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RESUMEN

La ultima fase del desarrollo floral es la fertilizacion de los 6vulos y la formacion de los fru-
tos, que son muy importantes tanto biolégica como econémicamente. Notoriamente, mas
del 80% de los alimentos que son consumidos por el ser humano proviene de flores y frutos.
La obtencién de conocimientos acerca de las bases moleculares del desarrollo de frutos en
especies modelo es de gran interés cientifico, y un paso indispensable para poder facilitar
investigaciones y de ser factible, aplicaciones en frutos de consumo humano. Especialmen-
te en un pais como México, con tal riqueza en la diversidad de frutos, este tipo de estudios
es necesario y cientificamente muy interesante, y tiene repercusiones econémicas poten-
ciales importantes. La meta del laboratorio es descubrir genes nuevos involucrados en el
desarrollo de frutos, empleando los recursos que brindan plantas modelo como Arabidopsis
thaliana. Se hace un enfoque especial en genes que afectan la identidad celular, morfologia
y que causan partenocarpia (frutos carentes de semillas), para mas tarde estudiarlos en
otras especies y hacer ensayos para conocer sus alcances en dichas especies.

ABSTRACT

The last stages of floral development are ovule fertilization and fruit formation. Fruits are
very important both biologically and economically. Notably, more than 80% of human food
is obtained from flowers and fruits. Gathering basic knowledge about the molecular me-
chanisms of fruit development from model species is of great scientific interest, and is an
essential step to facilitate research and, when feasible, applications in fruits consumed by
humans. Especially in countries like Mexico, which has such a great diversity of fruits, this
kind of research is both necessary and scientifically interesting, and has potentially impor-
tant economic repercussions. The goal of the lab is to discover new genes that are involved in
flower development, making use of the resources provided by model plants like Arabidopsis
thaliana. A special focus is made on genes and processes that can affect cell and tissue iden-
tity, morphology, and that can cause parthenocarpy (fruits without seed). These genes and
processes can then be studied in other species and their effects in those species assessed.

INTRODUCCION

El desarrollo floral es un proceso clave en todas las angiospermas y es esencial para la reproduccion sexual. La
ultima fase del desarrollo floral es la fertilizacion de los 6vulos y la formacion del fruto, que es muy relevante desde
el punto de vista biolégico y econémico, ya que mas del 80% de los alimentos proviene de flores y frutos.

El estudio de los procesos moleculares del desarrollo de plantas, ademas de ser muy interesante cientificamen-
te (saber como ocurre el desarrollo coordinado de diferentes tejidos de un organismo multicelular para producir
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una estructura de forma y tamano definido) y necesario econémicamente, es
muy relevante en si mismo, dada su importancia para la vida en el planeta.

La meta del grupo de investigacion es el estudio de los mecanismos mo-
leculares del desarrollo frutal, principalmente en la planta modelo Arabidop-
sis thaliana, con un enfoque especial en Factores de Transcripcion (FTs) que
afecten la identidad celular, morfologia y FTs que puedan causar parteno-
carpia (frutos sin semillas).

* Laboratorio Nacional de Genémica para la Biodiversidad (Langebio), CINVESTAV-IPN, Irapuato, Gto., México. Correos electrénicos: nmarsch@ira.cinvestav.mx y sdfolter@ira.cinvestav.mx.
** Estudiantes de programa de posgrado del CINVESTAV-IPN, Irapuato, Gto., México.
** Estudiante de Licenciatura en Ciencias Genomicas, Campus Morelos, Cuernavaca, UNAM, México.
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Los FTs son proteinas de unién a ADN que recono-
cen secuencias especificas y que son capaces de acti-
var y/o reprimir la transcripciéon de genes, actuando
como reguladores maestros de ciertos procesos. En
general, muchas mutantes afectadas en el desarrollo,
respuestas alteradas al medio ambiente o procesos
metabolicos han sido asociadas con niveles alterados
de expresion de FTs, pues la correcta regulacion géni-
ca a nivel de transcripcién es crucial para la mayoria
de los procesos biologicos en una célula u organismo
(Riechmann, 2002).

En principio, los esfuerzos del laboratorio se cen-
tran en la caracterizacion molecular del desarrollo del
fruto de la planta Arabidopsis thaliana como modelo,
con el fin de emplear los resultados obtenidos para
guiar estudios en otras plantas, mexicanas principal-
mente, cuyos frutos sean utilizados para consumo
humano o que tengan particularidades que se puedan
estudiar en esta planta modelo.

ARABIDOPS/S THALIANA COMO PLANTA MODELO

Arabidopsis thaliana pertenece a la familia de las
cruciferas y crece naturalmente en regiones de cli-
ma moderado de Asia, Europa y Africa del Norte, y

Figura 1. La planta modelo Arabidopsis thaliana.
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ha sido introducida en otras areas como Ameérica del
Norte y Australia. Crece bien en suelos arenosos don-
de el agua se filtra facilmente. Se trata de una planta
pequena, de cerca de 30 cm de altura, dependiendo
del ecotipo y de las condiciones de crecimiento. Su
tamaflo permite crecer un gran nuimero de plantas en
un espacio reducido. Aunque no tiene importancia co-
mercial, Arabidopsis se ha empleado como modelo por
muchos cientificos por numerosas razones: Ademas
de su tamafno compacto, su genoma es relativamen-
te pequefio comparado con otras angiospermas. Con
125 Mb es aproximadamente 20 veces el tamano de
Escherichia coli, y 10 veces el de Saccharomyces cere-
visiae. Su genoma ya ha sido secuenciado, y se estima
que contiene cerca de 27 000 genes que codifican para
proteinas, ademas de mas de 6 000 que no codifican
para proteinas [TAIR release 2008 www.arabidopsis.
org, (Arabidopsis Genome Initiative, 2000)]. La dispo-
nibilidad del genoma y su tamaio facilitan mucho los
estudios de mutagénesis y clonacioén de genes. Arabi-
dopsis tiene 5 cromosomas (numero haploide), y en
contraste con algunas otras plantas, es diploide, lo
cual facilita los estudios de mutaciones recesivas, ya
que los efectos de dosis de genes son menores que en
plantas poliploides. Ademas, el ciclo de vida de Ara-
bidopsis dura entre seis y ocho semanas desde que
se siembran las semillas y se vuelve a obtener la pri-
mera semilla, por lo que se pueden obtener muchas
generaciones en un ano, y puede crecerse en condi-
ciones independientes de la estacion en invernaderos
o camaras de crecimiento. Gracias a esto, los estudios
genéticos pueden realizarse relativamente rapido. Asi-
mismo, Arabidopsis se autofertiliza, por lo cual no re-
quiere de mucho trabajo el mantenimiento de lineas
mutantes homocigotas, y una sola planta puede pro-
ducir miles de semillas, lo cual es muy 1til en experi-
mentos de mutagénesis. Por otro lado, si se requiere,
es posible cruzar diferentes plantas de Arabidopsis y
realizar analisis de interacciones genéticas (Anderson
y Wilson, 2000; Weigel y Glazebrook, 2002).

Adicionalmente, los métodos de transformacion
genética de Arabidopsis se han simplificado al punto
que la transformacion se realiza poniendo inflorescen-
cias jovenes de plantas crecidas en tierra en contacto
con la bacteria Agrobacterium tumefaciens, seguido de
la cosecha de las semillas y un paso final de seleccion,
el cual se realiza generalmente empleando antibioti-
cos o herbicidas (Clough y Bent, 1998).

Ademas de las caracteristicas arriba mencionadas,
que hacen a Arabidopsis una planta modelo muy ade-
cuada, la comunidad cientifica que trabaja con esta
planta ha generado una gran cantidad de colecciones
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de mutantes, herramientas bioinformaticas, bases de
datos tutiles, y gran diversidad de lineas con construc-
ciones que llevan genes reporteros bajo el control de
diversos promotores, entre otras.

DESCRIPCION GENERAL DE ESTRATEGIAS DE
MUTAGENESIS

En diferentes organismos, las mutantes han sido cru-
ciales para descubrir y estudiar funciones génicas.
Dichas mutantes pueden encontrarse naturalmente
o ser generadas en el laboratorio. Para Arabidopsis
se han generado poblaciones de mutantes mediante
varias técnicas de mutagénesis como son: emplean-
do compuestos quimicos, radiacién o por la insercion
aleatoria de fragmentos de ADN como los transposo-
nes o T-DNA (ADN “transferido”). El uso de agentes
insercionales como T-DNA o transposones permite la
identificaciéon del gen mutado de manera relativamen-
te sencilla. La mutagénesis con T-DNA se basa en la
insercién de un fragmento de ADN por medio de la
bacteria Agrobacterium tumefaciens que infecta na-
turalmente a la planta. Generalmente se trata de un
fragmento codificado en un plasmido especial que ha
sido modificado para fines de ingenieria genética (Gel-
vin, 2003). Agrobacterium inserta al T-DNA de manera
casi aleatoria en el genoma de la planta y al insertarse
dentro de las regiones codificantes o regulatorias de
un gen, ocasiona su interrupcion o alteraciones en su
regulacién que pueden dar lugar a la pérdida de su
funcién. Esta estrategia es conocida como mutagéne-
sis no dirigida y existen grandes proyectos cuyo obje-
tivo es crear mutantes para los genes en Arabidopsis
y otras especies con el fin de encontrar una funcién
para cada gen (ej. Alonso et al., 2003). En el labora-
torio se hace uso de este tipo de inserciones, ya sean
para la interrupcién de genes, para su silenciamiento
o sobreexpresion (o expresion alterada) con vectores o
para la adicion de nuevos genes a la planta.

Por otro lado, los transposones también son frag-
mentos de ADN, codificados en el genoma de diferen-
tes organismos, y poseen la capacidad de moverse a
diferentes posiciones del genoma (fenémeno denomi-
nado “transposiciéon”). En esta estrategia de mutagé-
nesis se hace uso de la capacidad de los transposo-
nes de transponerse a diferentes lugares del genoma
de modo relativamente aleatorio, pudiendo provocar
la interrupcién de genes o sus regiones regulatorias.
La mutagénesis con transposones se realiza haciendo
uso de transposones ya presentes en el genoma del
organismo en estudio (“endégenos”) o transposones
provenientes de otros organismos (“heterélogos”), por
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ejemplo, otras plantas como maiz, en el caso de Ara-
bidopsis thaliana. El uso de estos ultimos facilita su
localizacién en el genoma (Martienssen, 1998). Para
introducirlos en la planta de interés se utiliza al T-
DNA como un “acarreador”.

Cuando se cuenta con la poblacion de mutantes,
para identificar la funcién de un gen se pueden em-
plear dos estrategias genéticas: La genética directa
(Forward Genetics) y la genética reversa (Reverse Ge-
netics). En el método de genética directa se identifican
y seleccionan individuos de una poblacion mutante
que posean fenotipos interesantes tales como: Flores
de Arabidopsis sin pétalos, frutos sin semilla, hojas
con morfologia alterada, etc. Una vez seleccionados,
se procede a identificar el gen afectado en dichos in-
dividuos. La genética reversa, por el otro lado, parte
de un gen o familia de genes para los que se estudian
los efectos de su alteracion, ya sea en la secuencia
codificante o en el nivel y patron de expresion. Las al-
teraciones en un gen, encontrado por genética directa
o estudiado por genética reversa, pueden deberse a
mutaciones de pérdida de funcién o mutaciones de
ganancia de funcién (Martienssen, 1998).

Las mutaciones de pérdida de funcion dan como re-
sultado la disminucién de la expresién, o la desapari-
cién o disminucion en la actividad de la proteina para
la que codifica. En contraste, las mutaciones de ganan-
cia de funcion representan aquellas en las que el nivel
0 patrén espacio-temporal de expresion del gen se in-
crementa o extiende a nuevos dominios (por ejemplo,
un gen que se expresa normalmente Unicamente en
flores, se expresara ahora también en hojas). También
se pueden ocasionar fenotipos de ganancia de funcién
cuando la regién codificante del gen sufre cambios,
dando como resultado que la proteina que produce
tenga mayor actividad o sea mas estable que la sil-
vestre. Una estrategia para producir mutaciones de
ganancia de funcién debida a incremento en la ex-
presiéon de genes, es el uso de agentes insercionales
modificados (T-DNA o transposones) en los cuales se
introducen amplificadores de la expresion génica (“en-
hancers”!) que pueden causar activacion transcripcio-
nal de genes cercanos? (Walden, 1994). Ademas de la
busqueda de genes afectados en poblaciones muta-
genizadas aleatoriamente, el estudio funcional de ge-
nes puede hacerse de modo mas directo: modificando
o reemplazando las secuencias regulatorias del gen
para cambiar su patron espacio-temporal y nivel de
expresion, o empleando técnicas de silenciamiento de
genes que permiten disminuirla. Estas modificaciones
se introducen en plantas silvestres o plantas con ge-

* Elementos reguladores que actlian a distancia e interactian con promotores de genes, amplificando su expresion.

? Esta estrategia se denomina “Activacion etiquetada de genes” (“Activation Tagging” en inglés).
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notipos especiales dependiendo del estudio en cuestion, y se evaluan los
cambios en las caracteristicas del organismo (fenotipo®). Los cambios en
el fenotipo pueden dar indicaciones importantes o revelar la funcién (o
una de las funciones) del gen estudiado.

DESARROLLO DE FRUTOS EN GENERAL
(¢QUE SE SABE DEL DESARROLLO DE FRUTOS EN ARABIDOPSIS?)

pétalo —

estambre —_
valva
|- margen de
la valva
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=
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1mm

Figura 2. Detalles de los 6rganos florales de Arabidopsis. Fotografias tomadas con un microscopio electrénico
de barrido. 2A. Flor de Arabidopsis completa. Se indican los cuatro érganos principales que confor-
man la flor. 2B. Vista lateral de la flor de Arabidopsis. Se han removido algunos érganos frontales
para facilitar la visualizacién del pistilo, del cual se indican las partes principales.

La definicién mas simple de fruto es ovario maduro. Este tipo de 6rgano
es exclusivo de las Angiospermas, donde cumple dos funciones impor-
tantes para la sobrevivencia de las diferentes especies que lo producen,
encargandose de proteger la semilla y asegurar su dispersiéon. Los frutos
se presentan en variados tamanos y formas. La dispersion de semillas
es una etapa crucial en el ciclo vital de las plantas, por lo que el fruto
se ha diversificado, dependiendo de su habitat, para hacer mas eficiente
este evento; como consecuencia, actualmente podemos observar frutos
carnosos y jugosos, que por lo regular son de colores llamativos y sabor
dulce, y frutos secos. Los frutos carnosos desarrollan estructuras exqui-
sitas que al ser comidas por los animales llevan a cabo la dispersiéon de
semillas. Los frutos secos pueden ser clasificados en dehiscentes, si se
abren dispersando la semilla al madurar o indehiscentes si no lo hacen.
Muchos frutos tienen importancia econémica como fuente de alimento o
materia prima, por lo que es necesario estudiar los diferentes procesos
que hacen posible su desarrollo. La planta modelo Arabidopsis thaliana,
provee un excelente sistema para lograr comprender céomo se llevan a
cabo dichos procesos. En Arabidopsis, el ovario se divide en tres zonas
(parte exterior): Valvas, margen de la valva y replum; en la parte interior
el fruto cuenta con: 6vulos, tubo de transmisiéon y septum. Las valvas
son estructuras externas que protegen a los 6vulos y semillas durante su
desarrollo, separandose al madurar el fruto, dispersando las semillas; el
margen de la valva se encuentra entre el replum y la valva. Por dentro el

3 El fenotipo constituye las caracteristicas “observables” de un organismo.
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septum divide al ovario a la mitad y
se conecta el replum en el exterior.
En el centro del septum se desarro-
lla el tubo de transmision, a través
del cual crece el tubo polinico que
conduce al polen hasta los évulos
para su fecundaciéon. El fruto se
desarrolla a partir del gineceo, tam-
bién llamado pistilo, el cual cuenta,
ademas de los componentes antes
mencionados, con: El ginéforo que
se encuentra en la base del ovario,
el estigma que es donde llega el po-
len antes de la fecundacion y el es-
tilo que une al estigma con el ovario
(ej. Gasser y Robinson-Beers, 1993;
Ferrandiz et al.,, 1999; Sessions,
1999; Balanza et al., 2006; Roeder
y Yanofsky, 2006).

En los ultimos 10 afios se ha
logrado identificar componentes
genéticos involucrados en el de-
sarrollo del fruto. Muchos de ellos
son factores de transcripcion, y
algunos de los mas relevantes se
mencionan a continuaciéon. SHAT-
TERPROOFI1 y 2 (SHP), factores
de transcripciéon tipo MADS-box
(Liljegren et al., 2000), estan invo-
lucrados en el desarrollo del mar-
gen de la valva, al igual que los
genes ALCATRAZy INDEHISCENT,
ambos miembros de la familia de
genes bHLH (Rajani y Sundare-
san, 2001; Liljegren et al., 2004).
La expresion de estos genes esta
regulada negativamente por FRUI-
TFUL (FUL), otro factor de trans-
cripcion tipo MADS-box, en la val-
va (Ferrandiz et al., 2000; Liljegren
et al., 2004) y REPLUMLESS (RPL),
un gen homeobox, en el replum
(Roeder et al., 2003; Liljegren et
al., 2004). Los genes FULy SHP1/2
son inducidos por JAGGED (JAG),
un factor de transcripcién con do-
minio dedo de zinc tipo C2H2, y
por los genes YABBY3 (YAB3) y
FILAMENTOUS FLOWER (FIL), am-
bos de la familia YABBY (Dinneny
et al., 2005). Ademas, JAG, YAB3
y FIL son reprimidos por genes de
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la familia KNOX clase I y éstos a su vez son regulados
negativamente por ASYMMETRIC LEAVES1 y 2 (AS),
factores de transcripcion de la familia MYB, en la val-
va (Alonso-Cantabrana et al., 2007).

Como se puede apreciar el fruto es un 6rgano muy
complejo, al igual que la red de interacciones génicas
necesarias para su adecuado desarrollo, la cual ape-
nas comienza a ser dilucidada. Los genes antes men-
cionados probablemente s6lo representan la punta del
iceberg y atin queda mucho por hacer.

Los estudios del desarrollo de frutos también se han
realizado en jitomate como modelo de fruto carnoso y
climatérico (capaz de seguir madurando incluso des-
pués de haber sido recolectado). Hasta el momento se
ha estudiado principalmente con respecto al tamano,
forma y maduracion de su fruto (Giovannoni, 2004;
Tanksley, 2004; Giovannoni, 2007). Recientemente, se
ha propuesto a la papaya como una planta modelo para
frutos tropicales, y su genoma de aproximadamente
372 Mb ha sido secuenciado (Ming et al., 2008).

RECURSOS Y ESTRATEGIAS QUE SE SIGUEN EN
EL LABORATORIO PARA EL ESTUDIO MOLECULAR
DEL DESARROLLO DE FRUTOS

En el laboratorio se cuenta con varios recursos que nos
brindan indicaciones sobre genes candidatos con posi-
bles funciones importantes en la regulacién del desarro-
llo de frutos, que se estudian actualmente con diferentes
estrategias, los cuales se enumeran a continuacion:

1. De manera complementaria a otros estudios de
patrones de expresiéon en flores y érganos florales (ej.
Zik y Irish, 2003; Hennig et al., 2004; Wellmer et al.,
2004; Ma et al., 2005; Schmid et al., 2005; Wellmer
et al., 2006), se han analizado los patrones de expre-
sién de cerca de 1,100 genes Unicos de Factores de
Transcripciéon (FTs) durante los diferentes estadios
de desarrollo de la silicua en Arabidopsis y compa-
rando contra frutos de una mutante partenocarpica,
incluyendo casi 200 FTs que no estan presentes en
el microarreglo* ahora ampliamente usado Affymetrix
GeneChip® ATH1 (de Folter et al.,, 2004). Aunque este
microarreglo de transcritos incluye cerca de 22 000
genes no cubre los cerca de 27 000 genes codifica-
dos en el genoma. Los patrones de expresion obte-
nidos fueron agrupados en cinco clases y los datos
contienen, ademas de los genes de FTs con funciones
conocidas, FTs que no han sido estudiados y que reve-
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lan un patrén de expresion muy interesante para ser
estudiado en relacién con el desarrollo de frutos. De
estos ultimos, genes con funciones atin desconocidas,
se ha elegido un grupo para el cual se desea iden-
tificar si juegan un papel relevante en el proceso, y
cual es su papel. Para lograrlo, se realizan estudios de
pérdida de funcién empleando la tecnologia de RNAi
(RNA interferente), que ofrece una forma rapida, facil
y especifica para analisis de genética reversa (Small,
2007). En principio el RNAi, permite reducir cuantita-
tivamente la expresién de algtin gen especifico (o gru-
po de genes si ciertas partes de sus secuencias son
homoélogas) que se desea estudiar, mediante un pro-
ceso de silenciamiento® (Brodersen y Voinnet, 2006;
Ossowski et al., 2008).

Esta tecnologia presenta ventajas interesantes,
es especifica a nivel de secuencia, requiriendo pocas
transformantes por cada gen o grupo de genes a ana-
lizar, es de tipo dominante, por lo que los fenotipos,
si se presentan, pueden ser observados en la primera
generacion. También puede ser controlada en un teji-
do especifico utilizando algiin promotor especifico del
tejido de interés, al silenciar un grupo de genes con
regiones conservadas, facilita el estudio de redundan-
cia de funcién, ademas se obtiene un rango de feno-
tipo con severidad variada, permitiendo el analisis de
genes esenciales, los cuales por ser letales no pueden
ser estudiados por mutantes de perdida de funcién.

A pesar de sus numerosas ventajas, como toda tec-
nologia el RNAi también presenta ciertas desventajas.
Por ejemplo: algunos genes pueden tener una expre-
sién muy reducida sin generar algin fenotipo, e incluso
se ha observado inestabilidad, al presentarse pérdida
de fenotipos mutantes en las generaciones siguientes
de las plantas transformadas. A pesar de esto, actual-
mente la tecnologia del RNAi es ampliamente usada en
plantas, lo que ha generado una revolucion en el enten-
dimiento funcional y de expresion de genes.

2. Algunos de los FTs atn no estudiados pertene-
cen a la familia de genes MADS-box, especialmente a
la subfamilia de tipo I (Alvarez-Buylla et al., 2000), y
muestran un patrén de expresion que sugiere que es-
tan involucrados en el desarrollo de frutos (de Folter et
al., 2004). Hasta la fecha, todos los genes MADS-box
bien caracterizados y mutantes florales estudiadas (ej.
apetalal, apetala3, pistillata, agamous y sepallata’s)
pertenecen a la subfamilia tipo II (Ng y Yanofsky,
2001). Los genes de este grupo que han sido carac-

*En un microarreglo se ordenan regiones microscépicas con oligonucleétidos de ADN. Cada region consiste de oligonucleétidos de ADN con secuencias especificas. Dichas secuencias pueden
corresponder, entre otros, a una seccién de un gen y se usan como sondas para hibridar muestras de cDNA o cRNA, en condiciones de alta astringencia. La hibridacion, detectada
generalmente como fluorescencia, permite determinar la abundancia relativa de cada secuencia en la muestra.

° El silenciamiento de genes es llevado a cabo por pequefias moléculas de RNA, generalmente de 21 nucleétidos de longitud, que se unen a un complejo de proteinas de diferentes familias
como: ARGONAUTA, DICER y HEN1, haciendo posible el rompimiento de mRNAs, previniendo su traduccion, o promueven la modificacion de la cromatina (por metilacion ya sea de
citocinas o de lisinas en las histonas ), inhibiendo la transcripcién de genes blanco (Brodersen y Voinnet, 2006).
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terizados, tienen funciones clave en la determinacion
de la identidad de 6rganos florales y tejidos de fruto o
en la transicion de la fase vegetativa a la reproductiva
entre otras. En contraste, el conocimiento acerca de
los genes tipo I es ain muy limitado (Parenicova et
al., 2003), y el disponible sugiere que estan involu-
crados en el desarrollo embrionario (Portereiko et al.,
2006; Colombo et al., 2008; Kang et al., 2008) y en el
desarrollo del endospermo (Portereiko et al., 2006). El
descubrimiento de funciones para estos genes MADS
tipo I es muy interesante desde varios puntos de vista,
y aun mas si son funciones relacionadas con el desa-
rrollo de frutos (o frutos y semillas). Para estos genes
también se emplea RNAi, ademas de lineas donde el
gen se encuentra interrumpido por T-DNA o transpo-
sones, y estudios de sobreexpresion y expresion uti-
lizando fusiones de sus regiones reguladores con un
gen reportero, cuyo producto produce fluorescencia
(Green Fluorescent Protein: GFP), o una enzima capaz
de actuar sobre un substrato produciendo un com-
puesto de color azul (3-glucoronidasa: GUS).

3. Un factor de transcripcion MADS-box bien ca-
racterizado por su papel en el desarrollo de estambres
y carpelos es AGAMOUS (AG) (Yanofsky et al., 1990).
Mutaciones en este gen de identidad de érganos flo-
rales ocasiona la carencia de todos los érganos repro-
ductivos. En un estudio reciente, se buscé identificar
genes cuya transcripcion se afectaba tras activar AG
(Goémez-Mena et al., 2005). En €l se encontraron varios
FTs afectados. Sin embargo, atin no puede asegurarse
que la accion de AG sobre estos genes es directa (es
decir, que sean genes blanco directos). Estamos inte-
resados en los blancos directos de este importante FT
que finalmente llevan a cabo las acciones requeridas
para la correcta iniciacion y desarrollo de los carpelos
(v estambres). Un método relativamente nuevo en el
area de plantas, que permite identificar genes blanco
directos en escala del genoma completo se denomina
ChlIP-on-chip (por Chromatin Immunoprecipitation y
chip -microarreglo-) (Bulyk, 2006; de Folter y Ange-
nent, 2006; de Folter et al., 2007). Se realiza primero
la inmunoprecipitacion de cromatina empleando un
anticuerpo contra la proteina de interés (en este caso
AG), se purifica el ADN y se hibrida con un microarre-
glo genémico. Recientemente se realizé un estudio de
este tipo en el laboratorio del Dr. Gerco Angenent, y
se identificé una lista de candidatos que pueden ser
blancos directos de AG, que probablemente son im-
portantes para el desarrollo de carpelos y/o estam-
bres. Actualmente, se estan estudiando los cambios
en acumulacién de transcritos de estos genes al indu-
cir AG en diferentes tejidos, lo cual puede indicar si
son realmente blancos transcripcionales.
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4. Finalmente, en el laboratorio se cuenta con tres
mutantes de fruto con fenotipos interesantes, en los
que el gen afectado modifica el desarrollo del fruto,
lo cual sugiere que tiene un posible papel relevante
en dicho proceso. Normalmente cuando un pistilo es
polinizado y los 6vulos fertilizados, el fruto comien-
za a desarrollarse. Una pregunta basica es cual es el
estimulo que induce el desarrollo frutal, y la carac-
terizacion de mutantes puede ayudar a contestarla.
Un ejemplo de mutante partenocarpica (en la cual se
forman frutos sin haber tenido lugar la fertilizacion)
es arf8. ARFS8 codifica para un factor de transcripcion
involucrado en la senalizaciéon de auxinas, y cuando
el gen no es funcional el fruto se desarrolla sin ferti-
lizacion (Goetz et al., 2006). Por lo tanto, se presume
que este gen es un regulador negativo de la iniciacién
de frutos. Otra mutante que produce frutos sin semi-
llas es empty siliques (Ito y Meyerowitz, 2000; Marsch-
Martinez et al.,, 2002). Este mutante se estudia en el
laboratorio y en ella, contrariamente a arf8, la expre-
sién de un gen que codifica para una citocromo oxi-
dasa p450 no esta disminuida sino aumentada. Este
mutante fue empleada antes en los experimentos en
donde se estudio el perfil de transcritos de factores de
transcripcion durante el desarrollo del fruto. Notoria-
mente, se desarrollan 6vulos en esta mutante, pero se
degeneran, dando como resultado un fruto carente de
semillas. Aun se desconoce el mecanismo por el cual
se da este fenémeno, si se trata de un proceso activo o
es el resultado de fertilizacion defectuosa o interrum-
pida o de una sefnal faltante. Los conocimientos que
se puedan generar sobre partenocarpia son de gran
interés cientifico y ademas pueden ser eventualmente
interesantes econémicamente, por ejemplo, si se diri-
gen a la obtencion de frutos sin semilla. Generalmen-
te, existe cierta preferencia por el consumo de frutos
sin semilla (partenocarpicos), existiendo ya varios
ejemplos, como manzana, platano, sandia y limén.
También se puede obtener partenocarpia empleando
transgénicos, por ejemplo, sobreproduciendo auxina,
como se ha demostrado en berenjena, jitomate, uvas,
fresas y frambuesas entre otras. En México existen
muchas especies de frutos tropicales y algunas se pro-
ducen en gran escala para consumo humano, seria
interesante hacer ensayos para obtener frutos parte-
nocarpicos en éstas especies.

Ademas de la mutante partenocarpica, se cuenta
con otras dos en las que el fruto presenta una morfo-
logia peculiar. En una de ellas crece en forma helicoi-
dal y es interesante para estudiar el desarrollo de la
forma en frutos. En otra el desarrollo del pistilo esta
interrumpido en la mayoria de las flores, mientras que
en el resto el fruto se desarrolla asimétricamente. Para
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estas mutantes se tienen ya genes candidatos que pu-
diesen estar afectados, y es necesario confirmar cual
de ellos es el responsable de los fenotipos observados.
Una vez confirmado, se realizaran analisis de expre-
sién y de su interaccién con otros genes con funcio-
nes conocidas en el desarrollo frutal. Estos estudios
permitiran ubicar a los nuevos genes identificados en
redes de control de los procesos que dan lugar al de-
sarrollo adecuado del fruto.

Con las estrategias arriba descritas, se espera ob-
tener un grupo de genes novedosos que regulen el
desarrollo frutal. Se pretende entonces estudiar los
efectos de dichos genes en especies mexicanas con
mayor importancia para el consumo humano, de dos
maneras principalmente: mediante la introduccion del
gen encontrado en Arabidopsis y buscando homologos
en el genoma de las otras plantas. Para corroborar
su funcién en otras plantas, se pueden hacer ensa-
yos de silenciamiento del (o los) gen(es) endégeno(s).
Para especies dificiles de transformar se puede pro-
bar la técnica de silenciamiento empleando inyeccio-
nes de Agrobacterium, o la técnica de silenciamiento
con virus (VIGS - Virus Induced Gene Silencing, en
condiciones controladas en invernadero). Asi, aprove-
chando los recursos que brinda el empleo de especies
modelo como Arabidopsis, se espera facilitar el des-
cubrimiento de genes (presumiblemente parecidos a
los de Arabidopsis) que sirvan de herramientas para
introducir caracteristicas deseables en frutos de con-
sumo humano.

JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La recoleccién de conocimiento basico acerca del de-
sarrollo de frutos en especies modelo es un prerrequi-
sito para ser capaz de entender, agilizar la investiga-
cién y transferir resultados a frutos de importancia en
el consumo humano. Este tipo de estudios en un pais
como México especialmente, que cuenta con una gran
diversidad de frutos, es cientificamente muy intere-
sante, ademas de ser importante econémicamente.

Cientificamente, ademas del interés dentro de la
Biologia de las plantas, el estudio del desarrollo de
frutos puede proveer modelos de desarrollo utiles para
elaborar comparaciones entre organismos, que den
lugar a teorias sobre el desarrollo de érganos en orga-
nismos multicelulares en general.

Tanto econémicamente como socialmente, la mo-
dificacion de caracteristicas de frutos que los hacen
menos atractivos comercialmente, y la adicion de
aquellas que incrementan su valor comercial, aunado
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a programas eficaces de cultivo, empaque, transporte
y estrategias de mercadotecnia y comercializacion, se-
rian de gran valor. Incrementando las ventas de este
tipo de productos es posible aumentar el nivel de vida
de las poblaciones que se dedican a ellos, y especial-
mente aquellos que crecen en regiones dificiles para la
agricultura (por ejemplo, en el caso de la tuna). Con
las tendencias actuales de retomar el consumo de
productos naturales y el encarecimiento de alimen-
tos basicos y en el futuro, la necesidad de introducir
nuevamente el uso de biomateriales, el estudio de los
procesos de desarrollo de plantas se vuelve cada vez
mas relevante.
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