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Resumen

El desarrollo del gametofito femenino de las angiospermas esté controlado por multiples factores,
genéticos, hormonales, posicionales y epigenéticos. Las arabinogalactoproteinas son un grupo
de proteinas que actian tanto de manera estructural como en sefializacion durante el desarrollo,
particularmente del saco embrionario. Durante 2018-2020 se analiz6 el desarrollo del gametofito
femenino en plantas de Ricinus communis establecidas en el campo experimental del Tecnolégico
Nacional de México-Instituto Tecnoldgico de Roque. Ricinus communis es una especie que
ha cobrado importancia para la produccién de biocombustibles y biorremediacién. El objetivo
del presente trabajo fue analizar la expresion de AGP12 y AGP17 asociado con el desarrollo
del gametofito femenino en etapas tempranas de desarrollo, a través de RT-PCR y qRT-PCR,
en contraste con genes marcadores de las primeras divisiones celulares que actdan durante
la megagametogénesis. Se encontré que ambos genes presentaron patrones de expresién
semejantes, con disminucion de expresion en el inicio de la meiosis y otra durante la maduracion
del 6vulo y emision de estigmas.
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Introduccion

El desarrollo del gametofito femenino se encuentra mediado por la expresion de distintos genes
correspondientes a factores de transcripcion y otras familias de proteinas, incluidos los receptores
de la superficie celular. Existen ademas otros factores posicionales que implican la respuesta a
sefiales quimicas y a los niveles hormonales y el transporte de auxinas, que han demostrado una
capacidad para regular funciones criticas en la aparicion de 6vulos y la morfogénesis.

La diversificacion de dvulos se ha estudiado utilizando ortélogos de genes reguladores en grupos
de angiospermas divergentes (Gasser y Skinner, 2019). La higuerilla (Ricinus communis L.) es un
cultivo que ha ganado atencion por su uso en la produccidn de biocombustibles, la capacidad de
adaptacion que ha tenido en México y la diversificacion de subproductos con usos comerciales,
ademas de proponerse como una alternativa para biorremediacion de suelos.

Pertenece a la familia de las Euphorbiaceae y es monoica, por lo que se facilité el estudio
del desarrollo reproductivo. Puede cultivarse como planta anual o mantenerse como perenne,
resultando productivo en ambos casos (LEAL et al., 2022). El mayor productor de semilla de Ricinus
a nivel mundial es la India con 1 198 000 t, este pais representa cerca del 84.18% de la produccion
total, el segundo pais productor es Mozambique con tan solo 85 436 t y representa apenas el
6%. México se encuentra en el lugar 25 a nivel mundial con una produccién de 282 t en 2018
(FAOSTAT, 2020).

Debido a su importancia econémica, se han impulsado proyectos globales y se cuenta ya con
el genoma secuenciado de R. communis (txid:3988), se han identificado 31 237 genes en un
tamafio aproximado de 350 Mb (Saadaoui et al.,, 2017). Por estas razones surge como un
interesante modelo de estudio con herramientas moleculares ahora disponibles. Las nuevas
tecnologias han permitido el estudio de las plantas mediante enfoques genéticos avanzados, la
informacion disponible del genoma, los andlisis de transcriptoma, el aislamiento celular sofisticado
y las imagenes microscépicas han mejorado la comprension de los mecanismos moleculares que
subyacen en la formacion de lo gametofitos (Saadaoui et al., 2017; Erbasol et al., 2019).

El estudio del desarrollo de los gametofitos y la semilla se plantea como una oportunidad para
mejorar los rendimientos, acelerar la domesticacion de los genotipos adaptados a las distintas
regiones del pais e incluso modificar la composicion de aceites, como el producto mas valioso y
por el cual, se impulsa la produccion masiva.

El desarrollo de los gametofitos se lleva a cabo en el meristemo floral, una vez que ha terminado su
desarrollo mediado por el gen wuschel (WUS) (Thomson y Wellmer, 2019); el gen wus es regulado
por el factor de transcripcién nozzle/sporocyteless (NSS/SPL), que activa la expresién de windhose
(WIH1, 2) en la zona de la nucela del primordio de évulo, en esta zona los genes WIH1 y WIH2
(codifican péptidos pequefios) y el gen tornado2 (TRN2) son los encargados del desarrollo de la
célula madre de la megaspora (MMC).

Algunos genes han sido identificados como responsables del desarrollo de la célula madre de la
megaspora (MMC). En arroz (Oryza sativa L.), la pérdida de funciones del gen multiple sporophytel
(MSP1) presentan un desarrollo de mdltiples células parecidas a MMC, aunque presentan la
capacidad de sufrir meiosis para generar sacos embrionarios, son anormales y parcialmente
estériles. Estas caracteristicas respaldan la existencia de un mecanismo de inhibicién lateral en
el primordio del 6vulo, permite que el MMC reprime la formacion de MMC adicionales en el tejido
circundante (Erbasol et al., 2019).

También se ha demostrado que el gen mneme (MEM) restringe el desarrollo de células nucelares
adyacentes a MMC, MEM se expresa predominantemente en el MMC y codifica una helicasa de
ARN de la familia dead-box, se ha demostrado que las helicasas de ARN de dead-box actian en
la metilacion del ADN dirigida por ARN (Schmidt et al., 2011).

Los miembros de la familia argonaute (AGO4, 6 y 9) estan asociados con ARN de interferencia
pequefios de 24 nucledtidos (ARNip) para silenciar los elementos transponibles (TEs). Las
mutantes con pérdida de funcién de todos los miembros de este grupo, presentan defectos
similares a los observados en mutantes mem (Hernandez-Lagana et al., 2016).
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Similar a las mutantes que afectan al grupo AGO4, la pérdida de funcién de otros componentes
de la ruta RdADM (metilacién de ADN mediada por ARN), como el suppressor of gene silencing3
(SGS3) y la rna-dependent rna polymerase6 (RDR6), da como resultado multiples células
similares a MMC y sacos embrionarios no reducidos. Ademas, las células similares a MMC en los
mutantes ago9, sgs3 y rdré muestran un estado de cromatina distinto al de las células nucelares
circundantes (Olmedo-Monfil et al., 2010).

Una vez que la MMC se somete a meiosis, se generan cuatro células megasporas haploides que
estan marcadas por la acumulacién de calosa en sus paredes celulares (Rodkiewicz, 1970). Tres
de ellos degeneran a través de muerte celular programada, mientras que uno sobrevive y da lugar a
la megaspora funcional (FM). El estado de la cromatina de la FM sugiere que su seleccion
involucra caracteristicas de cromatina especificas y comunes en comparacién con la
diferenciacion de MMC en Arabidopsis thaliana (She et al., 2013).

Ademas de controlar la entrada en la meiosis, proteinas relacionadas a inhibidores de cinasas
(KRPs) parecen ser importantes para la seleccion de la FM. En las mutantes por pérdida de
funcién de la familia KRP altamente redundante, se confirma el fenotipo MMC mdiltiple y con
frecuencia sobrevive mas de una megaspora (Yang y Sundaresan, 2000). Las megasporas
sobrevivientes pueden formar multiples sacos embrionarios que, en casos raros, resultaron en
plantulas gemelas después de la fertilizacion.

En particular, en el tipo silvestre, KRP4 se detectd especificamente en las megasporas
degeneradas, pero no en la FM (Rodkiewicz, 1970; Yang y Sundaresan, 2000; She et al., 2013).
Se han identificado varias mutantes de A. thaliana que afectan la seleccién de FM. En la mutante
antikevorkian, cuyo locus correspondiente ain no se ha determinado, se evita la degradacién de
las cuatro células de megaspora y todos los productos meiéticos parecen capaces de generar un
saco embrionario (Yang y Sundaresan, 2000).

Se ha definido un papel critico para los elementos del citoesqueleto en la organizacién de los
arreglos citoplasmaticos y el posicionamiento de los nicleos durante la megagametogénesis, de
hecho, la divisién nuclear y la celularizacion se ven gravemente afectadas por las perturbaciones
del citoesqueleto: las mutaciones en los genes de A. thaliana que codifican las isoformas de #-
tubulina (TUBG1, TUBG2) o una subunidad central del complejo que contiene #-tubulina (GCP2)
exhiben defectos gametofiticos femeninos en mitosis, posicionamiento nuclear y celularizacién.
Ademas, se ha demostrado que los genes que codifican kinesina como atnackl/hinkel y stud/
tetraspore/atnack2 son necesarios para la adecuada celularizaciéon y posicionamiento nuclear
durante el desarrollo de los gametofitos femeninos (Erbasol et al., 2019).

Las arabinogalactoproteinas (AGPs) estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal, son
glicoproteinas extracelulares que constituyen parte amorfa de la pared celular como proteinas
estructurales. Poseen hasta el 90% de su peso de azlcar con heterogeneidad en esqueleto
protéico y cadenas de carbohidrato, ademas de la presencia de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) en
el extremo carboxi-terminal, que permite el anclaje a la membrana celular. El motivo glicosidico
esta constituido principalmente de un esqueleto de galactana con uniones #-(1,3) al que se unen
cadenas de oligosacarido o polisacarido ricas en galactosa y arabinosa.

El nudcleo protéico estd compuesto por hidroxiprolina, prolina, serina, alanina y treonina
(Showalter y Basu, 2016; Ma et al., 2017; Su y Higashiyama, 2018; Leszczuk et al., 2018). En
Arabidopsis, existen diversos estudios de la expresion de genes AGP en células individuales
de distintos compartimentos del gametofito femenino, que permiten conocer a detalle la
expresion diferencial en cada parte del 6vulo, por ejemplo, AGP1 se expresa claramente en el
funiculo y tegumentos cerca del micropilo, AGP12 en la region calazal, AGP19 en la pared del
ovario. Se menciona que su interaccion influyé en la funcion como moléculas sefial, al mediar el
desarrollo y nutricién del 6vulo.

La sobreexpresion de arabinogalactan protein1l8 (AGP18), que codifica una proteina glicosilada
unida a la membrana plasmatica que se localiza en las células integumentarias del 6vulo
meiotico, da como resultado la supervivencia de multiples células de megasporas que pueden
adquirir identidad FM (Demesa y Vielle 2013).
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Finalmente, en las triple-mutantes por pérdida de funcién de los genes del receptor de arabidopsis
histone kinase (AHK) la FM a menudo no se especifica, en funciéon de la morfologia y la falta de
expresion del marcador, lo que resulta en un desarrollo del saco embrionario nulo o anormal.

La expresion de todos los AHK se detecta en el tejido esporofitico calazal y actlia en la via
de sefalizacién de la fitohormona citoquinina (Cheng et al., 2013). También se menciona la
importancia de AGP18 como marcador para la localizacién de primordios para la formacién
de évulos y otros 6rganos (Acosta y Vielle, 2004; Pereira et al., 2014; Leszczuk et al., 2018).
Recientemente, se ha reportado en Torenia fournieri, que proteinas AGP que son expresadas
en las sinérgidas del gametofito femenino, ejercen un papel atrayente para el tubo polinico, por
activacién de péptidos ricos en cisteina, denominados lurel y lure3 (Zhong y Qu, 2019), esto
pone de manifiesto que ademas de ser importantes para el desarrollo y diferenciacién, también
cumplen funciones particulares en el proceso de fecundacion.

La naturaleza heterogénea de las AGPs esté reflejada en las mdltiples funciones que cumplen.
Estan ancladas en la membrana celular y pueden actuar como moléculas de adhesion
qgue conectan elementos de la pared celular con la membrana plasmatica y ya ha sido
reportada la localizacidn tisular y subcelular. Ademas, es reconocido por su importante papel
en el desarrollo reproductivo de las plantas, tanto en los érganos masculinos como femeninos
(Leszczuk et al., 2019).

Se ha reportado que la expresién de AGPs se da principalmente en la ruta de crecimiento del
tubo polinico durante el periodo de mayor receptividad del 6vulo, lo que sugiere que podrian
actuar en como lubricante y también como nutrimento para crear un ambiente mas favorable para
el crecimiento del tubo polinico en la matriz extracelular a lo largo del pistilo, lo que asegura
gue se logre la fertilizacion (Lopes et al., 2016). Posterior a la fecundacién, también se ha
observado la acumulacién de AGPs en la zona basal del embrién en etapa globular, como indicador
de la transicion a la etapa triangular, lo que remarca la importancia de estas moléculas en
la interaccién celular durante el desarrollo, esto incluye comunicacion celular, transduccion de
sefales y transporte de material (Lopes et al., 2016).

Dado que las AGPs presentaron diferentes patrones de expresion caracteristicos y su importancia
en la diferenciacién, el objetivo de la investigacién fue determinar el posible papel de los genes
AGP12, AGP17 y AGP19 durante el desarrollo del gametofito femenino de R. communis.

Materiales y métodos

El experimento se llevdo a cabo en el laboratorio de biologia molecular agroalimentaria del
Tecnolégico Nacional de México-Instituto Tecnoldgico de Roque, ubicado en el km 8 de la carretera
Celaya-Juventino Rosas, Celaya, Guanajuato. Se colectaron inflorescencias de Ricinus
communis L., establecidas en el campo experimental del Tecnolégico de Roque, la colecta se
llevé entre los 40 y 70 dias después de la siembra, durante el periodo 2018-2020 con manejo
segun Raya-Pérez et al. (2016). Se seleccionaron los botones florales femeninos y se clasificaron
en cinco etapas de desarrollo: 2 mm, 3 mm, 4 mm, 5 mmy 6 mm de longitud.

Al considerar el tamafio de 6 mm como la etapa en la que la flor libera los estigmas para ser
polinizada, en esta etapa el saco embrionario debe estar bien desarrollado para una correcta
fertilizacion. Los botones florales fueron disectados con la ayuda de un microscopio
estereoscopio modelo Zoom Leica™ y un bisturi, se eliminaron los sépalos y la capsula con ptas
prematuramente desarrolladas y se dejaron expuestos los sacos embrionarios.

Los évulos fijados en solucion fijadora FAA (formaldehido, acido acético y etanol, 1:1:18) durante
un periodo de cinco minutos, se repitié la operacion tres veces, se enjuagé con alcohol 70% entre
cada operacion, las muestras fueron deshidratadas en soluciones seriadas etanol y clarificadas
con etanol-acido lactico (1:3, 1:2, 1:1) durante un periodo de 24, 2 y 2 h respectivamente. Se
realizaron observaciones en microscopio invertido Olympus 1X71° con diferentes objetivos que
van desde 10X, hasta 100X bajo optica de contraste interferencial de Normanski,
fotodocumentado con camara Olympus DP-70 acoplada al mismo microscopio.
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Se realizd extraccion de ARN total cinco tamafios diferentes (2 mm, 3 mm, 4 mm, 5 mm vy
6 mm), en cinco réplicas, con el reactivo TRIzol (Invitrogen™) segln las recomendaciones del
fabricante. Los extractos se resuspendieron en un volumen final de 20 (I y se determiné la
concentracién con un equipo NanoDrop™ 1000c con ello se obtuvo valores para rendimiento en
ng L™ y la relacién de absorbancia A260/280 cercano a 2 y se verificé la integridad; a través, de
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Para el andlisis de expresiéon a través de RT-PCR y
gRT-PCR, se disefiaron oligonucledtidos especificos por homologia con los genes
correspondientes de Arabidopsis thaliana en el genoma de referencia de Ricinus communis L.
(taxid:3988) y la herramienta BLAST (ncbi).

Se ordend la sintesis de los oligonucledtidos (T4Oligo™) como sigue: RcActina fw(5'-
GCCTGATGGTCAGGTCATCAC-3'), Rev (5-TAGAGCCACCGATCCAGACAC-3); RcNZZ Fw
(5-TTGGCTATGCTATTGGGTTCTT-3"), Rev (5-TGCTACACTTTTGGGGCTCTT-3"); RcSYN1
Fw (5-GTCAGTACAAGGGAGC AGATT-3), Rev (5-CAGGGAAAGATAAACCAAGTAGTC-3Y);
AGP12 Fw (5'-ACAACTCAT CATTCGCACCA-3), Rev (5-CATCGGAAGTAGGACTTGG-3%;
AtAGP17 Fw (5-CCATT TCTCCAGCTGCTCCA-3'), Rev (5-CGGGCGGAGCAGGCGGGCTT-3);
AtAGP19 Fw (5-CCA CCAGCTCCAAAAGTTGC-3'), Rev (5'-GGGCATGGTGATGCCTTTTG-3)).

Se llevaron a cabo reacciones RT-PCR punto final, con la enzima MLV- reverse transcriptase
(Invitrogen™) con el protocolo provisto por el fabricante en termociclador SimpliAmp (Life
tecnologies™) y para RT-PCR cuantitativo se disefi6 un experimento de tipo CT comparativos
(##CT) con el apoyo del Software StepOne™ software V2.1, por medio del kit (Mix SYBR green®)
para cada etapa de desarrollo (cinco etapas) para medir la expresion de los genes estudiados
(AGP12 y AGP19) y el gen de referencia (actina), con dos repeticiones.

En el experimento se utilizé el colorante fluorescente ROXTM como muestra pasiva (incluido en
el Mix SYBR green®). Las condiciones de ciclaje fueron programadas en el equipo StepOne™
real-time PCR (Life Technologies™): desnaturalizacion inicial 95¢, 10:00; desnaturalizacién: 95c,
00:15; alineamiento: 58C, 01:00; 40 ciclos. Se considerd, para la curva de temperatura de fusion
(Tm): desnaturalizacion 95C,00:15; alineamiento 58C, 01:00; desnaturalizacion 95C, 00:15. los
resultados de los analisis fueron analizados en el software StepOne™ v2.1.

Resultados y discusion

Determinacion de etapas de desarrollo

El andlisis microscépico mostré que, en la etapa correspondiente a 2 mm, el desarrollo
morfolégico interno aun no es evidente. Se aprecia el establecimiento del eje micropilar-calazal y
el espacio del saco embrionario; en relacion con las estructuras externas, las puas de la capsula
aun no se han extendido y analisis microscopico no revela estructuras internas claramente
diferenciadas; sin embargo, los ejes de desarrollo estan definidos posicionalmente desde
etapas mas tempranas (Figura 1A).
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Figura 1. Diferenciacion en las primeras etapas de desarrollo del gametofito femenino de R. communis. A) etapa
estudiada (2 mm) del botdn floral, presenté una estructura temprana del desarrollo del gametofito femenino en el cual
se observo la distribucion del saco embrionario (se), la zona de la calaza (ca) y del micrépilo (mi) y la célula madre de la

megaspora (mmc); B) 3 mm, se aprecio la estructura del 6vulo, los tegumentos internos (ii) y externos (ie) y C) detalle
en la etapa de 3 mm. Las flechas indican las células de la tétrada, posterior a la meiosis en la zona de la nucela (n).

En la segunda etapa de desarrollo seleccionada (3 mm), se observa la diferenciacion celular que
ocurre al interior del 6vulo; en la zona préxima a la calaza se distingue una Unica célula diferenciada,
correspondiente a la célula madre de la megaspora MMC, esta célula se vuelve evidente por la
expansion localizada y un engrosamiento de la pared celular (Figura 1B). En esta misma etapa de
3 mm se observa la primera division meidtica de la MMC para la formacion de una diada, lo cual
dirige la progresion en el desarrollo del gametofito femenino durante la esporogénesis (Figura 1C).

Analisis de expresion de AGP12, AGP17 y AGP19

El analisis de expresion de los genes AGP12, 17 y 19 por RT-PCR indic6 que los tres genes se
expresan continuamente durante el desarrollo del bot6n floral desde la etapa inicial de 2 mm hasta
la ultima etapa de desarrollo analizada correspondiente a 6 mm, en contraste con los marcadores
synapsisl (SYN) y nozzle/sporocyteless (NZZ/SPL), que mostraron una clara temporalidad de
expresion, semejante a la reportada, en Arabidopsis, por Wils y Kaufmann (2016), el patron de
expresion de las AGPs confirma la conservacion de funcion y expresion en diferentes familias de
dicotiledéneas. Sin embargo, la interaccidn con otros tipos de AGP induce cambios en los niveles
de expresion, que se verificaron mediante qRT-PCR.

El gen SYN se usa como marcador de desarrollo correspondiente al inicio de la meiosis en la
célula madre de la megaspora, mientras SPL/NZZ se relacionan con la diferenciacion de la célula
arqueospora, un evento previo a la definicién de la célula madre de la megaspora, se observo
gue la expresion de este gen es evidente hasta después de la etapa de 4 mm, cuando ya se han
completado las divisiones meiéticas (Figura 2).
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Figura 2. Expresion génica durante el desarrollo del botén floral y gametofito femenino. Los genes AGP 12,17 y 19
muestran expresion en las cinco etapas previas a la emergencia de los es gmas, mientras que SYN1 marca las
primera division de la MMC y el ingreso a la meiosis; NZZ/SPL de ene la expresion a par r de la etapa de 5 mm. El
gen de actina se usé como control de expresion en el ensayo RT-PCR. En la parte superior se muestra el aspecto del
botén floral en cada etapa analizada.

2Zmm 3mm 4mm Smm 6 mm
AGP12

AGP17

AGP19

SYN1

NZZ/SPL

ACTIN

El proceso de maduracion del gametofito femenino en R. communis resulté perfectamente
comparable con el modelado en Arabidopsis, por lo que se pueden distinguir cada una de las
etapas de desarrollo y se asume que la expresion génica reportada es aplicable en este modelo
de estudio; esto se confirmé al realizar los analisis de expresion.

En Arabidopsis, NZZ/SPL participan en los procesos de desarrollo de la antera y del 6vulo, asi
como en la identidad de los tejidos del estambre (Wils y Kaufmann, 2016), lo que explica, hasta
cierto punto el hecho de que la expresion prevalece mas alla de la especificacion de la célula
arqueospora. A pesar de que se observaron diferencias de intensidad en las bandas amplificadas,
no se consideran como evidencia de diferencias en los niveles reales de expresion, por lo que fue
necesario realizar andlisis cuantitativos de expresion.

La expresion de AGP17 promueve la remodelacién de la membrana y se ha reportado que se
expresa durante el proceso de desarrollo y reproduccion vegetal en especies como Quercus subery
y Capsicum annuum, dado el papel que desempefian en el desarrollo se esperaban variaciones
en los niveles de expresion (Verdugo-Perales et al., 2018; Pérez-Pérez et al., 2019).

elocation-id: e3407 7

g—



https://doi.org/10.29312/remexca.v16i2.3407

- TR

DOI: https://doi.org/10.29312/remexca.v16i2.3407

La actividad especifica de AGP19, reportada se asocia con el desarrollo de los haces vasculares,
particularmente al diferenciar elementos de xilema. Los transcritos de AGP19 son mas abundantes
en raices y flores, moderadamente abundantes en tallos, plantulas y silicuas y son practicamente
ausentes en las hojas (Yang et al., 2011). Para el gen AGP12 no ha sido publicado el patron
de expresion, pero existen datos de expresion global obtenidos por estrategias basadas en
microarreglos, segin datos de The Arabidopsis Information Resorce (TAIR), AGP12 se expresa
en carpelos, hoja caulinar, estructura colectora de la hoja, cotiledén, flor, pedicelo, células guardia,
hipocétilo, meristemo floral, 4pice de la hoja, base de la lamina foliar, pétalo, peciolo, embrién,
polen, raiz, semilla, sépalo, meristemo apical, estambres y tallos; la mayor expresién se detecta
en el filamento del estambre (TAIR, 2020), sin mencionar la temporalidad de la expresion.

En trabajos recientes, se evidencia la expresion diferencial de las AGPs durante la maduracion de
frutos, como el tomate; se sugiere incluso que las AGPs pueden funcionar como marcadores de
expresion para el proceso de maduracion del fruto (Kutyrieva-Nowak et al., 2023).

Cuantificacion relativa de la expresion de los genes AGP12 y AGP17

El analisis de la expresidn por qRT-PCR del gen AGP12, normalizado con gen de referencia, mostré
un patrén intermitente, en la etapa previa al inicio de la gametogénesis femenina (2 mm) presenta
un expresion 52 veces mayor que la etapa de 3 mm donde comienza la diferenciacion celular y la
meiosis, nuevamente en la etapa de 4 mm se observé un aumento en la expresion de 41 veces,
en relacién a la misma etapa, en la etapa de 5 mm la expresién se reduce practicamente como en
la etapa de 3 mm y finalmente en la etapa de 6 mm la expresion relativa disminuy6 a la mitad de
la etapa de referencia (3 mm) (Figura 3).

Figura 3. Cuantificacion relativa de la expresidon de AGP12. Botones florales de Ricinus communis L., durante el
desarrollo previo a la fecundacion
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Fisiologicamente, en las etapas donde ocurren los incrementos de expresion, corresponden a
etapas donde se llevan a cabo eventos de diferenciacion, mientras que las etapas con menor
expresion corresponden a eventos de division celular, meiosis en la etapa de 3 mm y divisiones
mitéticas en la etapa de 4 mm, con un proceso semejante al observado en el desarrollo del
megagametofito de A.thaliana (Acosta and Vielle, 2004).
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Los resultados de la cuantificaciéon de la expresion del gen AGP17 normalizados con el gen de
actina, muestran que en la etapa de 2 mm la expresion es 29.8 veces mayor que en la etapa de
referencia de 3 mm, en la etapa posterior al inicio del desarrollo del gametofito femenino (4 mm)
el gen de interés incrementé su expresion 31.2 veces mas que la etapa de referencia, la etapa de
5 mm se observa un aumento en la expresion de 1.3 con respecto a la de referencia, al igual que
la etapa anterior a los 6 mm de desarrollo con una expresion 0.8 veces mayor a la referencia, no
se presento variacion numérica entre las etapas de 2 y 4 mm.

Este hallazgo permite relacionar AGP17 con el desarrollo del gametofito femenino, ya que los
reportes previos solo han relacionado homélogos de este gen con procesos de sefializacién
intercelular en procesos de defensa y en el establecimiento de relaciones simbidticas, aunque se
menciona, por similaridad en el patrén de glicosilacion, en el proceso de atraccion del tubo polinico
para la doble fertilizacion del gametofito femenino (Mizukami et al., 2016) (Figura 4).

Figura 4. Cuantificacion relativa de la expresion del gen AGP17. Durante el desarrollo del boton floral de
Ricinus communis L., exhibe un patrén de expresidon semejante a AGP12, con incremento de expresion
en las etapas de diferenciacion celular.
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La comparacién de la expresion relativa en las etapas estudiadas mostr6 comportamiento
semejante para el gen AGP12 y AGP17, pero con variacion en el nivel de induccion, esto sugiere
gue ambos genes pueden actuar en conjunto en las etapas mostradas; a partir de la etapa de 5
mm presentan una expresion reprimida (Figura 5).
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Figura 5. Comparacion de la expresion relativa del gen AGP12 y AGP17. Durante el desarrollo del gametofito.
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Los genes AGP12 y AGP17 forman parte de una familia de genes de aproximadamente 50
miembros, con funciones relacionadas con la sefializacion, diferenciacion y estructura de los tejidos
vegetales, por lo que no es dificil de entender que puede haber funciones redundantes y a la vez,
gueda en manifiesto la importancia de los procesos en los que estan involucrados, por lo que
evolutivamente se han conservado dichos genes y se reiteran para asegurar que las funciones
gueden cubiertas.

Estructuralmente AGP17 tiene mayor semejanza con AGP18 y AGP19, pero el patron de expresiéon
gue se reporta en el presente trabajo de investigacion resulté ser semejante a AGP12. A través de
andlisis con anticuerpos anti-AGPs, se han localizado AGPs en la diada, tétrada y en megaspora
funcional, por lo que se infiere el papel en la sefializacion por AGPs para el desarrollo de esta
célula (Pinto et al., 2019).

Auln quedan muchas interrogantes sobre la funcion precisa de las AGPs en el desarrollo de los
gametofitos, pero la caracterizacién puntual de los patrones de expresion es una pieza clave en la
comprension de los procesos de desarrollo. Ademas, se ha reportado el incremento de niveles de
AGPs por accion de estrés abiético, tal como los genes OsAGP1, OsAGP15y OsELA3 reportados
en arroz (Oryza sativa) al someter las plantas a ciclos de desecacion-rehidratacion, cuya expresién
ademas respondié a la presencia de ABA, esto puede relacionarse naturalmente con el proceso
de deshidratacion que experimentan las semillas ortodoxas al llegar a la madurez.

Sin descartar que la alta proporcion de azlcares podria actuar en la protecciéon de los tejidos
y proteinas durante la desecacion natural y la acumulacién de ABA, que impide que la semilla
germine antes de completar su proceso de maduracion, de la misma manera, se reportd la
disminucién en los niveles de AGPs en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) sometidas a estrés
por salinidad con relacién a la inhibicion de la expansion celular caracteristica de esa condicion
y a carencia de oxigeno.

Por otro lado, se mencionan experimentos llevados a cabo con tomate (Solanum lycopersicum)
en condiciones de hipoxia y anoxia, que provoca la disminucion de la expresién de genes
especificos de AGPs, (SIAGP1, SIAGP2 y SIAGP4); ademas, disminuyé la expresion de los
genes de AGPs en respuesta a otros tipos de estrés, como el producido por calor y metales
pesados (Mareri et al., 2019).
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Conclusiones

En R. communis, los genes NZZ/SPL y SYN1, homélogos a los correspondientes de Arabidopsis,
mantienen patrones semejantes a la planta modelo y funcionan como marcadores de las primeras
etapas de desarrollo del gametofito femenino. Los genes AGP12 y AGP17 mostraron expresion
en el gametofito femenino durante todo su desarrollo con un decremento en expresion en la etapa
correspondiente a la diferenciacion e inicio de la division de la célula madre de la megaspora, para
posteriormente incrementar la expresién y disminuye nuevamente para proceder a la maduracién
del gametofito femenino.
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