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INTRODUCCION

La formulacion del modelo de desarrollo floral “ABCDE” representa uno de los
avances mas significativos en el estudio de la biologia de las plantas (Bowman et al. 1989;
Coen & Meyerowitz 1991; Weigel & Meyerowitz 1994). El modelo predice que, en
Arabidopsis y Antirrhinum (ambas especies son eu-dicotileddneas), la combinacién de cinco
clases de genes homeoticos determina la identidad de los érganos florales. Todos los genes
que integran el modelo pertenecen a la familia de factores de transcripcién MADS-box de
tipo MIKC, excepto AP2. Las proteinas MADS-box se caracterizan por poseer un dominio
MADS-box con funcién de unién al DNA, un dominio | que permite la formacién selectiva de
dimeros de unién al DNA, un dominio K con funcién de dimerizacion de proteinas debido a
sus residuos hidrofébicos y un C-terminal poco conservado entre las diferentes proteinas,
que esta involucrado en la activacion transcripcional o formacién de complejos de factores
de transcripcion (Becker, 2003).

Hasta qué punto se puede extender el modelo de desarrollo floral basado en flores
de eu-dicotileddneas a las gramineas (monocotiledéneas) es una pregunta aun abierta. Las
gramineas son morfolégicamente Unicas entre las angiospermas (plantas con flores), dado
que sus flores estan altamente modificadas y agrupadas en estructuras evolutivamente
novedosas conocidas con el nombre de espiguillas (Clifford 1987). El eje de cada espiguilla
sostiene 2 bracteas externas y estériles (glumas) y contienen, dependiendo de la especie,
desde 1 a 40 flores (Clifford 1987). Una flor tipica lleva un gineceo central, 3 o 6 estambres,
pero carece de tépalos convencionales. En su lugar, los érganos fértiles estan rodeados
por 2 o 3 érganos, por lo general, similares a glandulas denominados lodiculas y 2
estructuras semejantes a bracteas estériles llamadas lemma y palea. La palea se localiza
por fuera de las lodiculas sobre el eje floral, mientras que la lemma parece nacer de la
raquilla sosteniendo los 6rganos florales. La palea es morfologicamente diferente de la
lemma, presentando en la mayoria de las gramineas, dos nervaduras bien marcadas o a
veces soélo una como la lemma.
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Evidencia genética reciente indica que las lodiculas son homdlogas al verticilo de
proteccion interno (pétalos) (Ambrose et al., 2000; Whipple et al, 2004; Whipple & Schmidt
2006); sin embargo, la homologia de la lemma y palea ain es desconocida. Algunos autores
suponen que la palea surje de la fusion de dos tépalos y existe cierta evidencia genética a
favor de esta hipoétesis (Stebbins, 1956; Ambrose et al., 2000; Luo et al., 2005; Jin et al.,
2011). Sin embargo, la posicion y morfologia de la lemma y la palea es tan diferente con
respecto a los tépalos convencionales, que muchos autores optaron por sugerir que dichos
organos no forman parte de los verticilos florales (Clifford, 1987).

En particular, dos preguntas centrales e interrelacionadas surgen de analizar los
datos publicados hasta el momento: 1) 4 es la palea un verticilo de proteccién modificado?
y 2) ¢la palea result6 de la fusién de dos o tres érganos diferentes? Es por ello que, para
tratar de comenzar a responder a estas cuestiones, en este plan de trabajo proponemos
caracterizar la evolucion molecular y los patrones de expresion de proteinas MADS-box
candidatas en gramineas. Asimismo, proponemos estudiar el efecto que tiene
sobreexpresar dichas proteinas en Arabidopsis thaliana como forma de aproximarnos a
comprender la homologia de la palea con los verticilos de proteccion de eu-dicotiledoneas.

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es determinar el rol de las proteinas MADS-box en el
origen y evolucion de la flor de graminea mediante el estudio de PALEAT1, que codifica para
un factor de transcripcion de esta familia. Con este analisis se busca determinar el grado
de conservacién del modelo de desarrollo floral ABCDE entre eu-dicotiledéneas y
monocotileddneas-gramineas.

METODOLOGIA

Con el objetivo de reconstruir la evolucion molecular de PALEAT1 y determinar las
homologias entre los genes, se buscaron secuencias de los genes que codifican para los
homologos en gramineas. Las secuencias obtenidas de las busquedas fueron alineadas y
el alineamiento se uso para reconstruir la historia evolutiva de los genes que codifican para
PALEAT en gramineas. A partir de la topologia obtenida se identificaron los homologos
directos de PALEA1 en gramineas.

Para determinar el grado de conservacion funcional entre PALEA1 y sus homdélogos en
gramineas, se propuso, como punto de partida, investigar los patrones de expresion
mediante RT-PCR, técnica que permite evaluar presencia/ausencia de expresion de los
genes en estudio. Este relevamiento se llevé a cabo en dos especies de gramineas: arroz
y Setaria viridis.

Para evaluar la homologia de la palea con los verticilos de proteccion de flores de
eudicotiledbneas se planted, como inicio, observar el efecto de sobreexpresar PALEAT a
plantas de Arabidopsis Col-0 transformadas con construcciones que contengan homélogos
de PALEAT bajo el control del promotor constitutivo. Estas plantas, fueron utilizadas para
evaluar posibles alteraciones fenotipicas en las estructuras reproductivas debidas a la
expresion constitutiva de PALEA1. También se evalué si otros aspectos del desarrollo de
las plantas se ven afectados por la presencia del transgen.
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CONCLUSIONES

La topologia del arbol reconstruido indica que PALEAT se encontraba inicialmente en las
angiospermas. Sin embargo, por cuestiones desconocidas, sélo se conservd en gramineas
perdiéndose en el resto de los genomas de angiospermas analizados, a excepcion del
genoma de Amborella trichopoda (especie hermana al resto de las especies con flores).
Los estudios evolutivos muestran que PALEAT es un gen de copia Unica, exceptuando en
maiz y Panicum virgatum que tuvieron o tienen genomas tetraploides.

Las plantas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresan PALEA1 poseen flores
anormales con fusion asimétrica de sépalos. Asimismo, y sorpresivamente, observamos
que la inflorescencia de las plantas transgénicas es determinada en lugar de indeterminada
como en las plantas salvajes. Estos resultados sugieren que PALEAT pudo haber sido
seleccionado por las gramineas para controlar diversos aspectos del desarrollo
reproductivo.

Los resultados obtenidos hasta el momento nos aportaron datos valiosos que nos han
permitido plantear nuevos experimentos para profundizar el conocimiento sobre la
evolucion de la flor de gramineas.
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