies de la familia Proteaceae [11], las raices adventicias
de Ficus pumila [12], y las raices laterales de Zea mays [13]. Sin embargo, el
crecimiento determinado de la raiz primaria solo se ha observado en la familia
Cactaceae. Las primeras especies de cactaceas en las cuales se observo el
crecimiento determinado de la raiz primaria fueron Ferocactus peninsulae,
Stenocereus thurberi, S. gummosus [9] y Pachycereus pringlei [14].
Posteriormente, este tipo de crecimiento se observd en la raiz primaria de todas
las especies analizadas de la subfamilia Cactoideae y en varias especies de la
subfamilia Opuntioideae [10].

El desarrollo de la raiz primaria de las cactaceas se puede dividir en tres
etapas: a) inicial, cuando el RAM esté presente en la raiz; b) intermedia, cuando el
RAM es mas pequefio pero sigue presente y los pelos radicales estan cercanos al
apice de la raiz; y c) terminal, cuando el RAM esta agotado, todas las células del
apice estan diferenciadas y como consecuencia los pelos radicales cubren toda la
raiz, incluyendo al apice (Fig. 3) [15].



Figura 3. Etapas del desarrollo de la raiz primaria de Pachycereus pringlei, a) etapa inicial, b)
etapa intermedia, c) etapa terminal. Los recuadros indican el apice de la raiz. Barra y cuadro: 1mm.
Modificada de Rodriguez-Alonso et al., 2018

El tiempo durante el cual la raiz primaria de las cactaceas puede crecer, es
decir, el tiempo en el cual se alcanza el agotamiento del RAM, es distinto para
cada especie; por ejemplo la raiz primaria de F. peninsulae crece solo de 2 a 3
dias después de la germinacion (d.d.g.), mientras que la raiz primaria de
Pachycereus pringlei crece durante 7 a 10 d.d.g [10]. En 1997, Dubrovsky [9]
germin6 semillas de los cactus Stenocereus thurberi y Ferocactus peninsulae en
distintas condiciones, tales como germinar las semillas en papel filtro o en medio
de cultivo sdlido, con o sin la adicién de sacarosa. En las dos especies analizadas
se observo agotamiento del RAM en todas las condiciones probadas. Estos
resultados sugieren que el agotamiento del RAM vy, por lo tanto, el crecimiento
determinado de la raiz primaria de las cactaceas se debe a un programa genético
y no a las condiciones ambientales o de crecimiento.

1.5 Vias de regulaciéon del RAM.

La proliferacion de las células del RAM esta controlada por distintas vias de
regulacion, las cuales se interconectan para formar una red regulatoria [16]. Una
de estas vias, de gran relevancia para el mantenimiento del RAM, es la de los
factores de transcripcion PLETHORA (PLT), los cuales regulan la division y
diferenciacion celular. En la raiz, las proteinas PLT forman un gradiente de
concentracion, su accion depende de su abundancia y esta Ultima define a las
tres zonas de desarrollo de la raiz en A. thaliana [17]. Otra via de regulacion es la
de SHORT ROOT-SCARECROW (SHR-SCR) la cual mantiene la identidad del
CQ y participa en el establecimiento del patron radial de la raiz [18]. Ademas, los
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cofactores transcripcionales SCR y SHR controlan las divisiones asimétricas de
las CEl y de sus células hijas (CEID, células hijas de las iniciales del coértex y
endodermis) para dar lugar a los linajes celulares del cértex y la endodermis [16].

Las proteinas PLT y SCR sobrelapan parcialmente su dominio de expresion
en el apice de la raiz, particularmente en el CQ, en donde la expresion de un
factor de transcripcion adicional, WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5),
es alta y se ha mostrado que éste también se requiere para el control de la tasa de
divisién del CQ y el mantenimiento de las células iniciales de la columela [16].

1.5.1 Las proteinas AP2

Las proteinas PLT forman parte de la familia AINTEGUMENTA-LIKE (AIL) y
éstas a su vez de la superfamilia proteica APETALA 2/ETHYLENE RESPONSE
FACTORS(AP2/ERF). La superfamilia AP2/ERF comprende 147 miembros en A.
thaliana, 157 miembros en arroz (Oryza sativa) y 148 miembros en soya (Glycine
max) [19]. Las proteinas AP2 estan involucradas en distintos procesos celulares
tales como la replicacion y el metabolismo del ADN, asi como en la regulacion del
ciclo celular [18, 14], han sufrido diversos eventos de duplicacion e intercambio de
dominios durante su evolucién y forman parte de uno de los grupos mas grandes
de factores de transcripcion especificos de plantas [19].

Todas las proteinas de la superfamilia AP2 contienen al menos un dominio
AP2, el cual es de unién al ADN y esta altamente conservado [19]. Los genes
AP2/ERF se dividen en tres clases de acuerdo con el nimero de dominios AP2 y
la existencia o no de dominios adicionales [22]. La primera de estas clases incluye
a los genes que codifican para proteinas que contienen exclusivamente dos
dominios AP2 (AP2), por ejemplo las proteinas AP2, AINTEGUMENTA (ANT),
PLETHORA (PLT) y GLOSSY (GL), entre otras; la segunda clase, llamada ERF,
incluye genes que codifican para proteinas con un solo dominio AP2; y la tercera
clase incluye genes que codifican para proteinas que tienen dos dominios de
unién al ADN: un dominio AP2 y un dominio B3 [22].

Las proteinas AP2, como las PLETHORA, se caracterizan por la presencia
de una region enlazadora que tiene de 25 a 26 aminoacidos de longitud entre los
dos dominios AP2 [20]. Aunque en general las proteinas PLT son altamente
similares entre si, las secuencias en la regiones C-term y N-term son variables
[19].



1.5.1.1 Via de regulacion de las proteinas PLT

En Arabidopsis los genes PLT comprenden a un clado de seis factores de
transcripcion, los cuales son PLT1/AIL3, PLT2/AIL4, PLT3/AIL6, BABY BOOM o
BBM/PLT4/AIL2, PLT5/AIL5 y PLT7/AIL7 [23].

Las proteinas PLT forman un gradiente de abundancia en el 4pice de la raiz
debido a su movimiento de corta distancia entre células, desde su lugar de
traduccion hacia las células contiguas a través del plasmodesmo [24]. Las
proteinas PLT establecen una trayectoria de diferenciacion celular gradual, desde
el apice hacia la base de la raiz, mediante dos mecanismos: a) por activacion de
proteinas efectoras para el crecimiento y la divisién celular; y b) por represion de la
diferenciacion celular [25]. Este gradiente de proteinas mantiene la identidad de
las células troncales y regula la proliferacion, expansion y diferenciacion celular,
definiendo asi a las tres zonas del desarrollo de las raices. La expresion de los
genes PLT se restringe a los tejidos en desarrollo, en donde controlan, por
ejemplo, la morfogénesis de los primordios de 6rganos laterales, tales como raices
laterales u hojas [21].

Los genes PLT estan regulados por la fitohormona auxina a través de la
accion, directa o indirecta, de AUXIN RESPONSE FACTORs (ARFs) [23]. Por
ejemplo, la acumulacion de auxinas en las células del periciclo especifica el sitio
de iniciacién de primordios de raices laterales (LRP) mediante la induccion de las
proteinas PLT3, PLT5 y PLT7; mientras que la misma hormona concentrada en la
zona periférica del meristemo apical del brote (SAM, por sus siglas en inglés)
especifica el sitio de iniciacion de los primordios florales o de la hoja [26].

Los dominios de expresion de PLT1, PLT2, PLT3 y BBM en el apice de la
raiz de A. thaliana, se traslapan parcialmente para mantener la division celular y
reprimir la diferenciacion de las células iniciales (Fig. 4). Ademas, se ha
demostrado que la funcion de estos genes es parcialmente redundante [27]. En el
nicho de células troncales la concentracion de las proteinas PLT1 y PLT2 es muy
alta, con un maximo de concentracion en el CQ. La abundancia de las proteinas
PLT1-4 se reduce progresivamente desde la zona meristematica hasta la zona de
diferenciacion, en donde no se detectan estas proteinas [17].

Las mutantes simples de pltl y plt2 no muestran fenotipos muy distintos a
las plantas del tipo silvestre (WT, por sus siglas en inglés; Fig. 5), aunque se
observan alteraciones sutiles en la tasa de division celular y en el numero de las
células meristematicas [23]. EIl RAM de la mutante doble pltlplt2 es mas pequefio



y desorganizado en comparacion con el tipo silvestre, y su raiz primaria es mas
pequefia (Fig. 5) [17, 19].

Figura 4. Dominio de expresion de los genes PLT. Proteina reportera CFP bajo el promotor de
PLT1 (a), PLT2 (b), PLT3 (c) y BBM (d). Proteina reportera YFP fusionada al fragmento genémico
de PLT1 (e), PLT2 (f), PLT3 (g) y BBM (h). Modificada de Galinha et al., 2007.

El maximo de expresion del gen PLT3 se encuentra en las células iniciales
de la columela, en las células provasculares y en el CQ, mientras que el dominio
de expresion de BBM se encuentra en las células iniciales y el CQ (Fig. 4) [17].
Las mutantes simples de plt3”/- presentan raices y un RAM mas corto en
comparacién con las plantas WT; las mutantes dobles plt3/-bbm- tienen un RAM
mMas pequefio y raices mas cortas que las mutantes simples de estos genes; en
contraste, la mutante triple pltl”/-plt2/-plt3-- no desarrolla una raiz post-embrionaria
(Fig. 5) y la segregante de pltl7/-plt2*-bbm-1-/- también carece de raiz [17].



Figura 5. Plantulas de 10 d.d.g. de A. thaliana. De izquierda a derecha se muestra al WT, plt37,
bbm-1-, pltl/plt27, pltl*plt2/plt3”- y a la segregantes de pltl/plt2*-bbm-1". Los recuadros
muestran una magnificacién de las mutantes plt1/plt2-plt3-- (arriba) y la segregante de plt1-plt2+-
bbm-17 (abajo). Modificada de Galinha et al., 2007.

Los genes PLT3, PLT5 y PLT7 regulan de manera parcialmente redundante
las divisiones celulares durante la morfogénesis temprana de los LRPs (Fig. 6)
[28]. En las mutantes triples plt3-/plt57plt7/-, los LRPs en la etapa mas temprana
del desarrollo son morfoldgicamente indistinguibles respecto al WT (Fig. 6A, F).
Sin embargo, en etapas posteriores, la mayoria de las células de la triple mutante
no se dividen correctamente (Fig. 6G-I). [28].
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Figura 6. Los genes PLT son necesarios para la morfogénesis del LRP en A. thaliana (A-E). La
morfogénesis de los LRP se ve afectada en la mutante plt37plt5/plt7/ (F-J). Imagenes de
microscopia confocal de LRPs tefiidos con yoduro de propidio, los circulos indican ausencia de
divisidn celular y las flechas divisiones celulares anormales. Modificada de Du y Scheres, 2017.

2 ANTECEDENTES DIRECTOS Y JUSTIFICACION

En A. thaliana los genes PLT son reguladores muy importantes para el
mantenimiento y establecimiento del RAM en la raiz [17, 21] y para el desarrollo
de este 6rgano. Se ha reportado que las mutantes triples de pltlplt2plt3 carecen
de desarrollo post-embrionario de la raiz primaria [17]. Sin embargo, a pesar de su
relevancia en el desarrollo del sistema radical, el papel de los genes PLT solo se
ha estudiado exhaustivamente en A. thaliana y no en otras especies de plantas.

En la planta modelo A. thaliana los genes PLT tienen su maximo de
expresion en la zona meristematica, tanto a nivel de proteina como de transcrito
(Fig. 4 a-h); su nivel de expresion se reduce en la zona de elongacion y no se
detecta su expresion en la zona de diferenciacion [15, 22]. Los datos obtenidos a
partir del transcriptoma del apice de la raiz primaria de P. pringlei sugieren que en
las cactaceas los genes PLT se expresan en las etapas inicial, intermedia y en
células diferenciadas de la etapa terminal del crecimiento, en contraste con la nula
expresion de estos genes en la zona de diferenciacion de la raiz de A. thaliana
[15]. P. pringlei resulta un buen modelo de estudio para el agotamiento del RAM,
debido a que presenta crecimiento determinado de la raiz primaria de manera
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natural. Dada la relevancia de los genes PLT en el desarrollo de la raiz, resulta de
interés estudiar la participacion de estos genes en la regulacion del crecimiento
determinado de la raiz primaria. Actualmente se cuenta con un transcriptoma
ensamblado de novo del apice de la raiz primaria de P. pringlei asi como un
borrador de genoma para esta especie [15]. El acceso a genomas preliminares de
cuatro cactaceas columnares, asi como a los genomas de otras embriofitas
depositados en bases publicas de datos, permitira la construccion de una filogenia
molecular para los genes PLT. Esta informacion sera de utilidad para comprender
como evolucionaron y se diversificaron los factores de transcripcion PLT de las
plantas.

En su trabajo de maestria, Lopez-Valle (2015) realizdé un arbol filogenético
preliminar, a partir del cual se observé que las proteinas PLT se agrupan en dos
clados. Dicho andlisis se realizé con el método de Neighbor Joining para agrupar a
las secuencias de P. pringlei y A. thaliana de acuerdo con su similitud. En este
proyecto se plantea construir un arbol filogenético con el método de Maximum
Likelihood, realizando previamente un andlisis de seleccion de modelo evolutivo
para encontrar a aquel que se ajuste mejor a las secuencias de algunos géneros
de especies de embriofitas cuyo genoma esta secuenciado. Con base en la
topologia del arbol filogenético que se obtuvo previamente, Lopez-Valle sugirio
qgue el ancestro comun de ambos clados seria similar a PLT5, sin embargo, estos
analisis se llevaron a cabo con un namero reducido de secuencias proteicas. En el
presente trabajo, esta hipo6tesis podra ser corroborada o rechazada pues la
disponibilidad de un mayor numero de genomas secuenciados, mejor
ensamblados y anotados nos permitira obtener una filogenia molecular con mayor
resolucién y soporte estadistico.

Adicionalmente, Huang y Schiefelbein [29] obtuvieron el transcriptoma de
cada zona de desarrollo de la raiz primaria de siete especies de plantas: A.
thaliana, Cucumis sativus, Glycine max, Oryza sativa, Selaginella moellendorffi,
Solanum lycopersicum, y Zea mays [29]. A pesar de las diferencias entre cada
especie, se demostr6 que en general existen programas transcripcionales
conservados en el desarrollo en la raiz de las plantas vasculares. Sin embargo,
Huang y Schiefelbein no analizaron la abundancia de los transcritos PLT, por lo
tanto, en este trabajo también se propone analizar la expresion virtual de los
transcritos de los genes PLT en las angiospermas con transcriptomas
secuenciados de la raiz.
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3 OBJETIVOS

3.1 General

» Estudiar la evolucidon de las proteinas PLT de las embriofitas y su posible
participacion en el crecimiento determinado de la raiz primaria de la
cactacea P. pringlei.

3.2 Particulares

» Identificar a las proteinas AP2 y PLT en las embriofitas.

» Construir una filogenia molecular de las proteinas PLT de las embriofitas.

» Identificar a las proteinas PLT en plantas vasculares sin semilla.

» ldentificar los posibles ortélogos a los genes PLT de A. thaliana en P.
pringlei y otras cactaceas.

» Analizar la expresion de los genes PLT de cactaceas y otras angiospermas.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Identificacidon de los genes PLT en las plantas

Se realiz6 la busqueda por homologia de secuencia de los genes PLT de
angiospermas y gimnospermas mediante el algoritmo tBLASTn con una matriz de
sustitucion BLOSUM62, implementado en la base de datos Phytozome?. Se utilizd
como sonda a la secuencia de aminoacidos de la proteina PLT1 (AT3G20840) de
A. thaliana. La busqueda de genes PLT en el genoma de especies de la familia
Solanaceae se realiz6 en la base de datos SolGenomics Network?. Adicionalmente
se utiliz6 la base de datos del National Center for Biotechnology Information3
(NCBI) para especies adicionales de plantas.

Para identificar a los transcritos PLT de P. pringlei se realiz6 una busqueda
mediante tBLASTn de las secuencias de las proteinas PLT de A. thaliana contra el
transcriptoma de P. pringlei utilizando el programa de CLC Genomics Workbench
(version 9.5.4) con un costo de gaps de 5 por apertura y 2 por extension. Esta
basqueda se realiz6 en el transcriptoma de la raiz primaria de la cactacea P.
pringlei asi como en los borradores de genomas de las cactaceas Carnegiea
gigantea, Lophocereus schottii, Pereskia humboldtii y en Stenocereus thurberi.

Se consideraron como secuencias de proteinas PLT aquellas que tuvieron un
e-value maximo de 1x101°y que se pudieron traducir en una secuencia peptidica
con longitud mayor a 100 aminoacidos.

4.2 ldentificacion de los genes PLT en plantas vasculares sin semilla

Se realiz6 un tBLASTn con una matriz de sustitucion BLOSUMG62 en los
genomas de los helechos Azolla filiculoides y Salvinia cucullata en la base de

datos FernBase*y se seleccionaron las secuencias con un e-value menor a 1x10°
10

También se analizé el transcriptoma de Isoetes tegetiformans e Isoetes spp.
[30], el cual se obtuvo del servidor de DRASearch® con acceso preliminar del
trabajo de Hetherington, et. al [30]. Se realiz6 un BLAST con las secuencias de
proteinas PLT de A. thaliana mediante el programa CLC bajo los parametros por

! https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.htmi#

2 https://solgenomics.net/

3 https://www.ncbi.nim.nih.gov/

4 https://www.fernbase.org/

5 https://trace.ddbj.nig.ac.jp/DRASearch/study?acc=SRP 135936
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default y se seleccionaron aquellas secuencias que cumplieran con los criterios
antes utilizados.

4.3 Verificacion de las secuencias y alineamiento multiple.

Cada una de las secuencias se validaron manualmente al verificar la
presencia de los dos dominios AP2 (IPR036955) que caracterizan a las proteinas
PLT. Se utilizé en el servidor InterPro del European Bioinformatics Institute, EBI™.
Las secuencias que incluyeron dominios adicionales, mas de dos dominios AP2, o
aguellas que tuvieron un solo dominio AP2, se descartaron. Las secuencias
verificadas se alinearon con el algoritmo Clustal omega?.

4.4 Seleccion de modelo evolutivo.

Se realizé un alineamiento multiple de las secuencias de P. pringlei y otro
para los siguientes grupos de secuencias: Brassicales, Caryophyllales,
Brassicales+Caryophyllales. El alineamiento multiple de cada grupo se utilizé para
encontrar al modelo evolutivo al que mejor se ajustan datos. La seleccion de
modelo evolutivo se realizé al utilizar el programa Molecular Evolutionary Genetic
Analysis (MEGA V10.0.5) mediante el método de Maximum Likelihood (ML) con un
umbral de 65% de delecién parcial de gaps.

4.5 Analisis filogenético.

A partir del alineamiento multiple de todas las secuencias de proteinas AP2
se construyé una filogenia con el método Neighbor-joining (NJ) al utilizar el
programa MEGA y el modelo evolutivo que se obtuvo del andlisis anterior. La
robustez estadistica de la topologia filogenética se evalué mediante un analisis de
Bootstrap de 1,000 réplicas, con una distribucion gamma de 1 y deleciéon parcial
de gaps del 65%. Se tomaron las secuencias que se agrupaban en el mismo nodo
monofilético con las proteinas PLT de A. thaliana y se construyd un arbol
filogenético adicional a partir de estas secuencias mediante el método ML vy el
modelo evolutivo obtenido anteriormente.

Lhttp://www.ebi.ac.uk/interpro/
2 https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

14



4.6 Analisis de los dominios AP2 de las proteinas PLT.

La visualizacion de la conservacion de los dominios AP2 de las secuencias
que codifican para proteinas PLT se realizé en la plataforma WEBLOGO?!? con los
parametros por default y 25 simbolos por linea. Se identificé el inicio y fin de los
dominios AP2 para cada proteina PLT de A. thaliana y para cada secuencia PLT
ortdloga putativa de P. pringlei en el servidor InterPro. Se tomaron las secuencias
que solo codificaban para los dos dominios AP2 y la region interdominio de cada
proteina PLT para ambas especies de plantas y se realizdé una matriz de identidad
y similitud.

4.7 Obtencion de material bioldgico.

Las semillas de P. pringlei (S. Watson) Britton & Rose que se utilizaron se
obtuvieron a partir de frutos colectados en el Desierto de Sonora, en Sonora,
México; en las localidades de Guaymas (27.9288, -110.8888) y Bahia de Kino
(28.831476, -111.803929) en junio de 2017. Las semillas se esterilizaron al
colocarlas en un infusor y sumergir a éste en solucion superkill, la cual contiene
60% de cloro comercial (hipoclorito de sodio 4-6% e hidréxido de sodio 0.5-0.10%)
y Tritdn x-100 0.8%. Las semillas se colocaron dentro de un infusor y se pusieron
en agitacion durante 20 minutos. Posteriormente, las semillas se enjuagaron con 4
lavados (con agua destilada y esterilizada durante 10 minutos cada uno) en
agitacion a 160 RPM. Las semillas esterilizadas se sembraron en el medio de
cultivo Linsmaier & Skoog (LS, PhytoTecnology Laboratories) 0.2X, sin sacarosa,
el cual se gelificé con agar 0.8% (Bacto™ agar; Becton, Dickinson and company).
Las cajas Petri con semillas sembradas se colocaron en posicion vertical y se
incubaron a 28 °C con un fotoperiodo 12 h/12 h de luz y oscuridad, en una camara
de crecimiento Precision Scientific.

Se colectaron apices de la raiz primaria de P. pringlei en tres etapas de
desarrollo: a) inicial, cuando el RAM auln esta presente en la raiz; b) intermedia,
cuando el RAM sigue presente en la raiz, aunque es mas pequefio y los pelos
radicales se acercan al apice de la raiz; y c) terminal; cuando el RAM se ha
agotado y en consecuencia todas las células del 4pice se diferenciaron; en esta
etapa se observan pelos radicales en todas las células de la epidermis, incluyendo
a las células del apice. La muestra para la etapa inicial incluy6 apices de ~0.5 mm
(~2-3 dias después de germinacion, d.d.g) y 200-250 apices de raiz por réplica; la
muestra para la etapa intermedia incluy6 apices de ~0.7 mm (~5-7 d.d.g) con 300-
350 apices por muestra, mientras que la muestra para la etapa terminal incluye

L https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi
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apices de ~1 mm (~7-10 d.d.g) con 400-450 &pices por réplica. Se colectaron tres
réplicas biolégicas por etapa.

4.8 Aclaracion de raices y analisis de la raiz primaria mediante microscopia DIC.

Se aclaro la raiz primaria de P. pringlei en las tres etapas de desarrollo.
Para la etapa inicial se utilizaron 3 raices, las cuales tenian una edad de 3 d.d.g.;
para la etapa intermedia se utilizaron 4 raices con 7 d.d.g; mientras que para la
etapa terminal se utilizaron 4 raices 9 d.d.g. Adicionalmente, se realizd el
aclaramiento de 3 raices de plantas con un mes de edad.

Las raices se cortaron y se colocaron en una caja de ELISA de 16 pozos,
colocando una raiz por pozo. Se afiadié solucion de fijacion (Tritdbn X-100 0.1%,
paraformaldehido 4% y MTBS 0.2 X) hasta cubrir la raiz por completo.
Posteriormente, la caja se cubrié con papel aluminio y se incubé a 4 °C durante
toda la noche. Se retir6 la solucion de fijacion y se afiadié la solucion de cambio
(glicerol 30% y dimetilsulfoxido o DMSO 2%), para incubar a 4 °C durante 2 a 3
dias. Finalmente, se retir6 la solucion de cambio y se afiadié la solucién de
aclaracion, la cual estd compuesta por 17 g de Nal y 0.04 g de Na2S203 disueltos
en glicerol al 65% con DMSO 2% en un volumen final de 25 ml, para incubarse
durante 3 dias a 4 °C.

Se montaron de 2 a 3 raices sobre un portaobjetos (26.4 x 76.2 mm) al cual
se le colocé un marco de parafim (26.4 x 50 mm). Se agregd solucion de
aclaracion a la preparacion hasta llenar el marco de parafilm y un cubreobjetos (22
x 40.1 mm). Las aclaraciones de las raices por cada etapa de desarrollo, asi como
de raices de 30 d.d.g se analizaron en un microscopio Olympus BX 53. Para
visualizar las raices se utilizd la técnica de contraste de interferencia diferencial
(DIC, por sus siglas en inglés) o Nomarski. Una vez ajustada la imagen, se
tomaron fotos con la camara Photometrics Cool SNAP, la cual esta integrada al
microscopio. Para observar y ajustar las imagenes se utilizé el programa QED
Capture v2.003.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Identificacion de genes PLT de las plantas

Los genes PLT pertenecen a la subfamilia proteica AINTEGUMENTA-LIKE
(AIL), de la superfamilia AP2/ERF y codifican para factores de transcripcion con
dos dominios AP2. Esta caracteristica fue aprovechada para identificar a los
ortélogos putativos de PLTs en las embriofitas. Para identificar a las secuencias
ortdlogas de los genes PLT en el genoma secuenciado de distintas plantas se
utilizé como sonda a la secuencia de la proteina PLT1 de A. thaliana. Se realiz6
una busqueda mediante tBLASTn en las bases de datos SolGenomics para las
solanaceas; la coleccion de nucleétidos (nr/nt) de la base de datos del servidor del
NCBI para las gimnospermas y Caryophylalles; FernBase para dos especies de
helechos; y Phytozome para el resto de las especies.

Se consideré que las secuencias obtenidas podrian ser proteinas AP2
putativas cuando su longitud fue mayor a 100 aminoacidos, puesto que las
proteinas PLT de A. thaliana tienen una longitud aproximadamente de 560
aminoécidos y tan solo ambos dominios AP2, en conjunto con su region
interdominio, tienen una longitud de 160 aminoacidos aproximadamente. Ademas,
se observo empiricamente que aquellas secuencias con un e-value mayor a 1x10
10 tenfan una longitud menor a 100 aminoéacidos, por lo cual se filtraron a las
secuencias conservando sélo a aquellas que tuvieron un e-value menor a 1x100,
con el objetivo de disminuir la probabilidad de falsos positivos, es decir, para evitar
gue la secuencia resultante del tBLASTn contra el genoma de la planta sea similar
a la sonda solo por azar.

Se realizd el andlisis de dominios de cada secuencia obtenida con la
herramienta InterPro del EMBL-EBI. Esta herramienta reconoce firmas especificas
de dominios proteicos y se utilizé para comprobar que las secuencias solo
incluyen dos dominios AP2. Después de este analisis se obtuvieron 1,161
secuencias que codifican para proteinas de la subfamilia AIL. Estas secuencias
provienen del genoma de 61 especies, las cuales se agrupan en 54 géneros, 32
familias y 26 6rdenes taxonomicos, los cuales abarcan desde las briofitas hasta
las angiospermas (Tabla 1).
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Tabla 1. Especies de plantas en las cuales se identificaron secuencias de

proteinas AlL.

Orden Familia Genero Especie # secuencias

Amborellales Amborellaceae Amborella Amborella trichopoda 12
Apiales Apiaceae Daucus Daucus carota 10
Asparagales Asparagaceae Asparagus Asparagus officinalis 22
Arabidopsis halleri 13
Arabidopsis Arabidopsis thaliana 13
Arabidopsis lyrata 14
) Brassica Brassica rapa 16
Brassicales Brassicaceae Boechera Boechera stricta 14
Capsella grandiflora 14
Capsella Capsella rubella 22
Thellungiella Thellungiella halophila 3
Caricaceae Carica Carica papaya 13
Chenopodiaceae Chenopodium Chenopodium quinoa 16
Beta Beta vulgaris 17
Amaranthaceae Spinacia Spinacia oleracea 15
Amaranthus A. hypochondriacus 10
Caryophyllales Pachycereus Pachycereus Pringlei 5
Stenocereus Stenocereus thurberi 2
Cactaceae Pereskia Pereskia humdoldtii 1
Lophocereus Lophocereus schottii 3
Carnegiea Carnegiea gigantea 2
Cucurbitales Cucurbitaceae Cucumis Cucumis sativus 29
Trifolium Trifolium pratense 20
Phaseolus Phaseolus vulgaris 18
Fabales Fabaceae Medicago Medicago truncatula 26
Glycine Glycine max 45
Funariales Funariaceae Physcomitrella Physcomitrella patens 17
Gentianales Rubiaceae Coffea Coffea arabica 23
Ginkgoales Ginkgoaceae Ginkgo Ginkgo biloba 3
Isoetes spp. 2

Isoetales Isoetaceae Isoetes :
Isoetes tegetiformans 2
Lamiales Phrymaceae Mimulus Mimulus guttatus 12
Salicaceae Populus Populus trichocarpa 32
L Linaceae Linum Linum usitatissimum 30
Malpighiales Manihot Manihot esculenta 28

Euphorbiaceae — — :

Ricinus Ricinus communis 14
Malvales Malvaceae Theobroma Theobroma cacao 17
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] Gossypium hirsutum 44
Gossypium Gossypium raimondii 31
Marchantiales Marchantiaceae Marchantia Marchantia polymorpha 16
Myrtales Myrtaceae Eucalyptus Eucalyptus grandis 19
Picea glauca 1
Pinales Pinaceae Picea . :
Picea abies 2
Oropetium Oropetium thomaeum 17
Panicum hallii 25
Panicum ; .
Panicum virgatum 42
) Brachypodium distachyon 15
Poales Poaceae Brachypodium Brachypodium stacei 24
Zea Zea mays 36
Oryza Oryza sativa 21
Sorghum Sorghum bicolor 22
Bromeliaceae Ananas Ananas comosus 19
Ranunculales Ranunculaceae Aquilegia Aquilegia coerulea 17
Prunus Prunus persica 17
Rosales Rosaceae Fragaria Fragaria vesca 16
Malus Malus domestica 34
Salviniales Salviniaceae Salvinia Salvinia cucullata 6
Azolla Azolla filiculoides 8
Citrus sinensis 28
Sapindales Rutaceae Citrus . :
Citrus clementina 19
Saxifragales Crassulaceae Kalanchoe Kalanchoe fedtschenkoi 14
Selaginellales Selaginellaceae Selaginella Selaginella moellendorffii 19
Solanum melongena 14
Solanum Solanum tuberosum 18
Solanales Solanaceae ;
Solanum lycopersicum 20
Capsicum Capsicum annuum 20
Sphagnales Sphagnaceae Sphagnum Sphagnum fallax 9
Vitales Vitaceae Vitis Vitis vinifera 16
Zingiberales Musaceae Musa Musa acuminata 23

* Los datos se obtuvieron del transcriptoma ensamblado por Rodriguez-Alonso et al., 2018

** |os resultados de estas especies provienen de la seccion 5.4

5.2  Prediccién de modelo evolutivo.

Para identificar la tasa de sustitucion de aminoacidos durante la evolucion de
las proteinas AlL, se realizé la prediccion del modelo evolutivo. Para este analisis
se obtuvo, por separado, un alineamiento multiple con las secuencias del orden
Caryophyllales (Beta vulgaris, Chenopodium quinoa, Pachycereus pringlei y
Spinacia oleracea), debido a que en este orden se encuentra la especie de
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estudio, P. pringlei; y un alineamiento adicional para Brassicales (Arabidopsis
halleri, A. thaliana, A. lyrata, Boechera stricta, Brassica rapa, Capsella grandiflora,
Capsella rubella, Carica papaya, y Thellungiella halophila), debido a que en este
orden se encuentra la especie A. thaliana, la cual es la planta modelo mejor
estudiada y sera la especie contra la que se compararan los resultados obtenidos.
Se realizoé un alineamiento multiple de las secuencias ortélogas putativas de las
proteinas AIL de ambos 6rdenes (Brassicales y Caryophyllales) y se repitié el
analisis (Tabla 2 y Anexos: Tabla 1 y 2) para comprobar que el modelo evolutivo
es el mismo para todas las especies. Los resultados de estos tres andlisis
muestran que las proteinas PLT se ajustan al modelo de sustitucion Jones-Taylor-
Thornton (JTT), el cual se eligié debido a que los valores mas altos del criterio de
informacion bayesiana (BIC, por sus siglas en inglés) y el criterio de informacion
Akaike (AIC, por sus siglas en inglés) asi como el logaritmo natural de
verosimilitud mas negativo corresponden a este modelo (Anexo, Tabla 2) [31].

5.3 Andlisis filogenético.

Para identificar a las proteinas PLT entre las 1,161 secuencias AIL que se
obtuvieron, se construydé un arbol filogenético mediante el método Neighbor-
Joining (NJ) al utilizar el modelo JTT. Este analisis se realiz6 anteriormente en el
laboratorio [32], sin embargo, ahora contamos con 1,161 secuencias de proteinas
AIL en comparacion con las 309 obtenidas en dicho trabajo. Dado que el conjunto
de secuencias a analizar en este trabajo fue, aproximadamente, cuatro veces mas
grande, inicialmente se utilizé el algoritmo de NJ debido que es mas practico
computacionalmente al procesar un numero grande de secuencias. La
construccion de la filogenia se realiz6 con 500 réplicas Bootstrap y una delecion
parcial de gaps del 65%, es decir, solo se analizaron aquellas columnas del
alineamiento que tuvieran al menos el 65% de sitios ocupados por un aminoécido.

A partir del arbol que se obtuvo (Anexos: Figura 1) se extrajeron todas las
secuencias que derivan del nodo monofilético que incluye a los PLT de A. thaliana.
A partir de este analisis, las secuencias obtenidas se dividieron en 299 secuencias
putativas de proteinas PLT y 862 secuencias de proteinas AIL (Anexos: Figura 1).
Se observd que las proteinas PLT estan presentes en todas las especies de
plantas analizadas con excepcion de la hepatica Marchantia polymorpha, y de dos
musgos, o briofitas en sentido estricto (Sphagnum fallax y Physcomitrella patens).
(Fig. 7). Es necesario resaltar que estas tres especies pertenecen al clado
Bryophyta en sentido amplio (sensu lato), es decir, son plantas no vasculares y sin
raices. Ademas de las hepaticas y musgos, el clado Bryophyta también incluye a
los antoceros. Posterior a este analisis y hacia el final de este proyecto se liber¢ el
transcriptoma y genoma de Anthoceros angustus (nUmero de acceso:
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Figura 7. Proteinas PLT y AIL en las especies de plantas analizadas. En las plantas cuyo genoma
esta secuenciado, se identificd a los genes que codifican para proteinas con 2 dominios AP2, la
cual es una caracteristica de las proteinas PLT. Para el orden Poales” se muestran especies de las
familias Poaceae y Bromeliaceae; el orden Malpighiales™ a las familias Linaceae, Euphorbiaceae y
Salicaceae; el orden Brassicales*** a las familias Brassicaceae y Caricaceae; y el orden
Caryophyllales**** a las familias Amaranthaceae y Cactaceae. Ysecuencias traducidas a partir de
transcritos de P. pringlei
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PRJNA543716), en un andlisis realizado por Zhang, J. et al., 2020, por lo que se
realizé la busqueda de proteinas AP2 en esta especie [33]. La busqueda se realiz6
mediante tBLASTn en el programa CLC (Genomics Workbench V 9.5.4) con los
parametros por default. No se encontraron proteinas AlL que cumplieran con los
requisitos establecidos tales como un e-value mayor a 1x1010. Sin embargo,
Zhang, J. et al. [33] si reportan proteinas AP2, esto puede explicarse a partir de la
diferencia en los umbrales de busqueda y reconocimiento de proteinas.

Nuestros resultados sugieren que las proteinas PLT evolucionaron a partir de
las proteinas AIL después de la divergencia entre las briofitas y las plantas
vasculares, lo cual ocurri6 hace ~360 M.A., en el periodo devénico temprano [1,
2]. Otro grupo de plantas en los cuales no fue posible identificar proteinas PLT fue
el de las gimnospermas Ginkgo biloba, Picea glauca, y Picea abies (Fig. 7). Esto
podria ser explicado al considerar que la busqueda de proteinas PLT de las
gimnospermas se realizé en borradores de genoma, fragmentados y de baja
cobertura, por lo que la ausencia de los genes PLT podria deberse a que los loci
correspondientes no se ensamblaron correctamente en las versiones disponibles
del genoma.

En Arabidopsis los genes PLT comprenden a PLT1-PLT5 y PLT7. Para
identificar a los clados de los posibles ortélogos de estas proteinas en todas las
especies de plantas analizadas se realiz6 un arbol filogenético con el algoritmo
Maximum-Likelihood (ML) debido a que este método filogenético es mas
exhaustivo que el método NJ y mas robusto. Para la construccién de la filogenia
mediante el método ML se tomaron las 299 secuencias de proteinas PLT putativas
identificadas anteriormente (Fig. 8).

En la filogenia obtenida se puede observar que las proteinas PLT se agrupan
en cuatro clados, los cuales corresponden a PLT1/PLT2, PLT3/PLT7, PLT4 y
PLT5 de A. thaliana (Fig. 8). Ademas, se observa un grupo de secuencias
provenientes de plantas monocotiledéneas que no se agrupan en los clados antes
mencionados. Esto sugiere que existi6 una duplicacién génica después de la
divergencia entre plantas mono y dicotiledéneas, lo cual ocurri6 hace 170 M.A.,
aproximadamente [34]*.

En la topologia del arbol se identificd a un posible ortélogo de P. pringlei para
cada proteina PLT de A. thaliana, con excepcién de PLT5. Se sabe que las
proteinas PLT1-4 estan involucradas en el mantenimiento del RAM en A. thaliana
[17]. En P. pringlei encontramos un ortélogo para cada una de estas proteinas

! Consultado en http://www.mobot.org/MOBOT/Research/APweb/.
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dentro de cada clado identificado en la filogenia. Esta observacion es congruente
con lo reportado por diversos autores, incluyendo a Huang y Schiefelbein en el
2015, quienes mostraron que, en general, los programas genéticos del desarrollo
de la raiz estan conservados en las traqueofitas [29]; por Ferrari et. al. en el 2019,
quienes observaron procesos conservados en el mantenimiento de la raiz en la
planta basal S. moellendorffi [35]; y por Hetherington et. al., en el 2019, quienes
secuenciaron el transcriptoma de las dos especies de Isoetes que fueron utilizadas
en este proyecto [30].

Figura 8. Filogenia molecular de las proteinas PLT de las embriofitas. El &arbol filogenético se
obtuvo con el método de ML con 1,000 réplicas de bootstrap bajo el modelo JTT. Se muestran los
clados de cada una de las proteinas PLT. Proteinas PLT de P. pringlei (e); A. thaliana (m); y
Monocotiledéneas (color café). Arbol enraizado con la secuencia de una proteina AIL de
Physcomitrella patens (V).
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Las traqueofitas, es decir, las plantas vasculares, comprenden a dos grandes
grupos: las Euphyllophyta y las Lycophyta. En estos grupos la raiz evolucioné de
manera independiente. En la actualidad, las raices de las Lycophyta
(Lycopodiales, Selaginellales, Isoetales) muestran caracteres ancestrales, tales
como ramificacion de la raiz por bifurcacion del RAM en Isoetales y Selaginellales;
o la ausencia de endodermis en la raiz, como sucede en Lycopodium. Huang y
Schiefelbein [29] demostraron que la lycophyta S. moellendorfii expresa un
programa molecular similar al del desarrollo de la raiz de las angiospermas. Una
observacion similar fue reportada por Hetherington et al., para los Isoetales [30].
Es decir, existe convergencia a nivel molecular y de 6rgano a pesar del origen
independiente de la raiz en las Euphyllophyta y Lycophyta. Para estudiar la posible
conservacion de las proteinas PLT en este programa convergente del desarrollo
de la raiz, realizamos la busqueda e identificacién de proteinas PLT en plantas
vasculares sin semilla.

5.4 Andlisis filogenético en plantas vasculares sin semilla

Las plantas vasculares sin semilla estdn compuestas por las Lycophytas y
Monilophytas. Para las Monilophytas existen genomas disponibles de los helechos
Azolla filiculoides y Salvinia cucullata; para las Lycophytas solo se dispone del
genoma de Sellaginela moellendorffii y del transcriptoma de los Isoetales, como
Isoetes tegetiformans e Isoetes spp., a los cuales tuvimos acceso mediante
comunicacién personal con el Dr. Alexander Hetherington [30].

Se identificaron a las proteinas AIL de las plantas vasculares sin semilla
mediante un tBLASTn y las secuencias se filtraron conforme lo descrito en los
métodos. Se obtuvieron ocho secuencias AlL en A. filiculoides, seis en S. cucullata
y dos secuencias para cada una de las Isoetales. Estas secuencias se alinearon
con la secuencia PLT identificada en el genoma de S. moellendorffii, las seis
secuencias de proteinas PLT y seis secuencias de proteinas AIL de A. thaliana;
asi como una secuencia AIL del musgo P. patens como grupo externo. Con el
alineamiento multiple se construy6 una filogenia con el método ML y el modelo
JTT con 1,000 réplicas de Bootstrap (Fig. 9).

En la filogenia se observa que existen proteinas PLT en todas las especies
analizadas de plantas vasculares sin semilla. La topologia obtenida muestra que
las proteinas PLT1-4 y PLT7 de A. thaliana se agrupan en un clado mientras que
la proteina PLT5 agrupa con las secuencias de Lycophyta (Fig. 9). Esto podria
sugerir que PLT5 es la secuencia ancestral a partir de la cual las demas proteinas
PLT divergieron. Sin embargo, este resultado debe corroborarse mediante analisis
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mas exhaustivos, con un mayor nimero de especies, y un método estadistico mas
robusto, debido a que el soporte de rama que une a los dos grupos es bajo (Fig.
9). Es decir, el nodo que une a los clados de las proteinas PLT de A. thaliana con
las proteinas PLT de las Lycophyta apareciéo en 40 de las mil interacciones de
Bootstrap. Ademas, se puede observar que la secuencia de S. moellendorffi que
antes se habia identificado como gen PLT aqui agrupa con las secuencias AlL.
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Figura 9. Genes PLT en plantas vasculares sin semilla. Las ramas en rojo comprenden al clado de
las proteinas PLT; por otro lado, las ramas de color negro comprenden al clado de las proteinas

AlIL.

5.5 Andlisis filogenético en cactaceas.

Las cactaceas analizadas en este proyecto pertenecen a dos subfamilias: 1)
Cactoideae, la cual incluye a las especies Pachycereus pringlei, Carnegiea
gigantea, Lophocereus schottii y Stenocereus thurberi, y 2) Pereskioideae, la cual
incluye a la especie Pereskia humboldtii. La cactacea P. humboldtii posee algunas
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diferencias de las demas especies analizadas en este proyecto, tales como:
presencia de hojas suculentas, un tallo lefioso y la presencia de raices con
crecimiento indeterminado.

Se realizd una filogenia bajo el método ML con 1,000 réplicas de Bootstrap
y con el método evolutivo JTT. El andlisis incluyé 6 secuencias AlL de: 2 de S.
thurberi y de C. gigantea; 1 de P. humboldtii; 3 de Lophocereus schottii [36] y de A.
thaliana. Asi mismo, 5 secuencias PLT putativas de P. pringlei [15]; 6 secuencias
PLT de A. thaliana; y 1 secuencia AIL del musgo P. patens para enraizar la
topologia. La filogenia (Fig. 10) muestra dos clados: el clado de las proteinas PLT,
sefalado en azul, y el clado de las proteinas AlL, en negro. Se puede observar
gue todas las secuencias analizadas de especies de la familia Cactaceae codifican
para proteinas PLT, con excepciébn de 1 secuencia AIL de las especies P.
humboldtii, C. gigantea y S. thurberi. A pesar de ello, las secuencias PLT putativas
agrupan en un clado con un soporte de rama alto.

Se observa que, similar a la topologia de los genes PLT para las embriofitas
(Fig. 8) y las plantas vasculares sin semilla (Fig. 9), los genes PLT1 y PLT2 de P.
pringlei agrupan juntos, asi como PLT3 y PLT7, mientras que PLT5 no agrupa con
alguna otra secuencia. Esta observacion refuerza la hipotesis de que PLT5 podria
ser la secuencia ancestral a partir de la cual las demas proteinas PLT divergieron.

5.6 Andlisis de las proteinas PLT.

Las proteinas PLT son factores de transcripcibn que reconocen al ADN
mediante los dominios AP2, ademas de interaccionar con otras proteinas tales
como WOX5 [37] y TCP [16, 38]; es decir, su funcion depende de su estructura
terciaria y, por lo tanto, de sus estructuras secundaria y primaria. Tradicionalmente
se consideraba que las proteinas PLT solo contienen dos dominios AP2, sin
embargo, recientemente se observd la presencia de dominios intrinsecamente
desordenados parecidos a priones en PLT3, los cuales son necesarios para su
interaccién con WOXS5 [37]. Para estudiar la conservacion de las proteinas PLT en
A. thaliana y P. pringlei se realizaron alineamientos pareados mediante una matriz
de sustitucibon BLOSUMG62 entre cada una las secuencias de proteinas PLT de
ambas especies. Los resultados de este andlisis se usaron para construir una
matriz de identidad y similitud (Fig. 10, Anexos: Tabla 5).
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Figura 10. Topologia filogenética de PLT en cactaceas. El clado de las proteinas PLT esta

sefialado en azul y el clado de las proteinas AIL en negro. La topologia se llevé a cabo mediante
1000 réplicas Bootstrap y el método ML.

En la matriz (Fig. 11) se observa que. en A. thaliana los valores de identidad
van del 34 al 74.5% mientras que los de similitud van del 36.5% al 80%. Por otro
lado, en P. pringlei los valores de identidad van del 30.9% al 63.5% mientras que
los de similitud van del 37.9% al 69.1%. Si comparamos los resultados entre las
dos especies, los valores van de 29 - 69.5%, y de 30.3 - 70.9% de identidad y
similitud, respectivamente. Es decir, las proteinas PLT de A. thaliana son mas
parecidas entre si que a las secuencias de proteinas PLT putativas de P. pringlei.

Estos resultados podrian sugerir que las proteinas PLT entre ambas
especies, al ser poco similares, reconocen diferentes blancos en el ADN. Se ha
propuesto que la regidn interdominio es importante para actividades
transcripcionales especificas, tales como la interaccion con otras proteinas o para
facilitar la localizacion nuclear [39]. Adicionalmente, en los dominios AP2 hay una
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secuencia conservada que forma una a-hélice anfipatica en el dominio de union al
ADN [20]. Por esta razbdn, se analizé la conservacion de aminoéacidos de los
dominios AP2 de las proteinas PLT de embriofitas (Fig. 12). Se observo que,
precisamente, los dominios AP2 son altamente conservados y su variacion es
minima, al igual que la region interdominio entre los dos dominios AP2.

PLT de A. thaliana PLT de P. pringlei
1 2 3 4 5 71 2 3 4 5

5|1 - 44.9 51.6 50.6 44.2 49.3 42.9 53.6.&
S 2 437 51.1 52.3 46.4 47.6 44.4 57.1 46.8
T3 |36.6 352 48.7 44.1 47 55308008 53.8 43.4
T4 379399 394 44.8 443 51.5 452 439 435 50.2
£ 5395397 359 356 43.7 46.8 46400880
“17 353 36.1- 34.8 46.7 42.5 53.9 45.9
/1 401378 361 42.2
S 2| 35354 483 374
~ 3 452 478 337 36 36.4 46.7
84 | 484 368 441 349 37 453 34 36.4 49
= |5 [J698 617 346 39.9080M 35.7 38.6 38.7 39.2

Figura 11. Matriz de identidad y similitud entre las proteinas PLT de A. thaliana y los transcritos
traducidos de P. pringlei. Los valores sobre la diagonal corresponden a la similitud entre las
secuencias, mientras que los valores bajo la diagonal corresponden a la identidad entre las
secuencias.

Figura 12. Los dominios AP2 estan altamente conservados en todas las especies de plantas
analizadas.

Para entender la conservacion de las proteinas PLT en el desarrollo la raiz
de P. pringlei se elaboré una matriz de identidad y similitud con las secuencias de
los dominios AP2 y la region interdominio de las proteinas PLT de A. thaliana y P.
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pringlei (Fig. 13). En la matriz de la figura 13 se observa que los dominios AP2 de
las proteinas PLT estan altamente conservados entre las dos especies analizadas.
Por un lado, los dominios AP2 de las proteinas PLT de A. thaliana tienen valores
de identidad que van del 74.6% al 96.1% y de similitud que van del 81.2% al
98.3%. Por otro lado, los dominios AP2 de las proteinas putativas de P. pringlei
tienen valores de identidad que van 84.7% al 96.5% y similitud que van del 92.7%
al 100%. En contraste, si comparamos las dos especies, los valores de identidad
van del 75.1% al 93.8% y de similitud que van del 82.2% al 99.4%. Estos
resultados muestran que, aunque las regiones C-term y N-term de las proteinas
PLT son variables, los dominios AP2 estan altamente conservados entre A.
thaliana y P. pringlei, por lo que las proteinas PLT podrian reconocer los mismos
blancos en el ADN. Para explorar esta hipétesis, se analizd la conservacion de
cada aminoacido que compone a los dominios AP2 de A. thaliana y P. pringlei.

PLT de A. thaliana PLT de P. pringlei

1 2 3 4 5 7 1 2 3 4 5
sl 1 92.3 93.9 92.8
S| 2 93.8 95.5 94.4
£l 3 84.4 86.9 85.8 87.4
<4 94.9 91.6. 94.9 92.7
o5 88.7
| 7 83.7 84.2 87.8 92.7
T 1] 89.4 921 93.8 91 84.7 92.7
g 2834 86 84.3 89.6 93.6 86.5
&3 883 89.8 87 91.9 88.2 90.4 90.6
3| a 85.3 84.2 87.8 93.5 85.9/96:5 88.8 94.8
S5 922938 91 90.4 84.2 94.4 86.5 94.9 84.7

Figura 13. Matriz de identidad y similitud entre los dominios de las proteinas PLT de A. thaliana y
los transcritos traducidos de P. pringlei muestra un alto grado de similitud e identidad.

Se realizé un alineamiento multiple entre las secuencias de los dominios
AP2 de las especies A. thaliana y P. pringlei; encontramos una insercién de 21
aminodacidos en el segundo dominio AP2 de las secuencias de la proteina PLT3 de
A. thaliana, sin embargo, a pesar de esta insercion, comprobamos que existe una
alta conservacion entre las secuencias de los dominios (Anexo: Fig. 2). Estos
resultados sugieren que, si las proteinas PLT de P. pringlei y de A. thaliana estan
altamente conservadas, entonces podrian reconocer a los mismos blancos en el
ADN en ambas especies, por lo que las diferencias en el patron de desarrollo de la
raiz entre estas A. thaliana y P. pringlei podrian ser explicados por dos hipotesis
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alternativas: que las proteinas PLT de estas especies son reguladas por distintos
reguladores o que las proteinas PLT interaccionan con proteinas diferentes.

Figura 14. Los dominios AP2 de las proteinas PLT A. thaliana y P. pringlei estan altamente
conservados. El tridngulo indica una insercién de 21 aminoacidos en PLT3 de A. thaliana.

Para indagar si las diferencias del patrén de desarrollo en A. thaliana y P.
pringlei se deben a que las proteinas PLT se regulan de forma distinta se analizé
la abundancia de los transcritos de PLT en 4 plantas. Se utilizaron los datos de
dos especies de plantas monocotiledéneas (Oryza sativa y Zea mays) y dos
dicotiledoneas (Solanum lycopersicum y Glycine max) obtenidos a partir del
trabajo de Huang y Schiefelbein [29] para comparar los niveles de abundancia de
transcrito de PLT reportadas para A. thaliana y los datos del transcriptoma de P.
pringlei ensamblado por Rodriguez-Alonso et al. [15] (Fig. 15).

Al analizar la abundancia de los transcritos de PLT en P. pringlei se observé
que los genes PLT se expresan en todas las etapas del desarrollo de la raiz e
incluso en células diferenciadas en la etapa terminal y, ademas, presentan niveles
de abundancia méas altos que en comparacién con A. thaliana en esta etapa de
desarrollo. Esto contrasta con lo reportado para A. thaliana en los trabajos de Aida
et al. [23], y de Galinha et al. [17], en donde se demostré que la pérdida de funcién
de los genes PLT conduce al crecimiento determinado por el agotamiento del
RAM.

Cuando observamos los niveles de abundancia de los transcritos de las
proteinas PLT en otras especies observamos que PLT3 y PLT5 en dicotiledoneas
siguen el patron de expresion observado para A. thaliana. Para las
monocotileddéneas O. sativa y Z. mays se encontré que las proteinas PLT que no
se agrupan en los clados clasicos, se transcriben mayoritariamente en el apice de
la raiz que en las zonas de elongacion o de diferenciacion.
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Figura 15. Abundancia de los transcritos PLT de algunas especies de plantas monocotiledéneas y
dicotiledéneas. Los niveles de transcrito indican que, a diferencia de A. thaliana, P. pringlei

mantiene la expresion de los genes PLT incluso en la etapa terminal, la cual incluye solo a células
diferenciadas.

5.7 Analisis del dominio AP2 de las proteinas PLT de P. pringlei.

Las proteinas PLT pertenecen a la subfamilia AP2/ERF la cual, a su vez,
pertenece a la superfamilia APETALA2 [39], una de las familias mas grandes y
conservadas de las plantas. Las proteinas AP2/ERF Se caracterizan por poseer, al
menos, un dominio AP2 que comprende entre 60 a 70 aminoacidos y estan
clasificadas en cuatro subfamilias; las AP2, las relacionadas a ABI3/VP1 (RAV),
las proteinas de union a elementos de respuesta a deshidratacion (DREB), y los
factores de respuesta a etileno (ERF) [40].

Las proteinas EREBPS reconocen al ADN mediante el dominio AP2, el cual
se unen especificamente a la caja GCC, que es una secuencia conservada de 7
nucleotidos (AGCCGCC). Entre los EREBP hay una region de, aproximadamente,
60 aminodacidos altamente conservada; esta region se refiere a al dominio de
unién a la caja GCC (GBD, GCC-box domain), altamente similar a nivel de
aminoéacidos al dominio AP2 de las proteinas PLT. La interaccion entre EREBP y
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la caja CGG se ha estudiado mediante cristalografia y se sabe que esta
interaccion esta mediada principalmente por argininas [41].

Se realizé un alineamiento entre las GBD y el dominio AP2 de las proteinas
PLT de Arabidopsis y las PLT putativas de Pachycereus, como se observa en la
figura 16. El alineamiento muestra secuencias de algunos EREBPS y ERF
analizados por Allen et. al. [41], y secuencias de algunas proteinas PLT de A.
thaliana y P. pringlei. Con el objetivo de encontrar el sitio de union al ADN se
observd que la R162 es reemplazada por una histidina (H) en P. pringlei y en A.
thaliana. Debido a que los dos aminoacidos son polares con carga y que la
Histidina presenta dos grupos amino disponibles, esto sugiere que, aunque existe
una sustitucion de aminoéacido, las interacciones con los grupos amino de la
Timina y la Guanina podrian también ocurrir en el dominio AP2 de las proteinas
PLT de P. pringlei y de A. thaliana.

—————— - e [ITSSSSEISISITTS——=-
EREBP1 PRGRHYRGV-RRRPWGKFAAETRDPAKNGARVWLGTYETDEEAATAYDKAAYRMEGSKAH
EREBPZ PEGRHYRGV-ROQRPWGKFAAETRDPAKNGARVWLGTYETAEEARTAYDKAAYRMEGSKAL
ERF1 AKGEHYRGV-RORPWGKFAAETRDPARKNGARVWLGTFETAEDAATLAYDEAAFRMRGSRAL
ERF2 VEAFKHYRGV-RORPWGKFAAETRDPAKNGARVWLGTFETAEDAATAYDIAAFRMRGSRAL
ERF3 VEEIRFRGV-REKRPWGRFAAEIRDPWEE-ARVWLGTFDSAEEAARAYDSAARNLRGPEAK
EREBP3 VEEVHYRGV-RERPWGRYAAETRDPGEE-SRVWLGTEFDTAEEARKAYDTAAREFREGPKAK
PLT1 ——ASMYRGVTRHHQHGRWQARIGRVAGN-KDLYLGTESTEEEAREAYDIAATKFRGLNAV
PLTZ2 ——ASMYRGVTRHHQHGRWQARIGEVAGN-KDLYLGTESTEEEAREAYDIAATKFEGLNAV
PLT3 ——ASIYRGVTRHHQQGRWQARIGEVAGN-KDLYLGTFATEEEAREAYDIAATKFEGINAV
PLT4 ——ASTIYRGVTRHHQHGRWQARIGEVAGN-KDLYLGTEFGTQEEAREAYDIAATKFEGLSAV
PacPri 1 ——-ASTIYRGVTRHHOHGRWQARTIGREVAGN-KDLYLGTESTQEEAREAYDIAATKFRGLNAV
PaCPri:Z ——ASTIYRGVTRHHOQGRWQARIGREVAGN-KDLYLGTFATEEEAREAYDIAATKFRGVNAV
PaCPIi_3 ——ASIYRGVTRHHQHGRWQARIGREVAGN-KDLYLGTESTEEEAREAYDIAATKFRGLNAV
PaCPIi_4 ——ASTYRGVTRHHQQGRWQARIGRVAGN-KDLYLGTFATEEEAREAYDIAATKFRGVNAV
PacPri 5 ——ASIYRGVTRHHQHGRWQARIGEVAGN-KDLYLGTESTEEEAREAYDIAATKFRGMNAV

Figura 16. Alineamiento de 3 secuencias de EREBP, 3 de ERF (obtenidos del trabajo de Allen, et
al. en 1998) con 4 PLT de A. thaliana (PLT1-4) y 5 PLT de P. pringlei (PacPri_1-5). En rojo se
muestran las posiciones en los EREBP y ERF que interaccionan con el DNA, mientras que se
muestran en verde las posiciones de los AP2/PLT. Ademas, estan marcadas las hebras 3 con un
bloque y una punta, asi como las hélices con el simbolo |. El alineamiento se obtuvo en Clustal y la
prediccion de estructura secundaria en Jpred 41.

Por otro lado, Santuari et. al. [21] identificaron mediante SELEX (Systematic
evolution of ligands by exponential enrichment, por sus siglas en inglés) los
motivos de ADN que son reconocidos por PLT2 y PLT5 (Fig. 17).

! http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4/index.html
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Figura 17. Motivos consenso de PLT5 y PLT2 (SELEX). Santuari, et. al., 2016.

Con la finalidad de conocer el sitio de union de las proteinas PLT putativas
de P. pringlei se realiz6 una busqueda en el banco de datos de proteinas (PDB;
protein data bank) con la secuencia de la proteina PLT1 de P. pringlei. Para este
analisis obtuvimos la estructura del cristal de AtERF96* (Fig. 18) el cual es un ERF
de A. thaliana.

Se obtuvo la secuencia de aminoacidos del cristal AtERF96 y realizamos un
alineamiento (Anexos: Figura 3) contra la secuencia consenso de los CBD del
articulo de Allen et al. De la misma manera que en la figura 16, localizamos las
argininas que podrian interactuar con el ADN y podemos observar que en el CBD
estan todas conservadas. En las proteinas PLT estas posiciones estan sustituidas
por una H, por lo cual los EREBPs y las PLT reconocen cajas distintas. Sin
embargo, las sustituciones que se observan en P. pringlei y en A. thaliana son las
mismas, por lo que este analisis refuerza la hipoétesis de que las proteinas PLT de
P. pringlei estan reconociendo los mismos blancos que en A. thaliana.

En conjunto, los resultados del analisis del sitio de unién de las proteinas
PLT y de las proteinas ERF sugieren que la interaccién entre los aminoacidos y
sus sitios blanco en el ADN parece estar conservada; es decir, los resultados
muestran que algunos de los nucleétidos del sitio de union de AtERF96
(TAGCCGCCAGC) que interaccionan con la proteina estan también conservados
en la secuencia consenso de PLT5 (CCTCGGTTTTCGTGCC) [21].

1 DOI: 10.2210/pdb5W X9/pdb
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Figura 18. Estructura de AtERF96 (DOI: 10.2210/pdb5WX9/pdb) unido a un motivo de ADN. En
azul se muestran las hebras de ADN, en verde la proteina y marcados en rojo las bases
nitrogenadas que interaccionan con los aminoacidos marcados en naranja. Esta imagen fue
obtenida por PyMOL.

5.8 Aclaracion y andlisis de la raiz primaria mediante microscopia DIC.

El andlisis del transcriptoma de P. pringlei mostré que los transcritos de los
genes PLT se expresan incluso en células diferenciadas (Fig. 15). Un posible
escenario para la presencia de transcritos PLT en el apice es que en la etapa
terminal de raiz exista iniciacion de LRP puesto que las proteinas PLT3, PLT5 y
PLT7 son requeridas para este proceso (Fig. 6). Para explorar si existen
primordios de raices laterales cercanos al apice, se aclararon 4 raices de la etapa
inicial; 3 raices de la etapa intermedia; y 4 raices de la etapa terminal,
adicionalmente se aclararon 15 raices de 30 d.d.g para observar si en etapas
posteriores existe formacién de primordios cercanos al apice (Fig. 19). Se observé
qgue las células que se colectaron en la etapa inicial son, principalmente, células
meristematicas; en la etapa intermedia son células meristematicas y elongadas; y
en la etapa terminal todas son células diferenciadas (Fig. 3). No se observaron
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primordios de raices laterales en las etapas inicial, intermedia, ni terminal, y
tampoco fue posible identificarlos en las raices de 30 d.d.g (Fig. 19D). Esto
descarta que la expresion de las proteinas PLT en el apice de la raiz primaria de
P. pringlei esté asociada a la formacion de LRP, es decir, la expresion de las
proteinas PLT en el apice de la raiz de P. pringlei en la etapa intermedia y terminal
no se debe a la iniciacion de primordios de raices laterales.

Figura 19. A) Raiz primaria de P. pringlei en etapa inicial, 20X. B) raiz primaria de P. pringlei en
etapa intermedia, 10X C) raiz primaria de P. pringlei en etapa terminal, 10X. D) raiz primaria de P.
pringlei 30 d.d.g., 10X.

5.9 Obtencién de material biol6gico para cada etapa de desarrollo de la raiz
primaria de P. pringlei.

La raiz primaria de la cactacea P. pringlei se puede dividir en tres etapas de
desarrollo: a) inicial, cuando el RAM esta presente en la raiz; b) intermedia,
cuando el RAM es mas pequefio, pero sigue presente y los pelos radicales estan
cercanos al apice de la raiz; y c) terminal, cuando el RAM se ha agotado, todas las
células del apice estan diferenciadas y como consecuencia los pelos radicales
cubren toda la raiz, incluyendo al 4pice. Para analizar la participacion de los genes
PLT se colectaron apices de las tres etapas de desarrollo de la raiz primaria de la
cactacea P. pringlei. Se colectaron tres réplicas bioldgicas para cada etapa de
desarrollo de la raiz primaria de P. pringlei; en la etapa inicial, se colectaron apices
de 0.5 mm; para la etapa intermedia, apices de 0.7 mm; y para la etapa terminal,
apices de 1 mm (Tabla 3). Estas muestras se utilizaron para la extraccion de ARN,
sintesis de ADNCc y los ensayos de RT-qPCR; los cuales estan en progreso.
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Tabla 3. Numero de apices colectados para cada réplica biologica.

Réplica Inicial Intermedia Terminal
1 351 300 400
2 212 310 440
3 245 370 410
Total 808 980 1,250

5.10 Extraccion de ARN total

[Los resultados reportados en esta seccion corresponden a experimentos preliminares, asi como
para conocer los protocolos de extraccion. Por cuestiones de la cuarentena impuesta debido al
COVID-19 no se pudieron culminar estos andlisis con las muestras colectadas para dicho
propdsito].

Para comprobar la expresion virtual de los transcritos de los genes PLT se
medira la abundancia de transcrito de los genes PLT en cada una de las etapas de
desarrollo de la raiz primaria de P. pringlei.

Debido a que la tercera réplica biolégica no estd completa (Tabla 3), las
pruebas de extraccion de RNA se han realizado con muestras de raiz total para
estandarizar el protocolo de extraccion. Se realizaron dos ensayos de extraccion
mediante el método de TRIzol. Los resultados de la extraccion de RNA (Fig. 20)
muestran que la relacion de los valores de absorbencia a 260/280 y 260/230 nm
fueron de 2.01 y 0.95, respectivamente. La razén de absorbencia entre las
longitudes de onda 260/280 nm indica la pureza de los &cidos nucleicos respecto a
las proteinas, la cual debe aproximarse a un valor de 2.0. Por otro lado, la razén
de absorbencia entre 260/230 también mide la pureza de los acidos nucleicos,
pero con respecto a polifenoles o polisacaridos. En una muestra limpia, se espera
gue este valor se encuentre entre 2.0 y 2.2. Los resultados obtenidos indican que
la extraccidn no presenta contaminacion por proteinas, como se observa en los
valores obtenidos a 260/280. Por otro lado, observamos que la extraccion
presenta contaminacién por polifenoles o polisacaridos puesto que los valores de
absorbencia en las longitudes de onda 260 y 230 son similares. Esto indica
contaminacion por polisacaridos, lo cual es esperado debido a que la muestra
analizada contiene, principalmente, células diferenciadas. Se ha demostrado
empiricamente que la presencia de polisacaridos podria interferir en las
reacciones enzimaticas de polimerizacion, por lo cual es necesario estandarizar la
técnica de extraccion de RNA para obtener una muestra con mayor pureza en la
absorbencia 260/230.
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6 CONCLUSIONES

Al realizar la busqueda de proteinas PLT en las plantas terrestres se
identificaron 1,161 secuencias que codifican para proteinas AlL, de las cuales 299
corresponden a secuencias posibles ortdlogos de las proteinas PLT. Estas
secuencias provienen del genoma de 61 especies, las cuales se agrupan en 54
géneros, 32 familias y 26 6rdenes taxonomicos (Tabla 1, Fig. 8). Los resultados
muestran que las AP2 surgieron en la diversificacion de bryophyta y lycophyta.

Las proteinas PLT estan presentes en todas las especies de plantas
analizadas, con excepcion de las briofitas. Esto sugiere que las proteinas PLT
evolucionaron a partir de las proteinas AlIL después de la divergencia entre las
briofitas y las plantas vasculares, hace 360 M.A aproximadamente (Fig. 9).

En la filogenia de las proteinas PLT (Fig.8) se puede observar que éstas se
agrupan en cuatro clados, los cuales corresponden al de PL1/PLT2, PLT3/PLT7,
BBM y PLT5 de A. thaliana. Ademas, se observa un grupo de secuencias
provenientes de plantas monocotiledoneas que no agrupan en los clados antes
mencionados. Esto sugiere que existi6 una duplicacién génica después de la
divergencia entre plantas mono y dicotiledoneas. Por otro lado, se identificé a un
posible ortdlogo de P. pringlei para cada proteina PLT de A. thaliana con
excepcion de PLT5.

En el arbol filogenético de las proteinas PLT de las plantas vasculares sin
semilla se observa que las proteinas PLT1-4 y PLT7 de A. thaliana se agrupan en
un clado mientras que la proteina PLT5 agrupa con las secuencias de las
Lycophyta. Esto podria sugerir que PLT5 es la secuencia ancestral a partir de la
cual divergio el resto de las PLTs. En resumen, los analisis filogenéticos muestran
que las proteinas AP2 estan conservadas en todas las especies de plantas, y que
la aparicién de las proteinas PLT, posiblemente a partir de una secuencia similar a
PLT5, coincide con la aparicion de las raices y del sistema vascular.

Los andlisis de identidad y similitud de los dominios AP2 sugieren que las
proteinas PLT de P. pringlei podrian reconocer los mismos blancos en el ADN que
en A. thaliana, por lo cual, las diferencias en el patron de desarrollo entre estas
dos especies podrian explicarse por dos razones: 1) las proteinas PLT estan
siendo reguladas por distintas vias de regulaciébn, o 2) las proteinas PLT
interaccionan con proteinas diferentes. Debido a que no se han cristalizado las
proteinas PLT no es posible comprobar su interaccion con otras proteinas, sin
embargo, es posible obtener su estructura por homologia con otros dominios AP2,
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por lo que es necesario realizar estos analisis para descartar alguna de estas
hipotesis.
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8 ANEXOS

Figura 1. Filogenia de las proteinas AIL en las embriofitas. En verde estd marcado el clado de los

PLT.
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Tabla 1. Prediccion del modelo evolutivo del orden Caryophyllales. Incluye a las
especies Beta vulgaris, Chenopodium quinoa, Pachycereus pringlei y Spinacia

oleracea.
Caryophyllales
Model #Param BIC AlCc InL Gamma
JTT+G+I+F 112 81079.56 80153.45 -39964.3 1.164944
WAG+G+I+F 112 81274.92 80348.82 -40062 1.20684
Dayhoff+G+I+F 112 81478.56 80552.45 -40163.8 1.101686
LG+G+I+F 112 81634.01 80707.91 -40241.5 1.05479
rNREV+G+I+F 112 81679.65 80753.54 -40264.3 1.09522
MtREV24+G+I+F 112 82074.97 81148.86 -40462 0.980974
CPREV+G+I+F 112 85088.24 84162.13 -41968.6 0.57384

Tabla 2. Prediccion del modelo evolutivo de la cactacea P. pringlei.

Pachycereus Pringlei

Model #Param BIC AlCc InL Gamma

JTT+G+F 27 12196.4 12034.32 -5989.91  1.494673
CPpREV+G+F 27 12197.8 12035.73 -5990.61 0.592889
LG+G+I+F 28 12202.94 12034.88 -5989.17 1.864541
WAG+G+F 27 12208.83 12046.76 -5996.13  1.555985
Dayhoff+G+I+F 28 12211.37 12043.31 -5993.39 1.809162
rtREV+G+I+F 28 12216.41 12048.36 -5995.91  1.980436
MtREV24+G+I+F 28 12236.04 12067.99 -6005.72 1.77316

Tabla 3. Prediccién del modelo evolutivo del orden Brassicales. Incluye a las
especies Arabidopsis halleri, A. thaliana, A. lyrata, Capsella grandiflora, Boechera
stricta, Brassica rapa, Capsella rubella, Carica papaya y Thellungiella halophila

Brassicales

Model #Param BIC AlCc InL Gamma
JTT+G+I+F 162 43564 42197.68 -20936.1 1.06
WAG+G+I+F 162 43888.44 42522.12 -21098.3 1.06
Dayhoff+G+I+F 162 43946.49 42580.17 -21127.3 1
LG+G+F 161 44082.11 42724.21 -21200.3 0.76
rtREV+G+I+F 162 44236.5 42870.17 -21272.3 0.98
MtREV24+G+I+F 162 44239.36 42873.03 -21273.7 0.89
CPREV+G+I+F 162 46193.6 44827.27 -22250.9 0.36
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Tabla 4. Prediccion del modelo evolutivo para las secuencias AIL de los érdenes
Brassicales y Caryophyllales.

Brassicales + Caryophyllales

Modelo BIC AlCc InL Gamma
JTT+G+I+F 122608.1 120291.6 -59888.8 0.913808
WAG+GH+I+F 123109.5 120793.1 -60139.5 0.982585
Dayhoff+G+I+F 123358.8 121042.3 -60264.1 0.876802
LG+G+I+F 123646.9 121330.5 -60408.2 0.87062
REV+G+I+F 123939.7 121623.2 -60554.6 0.912407
MtREV24+G+I1+F 124325.4 122008.9 -60747.4 0.81881
CPREV+G+F 128113.7 125806.3 -62647.1 0.441455

Las proteinas PLT evolucionaron bajo el modelo de sustitucion Jones-
Taylor-Thornton (JTT); con los valores del criterio de informacion bayesiana (BIC,
por sus siglas en inglés) y el criterio de informacion Akaike (AIC, por sus siglas en
inglés) mas altos y el logaritmo natural de verosimilitud mas negativo resultante de
los dos criterios anteriores.
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Figura 2. Fraccion del alineamiento de las secuencias de los dominios AP2 de A. thaliana y P.

pringlei. Se muestra solo la regién del alineamiento que contiene la insercién de 21 aminoacidos en
la proteina PLT3 de A. thaliana.
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Tabla 5. Porcentajes de identidad y similitud entre las proteinas PLT y sus
dominios de A. thaliana (AraTha) y P. pringlei (PacPri).

Secuencia completa Secuencia de los dominios AP2

AraTha Identidad  Similitud AraTha Identidad Similitud
PLT1 vs PLT2 74.5 80 PLT1 vs PLT2 96.1 98.3
PLT1vs PLT3 36.6 44.9 PLT1vs PLT3 75.5 815
PLT1 vs PLT4 37.9 51.6 PLT1 vs PLT4 87.8 96.7
PLT1 vs PLT5 39.5 50.6 PLT1 vs PLT5 90 95
PLT1vs PLT7 35.3 44.2 PLT1vs PLT7 82.8 91.7
PLT2 vs PLT3 35.2 43.7 PLT2 vs PLT3 76.6 82.7
PLT2 vs PLT4 39.9 51.1 PLT2 vs PLT4 90.4 98.3
PLT2 vs PLT5 39.7 52.3 PLT2 vs PLT5 915 96.6
PLT2 vs PLT7 36.1 46.4 PLT2 vs PLT7 84.2 93.2
PLT3 vs PLT4 39.4 48.7 PLT3 vs PLT4 74.6 81.2
PLT3 vs PLT5 34 44.1 PLT3 vs PLT5 77.6 84.4
PLT3 vs PLT7 60 66.6 PLT3 vs PLT7 83.7 87.4
PLT4 vs PLT5 35.6 44.8 PLT4 vs PLT5 88.7 94.9
PLT4 vs PLT7 34.8 44.3 PLT4 vs PLT7 84.2 92.1
PLT5 vs PLT7 35.9 46.7 PLT5 vs PLT7 87.8 95.3
PacPri PacPri

Pacpri_1 vs 30.9 37.9 Pacpri_1 vs 86.5 92.7
Pacpri_2 Pacpri_2

Pacpri_1 vs 36 46 Pacpri_1 vs 90.4 96
Pacpri_3 Pacpri_3

Pacpri_1 vs 34 41.7 Pacpri_1 vs 85.9 93.2
Pacpri_4 Pacpri_4

Pacpri_1 vs 38.6 47.4 Pacpri_1 vs 94.4 100
Pacpri 5 Pacpri 5

Pacpri_2 vs 36.4 45 Pacpri_2 vs 90.6 97.1
Pacpri_3 Pacpri_3

Pacpri_2 vs 63.5 69.1 Pacpri_2 vs 96.5 98.8
Pacpri_4 Pacpri_4

Pacpri_2 vs 38.7 48.5 Pacpri_2 vs 86.5 93.3
Pacpri_5 Pacpri_5

Pacpri_3 vs 36.4 46.7 Pacpri_3 vs 88.8 97.6
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Pacpri_4 Pacpri_4

Pacpri_3 vs 59.4 66.2 Pacpri_3 vs 94.9 96
Pacpri_5 Pacpri_5

Pacpri_4 vs 39.2 49 Pacpri_4 vs 84.7 93.8
Pacpri_5 Pacpri_5

AraThavs PacPri AraThavs PacPri

PLT1 vs Pacpri_1 40.1 49.3 PLT1 vs Pacpri_1 89.4 97.8
PLT1 vs Pacpri_2 35 42.9 PLT1 vs Pacpri_2 83.4 92.3
PLT1 vs Pacpri_3 45.2 53.6 PLT1 vs Pacpri_3 88.3 93.9
PLT1 vs Pacpri_4 37.7 48.4 PLT1 vs Pacpri_4 81.7 92.8
PLT1 vs Pacpri_5 59.5 69.5 PLT1 vs Pacpri_b 92.2 97.8
PLT2 vs Pacpri_1 37.8 47.6 PLT2 vs Pacpri_1 92.1 99.4
PLT2 vs Pacpri_2 35.4 44.4 PLT2 vs Pacpri_2 86 93.8
PLT2 vs Pacpri_3 a7 57.1 PLT2 vs Pacpri_3 89.8 95.5
PLT2 vs Pacpri_4 36.8 46.8 PLT2 vs Pacpri_4 85.3 94.40%
PLT2 vs Pacpri_5 61.7 70.9 PLT2 vs Pacpri_5 93.8 99.4
PLT3 vs Pacpri_1 36.1 47 PLT3 vs Pacpri_1 75.1 82.2
PLT3 vs Pacpri_2 48.3 55.3 PLT3 vs Pacpri_2 82.7 86.9
PLT3 vs Pacpri_3 29 37.6 PLT3 vs Pacpri_3 78.4 85.8
PLT3 vs Pacpri_4 44.1 53.8 PLT3 vs Pacpri_4 81.1 87.4
PLT3 vs Pacpri_5 34.6 43.4 PLT3 vs Pacpri_b 75.1 82.7
PLT4 vs Pacpri_1 42.2 51.5 PLT4 vs Pacpri_1 93.8 99.4
PLT4 vs Pacpri_2 37.4 45.2 PLT4 vs Pacpri_2 84.3 91.6
PLT4 vs Pacpri_3 33.7 43.9 PLT4 vs Pacpri_3 87 94.9
PLT4 vs Pacpri_4 34.9 43.5 PLT4 vs Pacpri_4 84.2 92.7
PLT4 vs Pacpri_5 39.9 50.2 PLT4 vs Pacpri_b 91 98.9
PLT5 vs Pacpri_1 36 43.7 PLT5 vs Pacpri_1 91 96
PLT5 vs Pacpri_2 38.3 46.8 PLT5 vs Pacpri_2 89.6 96
PLT5 vs Pacpri_3 32.6 41.1 PLT5 vs Pacpri_3 91.9 97.7
PLT5 vs Pacpri_4 37 46.4 PLT5 vs Pacpri_4 87.8 96.5
PLT5 vs Pacpri_5 30.4 38.5 PLT5 vs Pacpri_5 90.4 96
PLT7 vs Pacpri_1 33.8 42.5 PLT7 vs Pacpri_1 84.7 92.7
PLT7 vs Pacpri_2 50.4 60.6 PLT7 vs Pacpri_2 93.6 98.2
PLT7 vs Pacpri_3 321 40.4 PLT7 vs Pacpri_3 88.2 97.6
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PLT7 vs Pacpri_4 45.3 53.9 PLT7 vs Pacpri_4 93.5 98.2

PLT7 vs Pacpri_5 35.7 45.7 PLT7 vs Pacpri_5 84.2 93.8

Figura 3. Alineamiento entre la secuencia consenso del cristal AtERF96 y la
proteina CBD.
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