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Resumen 

Evolución de los genes de regulación meristemática de la angiosperma holoparásita Pilostyles 

boyacensis (Apodanthaceae) 

 

Las especies de Apodanthaceae presentan una morfología excepcional dentro de las angiospermas, 

ya que son holoparásitas endofíticas, que viven totalmente a expensas de otras plantas con flor, y 

que han perdido la capacidad de fotosintetizar. Esta condición de parasitismo extremo ha causado la 

pérdida total de raíces, tallos y hojas, y que el desarrollo vegetativo se reduzca a la formación de un 

tejido filamentoso poco diferenciado que entra en contacto directo con el tejido vascular del 

hospedero. La fase no críptica ocurre cuando las flores emergen del tallo hospedero y completan su 

ciclo de vida al formar frutos y semillas viables. Este estudio evaluó la evolución de los linajes de 

genes regulatorios de meristemas primarios, embriogénesis temprana y diferenciación de células 

vasculares en la holoparásita Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae). Esto, mediante una búsqueda 

dirigida de genes homólogos en P. boyacensis a los ya documentados en la especie modelo 

Arabidopsis thaliana, y finalmente se propone una red genética mínima funcional para el desarrollo 

vegetativo de en Pilostyles. Se generaron cuatro transcriptomas por RNA-seq para (a) flores; (b) 

frutos de P. boyacensis; (c) endófito y botones florales jóvenes en tallos de la hospedera Dalea 

cuatrecasasii (Fabaceae); y (d) tallo no infectado de D. cuatrecasasii. Como resultado, se 

encontraron genes en 10 de las doce familias de genes evaluadas. En total, se encontró 

aproximadamente una tercera parte de los genes conocidos en la especie modelo, aunque la mayoría 

de los pocos que se mantienen en la holoparásita presentaron dominios funcionales conservados. Se 

infiere que la reducción morfológica vegetativa y embrionaria extrema de Pilostyles está 

evolutivamente vinculada con la reducción de genes expresados como parte de las redes genéticas 

asociadas a estos procesos. Se mantienen los módulos de interacción mínimos para el desarrollo del 

embrión y los factores de transcripción asociados al crecimiento del endófito y a una diferenciación 

vascular incipiente. Los genes asociados al desarrollo de raíz en otras especies no se encontraron 

siendo expresados, mientras que los relacionados con el inicio de meristemas florales permanecen. 

Palabras clave: Holoparásita endofítica, factores de transcripción, meristema apical, procambium, 

transcriptoma. 
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Abstract 

Evolution of meristem regulatory genes in the holoparasitic angiosperm Pilostyles boyacensis 

(Apodanthaceae) 

 

The species of Apodanthaceae have a unique morphology among angiosperms. They are endophytic 

holoparasites that thrive exclusively at the expense of other flowering plants and have lost their 

photosynthetic capacity. The extreme parasitic condition has resulted in a complete loss of roots, 

shoots, and leaves, leading to a limited vegetative development that forms a filamentous tissue 

differentiating poorly and directly contacting the host's vascular tissue. The non-cryptic phase 

commences when flowers emerge from the host stem, eventually producing viable fruits and seeds. 

This study investigated the evolution of gene lineages regulating primary meristems, early 

embryogenesis and vascular differentiation in the holoparasitic plant Pilostyles boyacensis 

(Apodanthaceae). A focused search was conducted to identify homologous genes in P. boyacensis 

that have been documented in the model species Arabidopsis thaliana. Finally, a minimum functional 

genetic network for Pilostyles development is proposed. Transcriptomes from four sources were 

generated through RNA-seq: (a) flowers, (b) fruits of P. boyacensis, (c) endophyte and young flower 

buds on stems of the host Dalea cuatrecasasii (Fabaceae), and (d) uninfected stems of D. 

cuatrecasasii. The results of evaluating the twelve families showed genes from ten families. In total, 

Pilostyles contained only about one-third of the model species' known genes, although most of the 

few genes that remain in the holoparasite had conserved functional domains. It is inferred that 

Pilostyles' extreme vegetative and embryonic morphological reduction is evolutionarily linked to a 

reduction of expressed genes associated with genetic networks of those processes. The minimum 

interaction modules for embryo development and transcription factors linked to endophytic growth 

and incipient vascular differentiation remain conserved. No genes related to root development were 

found expressed, however, genes related to the initiation of floral meristems remain. 

Keywords: Apical meristem, endophytic holoparasite, procambium, transcription factors, 

transcriptome. 
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Introducción 

El parasitismo ha evolucionado de manera independiente en 12 órdenes de angiospermas. Esta forma 

de vida ocurre en alrededor de 4500 especies de plantas con flor (Barkman et al., 2007; Nickrent, 

2020). Dependiendo de los requerimientos nutricionales y fotosintéticos, las angiospermas parásitas 

pueden agruparse en tres categorías: hemiparásitas facultativas, hemiparásitas obligadas y 

holoparásitas (Westwood et al., 2010). Las primeras pueden desarrollar su ciclo de vida de manera 

independiente, pero bajo condiciones ambientales específicas pueden usar un hospedero para la 

obtención de agua y minerales. Las dos últimas son plantas parásitas obligadas y requieren de un 

hospedero para completar su ciclo de vida. En el caso de las hemiparásitas obligadas, estas pueden 

realizar fotosíntesis y obtienen agua/minerales del hospedero, mientras que las holoparásitas carecen 

de la maquinaria encargada de la fotosíntesis por lo que dependen enteramente de su hospedero para 

su nutrición. Estas particularidades en su nutrición generan modificaciones morfológicas extremas 

en comparación con las fotosintéticas.  

En general, las angiospermas desarrollan meristemas primarios, secundarios e intercalares durante 

su crecimiento post-embrionario. Éstos crecen de manera coordinada para la formación y el 

crecimiento de raíz y vástago, este último diferenciado en ejes (tallos) y filomas (hojas, brácteas, 

sépalos, pétalos, estambres y carpelos). Un subgrupo de holoparásitas (Apodanthaceae 

(Cucurbitales), Mitrastemonaceae (Ericales), Cytinaceae (Malvales), Rafflesiaceae (Malpighiales), 

Tristerix aphyllus (Loranthaceae), Viscum minimum y Arceuthobium sp. (Santalaceae), conocido 

como las holoendoparásitas, se destaca por su morfología considerablemente atípica, ya que una 

parte de la planta, llamado el endófito, crece internamente en los tejidos de la planta hospedera, de 

la cual solamente emergen las estructuras reproductivas o exófito (Heide-Jørgensen, 2008).  

Las Apodanthaceae constan de dos géneros y 13 especies. La especie del género monotípico 

Apodanthes parasita principalmente especies de Salicaceae, Cannabaceae, Burseraceae y Meliaceae. 

Por su parte, el género Pilostyles está compuesto por 12 especies que parasitan exclusivamente a 

miembros de la familia Fabaceae. La distribución geográfica de la familia Apodanthaceae incluye 

regiones del Norte-, Centro- y Sur América, África Oriental, Oriente Medio y sureste de Australia, 
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lo que lleva a suponer que se trata un linaje de origen gondwánico (Bellot & Renner; 2014; Heide-

Jørgensen, 2008; González & Pabón-Mora, 2014; Ortega-González et al., 2020). En Colombia se 

han registrado tres especies de esta familia: Apodanthes caseariae y Pilostyles cf. blanchetii en 

localidades por debajo de los 1500 m de altitud, y P. boyacensis, por encima de 2000 m (González 

& Pabón-Mora, 2014). 

En las especies de Pilostyles he han desarrollado investigaciones principalmente sobre anatomía, 

desarrollo y morfología floral de algunas especies (Blarer et al., 2004; Brasil, 2010; González & 

Pabón-Mora, 2017; Groppo et al., 2007; Kuijt, 1969; Meijer, 1993; Rutherford, 1970; Vattimo, 

1971). Las especies de este género presentan flores unisexuales y un perianto con piezas libres 

distribuidas en espiral. En el centro de la flor se forma una columna con un disco carnoso subapical, 

rodeada por un nectario basal. En cuanto a las flores carpeladas, el disco actúa como estigma, el 

ovario es unilocular y la placentación es difusa. Las flores estaminadas forman dos o tres anillos con 

varios sacos polínicos sésiles, justo bajo el disco de la columna (Bellot & Renner, 2014; González 

& Pabón-Mora, 2017). 

Los frutos son bayas con numerosas (>100) semillas pequeñas (< 0,5 mm), las cuales presentan una 

sola capa de esclereidas de pared gruesa rodeando al endosperma. Estas células secretan hacia el 

exterior de la semilla una sustancia glutinosa característica del género (González & Pabón-Mora, 

2014, 2017; Rutherford, 1970). El endosperma está formado por una o dos capas celulares y el 

embrión esta reducido a ocho células y sin cotiledones diferenciados (Bouman & Meijer, 1994; 

González & Pabón-Mora, 2017; Johri, 1992; Rutherford, 1970). El endófito se muestra como células 

con citoplasma denso y núcleos grandes formando hileras parenquimáticas con de grosor variable 

que crecen paralelamente al floema secundario de la hospedera. A partir de las cuales se generan los 

botones florales y los ñextensoresò que crecen hacia el xilema de la hospedera como cu¶as de 

parénquima con traqueidas centrales (Amaral & Ceccantini, 2011; Endriss, 1902; Kuijt et al., 1985; 

Rutherford, 1970). Estas especies de holoparásitas endofíticas carecen de raíces, tallos y hojas, 

debido a que modifican extremadamente la organización meristemática canónica del vástago y la 

raíz de las espermatofitas, lo que implica que su desarrollo no sigue los procesos de la mayoría de 

angiospermas.  

Arabidopsis thaliana (Brassicaceae) ha sido la especie modelo para las investigaciones sobre el 

desarrollo de la arquitectura del cormo en angiospermas. El crecimiento y diferenciación de células 

en las plántulas ocurre por la actividad de dos meristemas primarios apicales, el del vástago (SAM) 

y el de la raíz (RAM). Cada uno de estos meristemas consta de un centro de organización (o centro 



Introducción 3 

 

quiescente en el RAM), alrededor del cual se organiza una serie de células madre, las cuales se 

dividen y forman distintos tejidos (Sparks et al., 2013). Durante el desarrollo embrionario se 

especifica el patrón de crecimiento apical-basal con la formación de los meristemas apicales. 

También se determina el patrón radial de desarrollo de tejidos mediante las regiones del protodermo, 

meristema fundamental y procambium (Hove et al., 2015). 

Desde el estado embrionario globular temprano se especifica la hipófisis, la cual en el estado globular 

tardío da lugar a una célula apical en forma de lente que será la fundadora del centro quiescente del 

RAM; y por otra parte a una célula basal que formará las células madre de la columnela (Palovaara 

et al., 2013). La especificación del SAM ocurre en el estado globular, en la región opuesta al RAM. 

El procambium se ubica a lo largo del eje apical-basal y se extiende a los cotiledones en el embrión, 

cuando la planta crece este eje es remplazado por el cambium vascular un meristema lateral (Rybel 

et al., 2016). 

El SAM tiene una estructura conocida como túnica-corpus, la cual se divide en tres zonas (central, 

periférica y medular), y en tres capas (L1, la capa más externa; L2, que se divide anticlinalmente; y 

L3 o cuerpo, que se divide en todas las direcciones). La capa L1 corresponde al protodermo, mientras 

que la L2 y parte la L3 forman meristema fundamental, del cuerpo también se producirán los tejidos 

vasculares. El centro de organización (células que no se dividen) se ubica en el centro de confluencia 

de las tres zonas y se encarga de mantener la propiedad de células madre de las que la rodean 

(Gaillochet & Lohmann, 2015; Sparks et al., 2013). Alrededor del centro organizacional se ubican 

células madre, las cuales se dividen a una tasa baja y pasan a la zona periférica donde la división 

celular es activa y terminan desplazándose lateralmente. Las células producto de estas divisiones 

serán integradas en algún órgano lateral (p.ej. hojas e inflorescencias) o harán parte de los tejidos 

vasculares centrales de la planta si se incorporan la zona de costilla (Gaillochet & Lohmann, 2015; 

Sparks et al., 2013). 

De forma similar, las células del centro quiescente del RAM no se dividen ni se diferencian de las 

células madre a su alrededor. El RAM se divide en una zona meristemática, una de elongación y una 

de diferenciación. En la primera se originan los tipos celulares; las células madre ubicadas bajo el 

centro quiescente dan lugar a la columnela de la cofia, las células madre laterales inferiores darán 

lugar a la cofia lateral y a la epidermis. Otro conjunto de células madre laterales más internas darán 

lugar a la corteza y la endodermis; finalmente las células sobre el centro quiescente formarán el eje 

vascular de la planta formando el periciclo, protoxilema, procambium y protofloema (Cederholm et 
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al., 2012). En la zona de alargamiento los tejidos crecen mediante división activa, para luego 

diferenciarse (p.ej. formación de pelos radiculares) en la zona de diferenciación. 

El crecimiento y diferenciación celular en tejidos y órganos es controlado en los meristemas por una 

serie de factores de transcripción, moléculas de señalización y hormonas como auxinas, citoquininas 

y giberelinas que interactúan en redes de regulación génica (Cederholm et al., 2012; Guyomarcôh et 

al., 2005). Investigaciones en monocotiledóneas han confirmado que en general los genes y vías 

primarias para la determinación y mantenimiento de los meristemas de vástago y raíz se mantienen 

entre especies, por lo que parecen conservados en angiospermas (Peris et al., 2010). Estas vías 

conservadas sirven como candidatas para estudiar las bases genéticas responsables del plan corporal 

altamente modificado de las plantas holoparásitas endofíticas. 

La adquisición de la polaridad del zigoto hasta el estado de embrión globular depende de la expresión 

secuencial y diferencial de varios factores de transcripción de la familia WUSCHEL-RELATED 

HOMEOBOX (WOX) como WOX2, WOX8 y WOX9. Después WUSCHEL (WUS) y WOX5 serán los 

que marquen los centros de organización del futuro meristema apical y del centro quiescente del 

meristema radicular respectivamente (Palovaara et al., 2013). La formación del protodermo está 

marcada por la expresión de AtMERISTEM LAYER 1 (AtML1) y PROTODERMAL FACTOR 2 

(PDF2); mientras que la separación de meristema fundamental y procambium involucra a 

ARGONAUTE10 (AGO10), SHORT-ROOT (SHR), TARGET OF MONOPTEROS5 (TMO5) y 

SCARECROW (SCR) (Hove et al., 2015).  

En centro de organización del SAM se expresa WUS que mantiene el meristema induciendo la 

división de las células madre, estas a su vez producen el péptido corto CLAVATA3 de la familia 

CLE quien a través de la unión a homodímeros de CLAVATA1 o heterodímero CLAVATA2 

(CLV2)/CORYNE (CRN) regulan negativamente la expresión de WUS en un bucle de 

retroalimentación que mantiene procesos de división y diferenciación celular en un fino balance 

(Gaillochet & Lohmann, 2015). Adicionalmente la proteína trasportadora PINOID1 (PIN1) se 

encarga del flujo de auxinas en el meristema y dicho flujo determina las regiones de organización de 

los ·rganos laterales como hojas e inflorescencias (Petr§ġek & Friml, 2009).  

La diferenciación marcada de la hipófisis durante el desarrollo embrionario requiere de la posición 

polarizada especifica en la membrana del transportador de auxina PINOID1 (PIN1), el factor de 

trascripción de respuesta a auxinas MONOPTEROS (ARF5/MP) y el factor (TMO7) (Cederholm et 

al., 2012). En cuanto al desarrollo post-embrionario de raíz, las células del centro quiescente 

expresan el factor de transcripción WOX5, que promueve la división celular, pero restringe la 
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diferenciación celular. WOX5 es a su vez controlado por el complejo receptor ARABIDOPSIS 

CRINKLY4 (ACR4) expresado por las células de la columnela y regula negativamente a WOX5 

cuando se une al péptido señal CLAVATA3/ESR-RELATED 40 (CLE40) producido en las células de 

la columnela ya diferenciadas (Gaillochet & Lohmann, 2015). El trasporte de auxina en el RAM se 

ve mediado por ubicación especifica en las membranas de las PIN1/2/3/4 y 7 generando un gradiente 

de auxina hacia el centro del meristema (Bennett & Scheres, 2010). 

El estudio de genes del desarrollo en holoparásitas endofíticas no ha sido ampliamente abordado. 

Existen reportes de expresión de genes de identidad de órganos florales en especies de Rafflesiaceae 

(Amini et al., 2019; Nikolov et al., 2013; Ramamoorthy et al., 2013). Sin embargo, a la fecha aún 

no se conocen las rutas genéticas de las embriogénesis implicadas en la diferenciación de los 

meristemas apicales (RAM y SAM) y las fases post-embrionarias previas a la floración.  

Este estudio tuvo como objetivo la reconstrucción de la evolución de los linajes de genes regulatorios 

de meristemas primarios activos en la holoparásita Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae), y 

compararlos con las secuencias ortólogas de la especie modelo Arabidopsis thaliana, especies de 

Cucurbitales y otras rósidas, con el fin de identificar una red genética mínima funcional responsable 

del desarrollo vegetativo en un caso de holoparasitismo. Esto mediante los objetivos específicos: (1) 

Aislar e identificar los genes de P. boyacensis que en otras especies de rósidas, en particular A. 

thaliana (Brassicaceae), Cucumis sativus y Citrullus lanatus (Cucurbitales), han sido asociados con 

la regulación de meristemas primarios de raíz y vástago. (2) Generar análisis filogenéticos para cada 

una de las familias de genes asociadas con la regulación de meristemas primarios de raíz y vástago 

en rósidas, con el fin de identificar los ortólogos en P. boyacensis. (3) Evaluar el grado de 

conservatividad en cuanto al número de copias y la variación en secuencias codificantes de cada gen 

candidato en P. boyacensis con el fin de identificar cambios exclusivos con respecto a especies de 

Cucurbitales no parásitas. (4) Determinar la expresión espaciotemporal de los genes asociados con 

la regulación de meristemas primarios en el endófito, en botones florales emergentes, frutos y 

embriones de P. boyacensis. (5) Proponer un modelo de red funcional mínima para el desarrollo 

vegetativo de P. boyacensis con base en literatura y los genes detectados en este estudio. 

Dada la forma de vida holoendoparasítica y la extrema reducción de los órganos vegetativos de 

Pilostyles boyacensis, se espera que los genes que regulan los meristemas primarios estén reducidos 

tanto en número como en estructura con respecto a otras eudicotiledóneas, y que exhiban secuencias 

altamente divergentes. También es de esperar que solo unos pocos genes? estén intactos y 

representen la red genética mínima conservada de transición vegetativa a floral en una 
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eudicotiledónea holoparásita endofítica. Dado que algunos genes asociados con la regulación de 

meristemas primarios también pueden ser necesarios para el desarrollo floral (estructuras que si están 

presentes), se espera que algunos de estos genes sean comparables en número de copias y exhiban 

en sus secuencias mayor similitud. 
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1.1 Resumen 

La familia Apodanthaceae comprende dos géneros (Apodanthes y Pilostyles) y 12 especies 

endoparásitas, todas ellas carentes de meristemas apicales de raíces y vástago, tallo y hojas. Su fase 

vegetativa se reduce a un endófito similar a un micelio formado por hebras de células de parénquima 

que están en estrecho contacto con la vasculatura de la planta hospedera. Estas plantas se hacen 

evidentes solo cuando sus diminutas flores gregarias emergen rompiendo la corteza del hospedero. 

La falta de meristemas vegetativos contrasta fuertemente con la formación típica de sus meristemas 

florales. La especie, Pilostyles boyacensis, proporciona un sistema adecuado para investigar la 

evolución de genes relacionados con el meristema en una planta con flores endoparásitas sin un 

típico meristema apical de vástago. Se generaron transcriptomas de dos etapas diferentes del 

desarrollo del parásito (botones florales en preantesis y frutos), así como una muestra mixta que 

comprende las endófitas y botones florales en crecimiento de la parásita y tejidos de su hospedera, 

Dalea cuatrecasasii (Fabaceae). Evaluamos específicamente el número de copias y dominios 

conservación para las familias WUSCHEL HOMEOBOX, LRR-RLK-IX-a y CLE relacionadas con el 

mantenimiento del meristema apical de vástago (SAM, por sus siglas en ingles), así como las familias 

ARF y LFY responsables de la identidad del meristema floral. Se encontraron en Pilostyles cinco de 

los 11 genes canónicos responsables del mantenimiento de SAM y la determinación del destino floral 

objetivo de este estudio. P. boyacensis muestra al menos un transcrito con todos los dominios 

funcionales conservados para BAM1, WUS, WOX9, ARF7 y LFY. No se encontraron otros genes 

implicados en este proceso de acuerdo con la red regulatoria canónica, incluidos ARF5, ARF19, 

BAM2, BAM3, CLV1 y CLV3. En conclusión, el estilo de vida endoparasítico de Apodanthaceae 

parece correlacionarse con una reducción sustancial en la maquinaria transcriptómica vinculada al 

SAM, mientras que los genes involucrados en la iniciación floral se han mantenido intactos. 

Palabras calve: AUXIN RESPONSE FACTOR 7, BARELY ANY MERISTEM, plantas holoparásitas, 

LEAFY, meristema apical de vástago, WUSCHEL. 

1.2 Introducción 

El plan corporal básico en las plantas vasculares resulta esencialmente de la actividad de dos 

meristemas primarios que forman raíces (meristema apical de la raíz, RAM) y vástago (meristema 

apical del vástago, SAM). Estos meristemas se establecen durante la embriogénesis temprana y se 

mantienen durante el crecimiento de las plantas mediante complejas redes de regulación genética 
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(Ha et al., 2010). En las angiospermas, el SAM forma fitómeros con filomas fotosintéticos antes de 

su transición floral. Se conocen varios genes que controlan la actividad meristemática del vástago. 

En Arabidopsis thaliana el gen de la familia WOX, WUSCHEL (WUS) mantiene la pluripotencia y 

la tasa de división celular (Gaillochet & Lohmann, 2015). A su vez, esta proteína induce la 

producción del péptido corto CLAVATA3 (CLV3, un miembro de la familia CLAVATA 3/ESR-

related, CLE), que se une al receptor CLAVATA1 (CLV1, subfamilia LEUCIN-RICH REPEAT 

RECEPTOR-LIKE KINASE IX-a, LRR-RLK-IX-a) desencadenando la regulación negativa de WUS 

lo que conduce a la diferenciación celular en la periferia del SAM (Gaillochet & Lohmann, 2015). 

Este bucle de retroalimentación mantiene un equilibrio entre la división celular y la diferenciación, 

y se ve reforzado por la acción de los receptores BARELY ANY MERISTEM 1-3 (BAM1, BAM2, 

BAM3; miembros del LRR-RLK-IX-a). Los receptores BAM se expresan en la periferia del campo 

meristemático, donde capturan otros péptidos de la familia CLE producidos en los flancos, y evitan 

la diferenciación completa de las células meristemáticas por el efecto de la detección de los péptidos 

CLE por CLAVATA1 (DeYoung & Clark, 2008). Además, se ha demostrado que WUSCHEL-

HOMEOBOX 9 (WOX9, otro miembro de la familia WOX) mantiene la división celular activa en el 

SAM, la iniciación de los primordios foliares y la identidad del meristema de la raíz en las primeras 

etapas del crecimiento de las plántulas (Haecker et al., 2004; X. Wu et al., 2005). Así, los mutantes 

wox9 desarrollan un SAM aplanado y con células diferenciadas, así como la detención del 

crecimiento de la raíz primaria (X. Wu et al., 2005) WOX9 regula positivamente la expresión de 

WUS, y también responde a la regulación negativa de CLV3 (X. Wu et al., 2005).  

Las hormonas también juegan un papel clave en la generación de órganos a partir del SAM. Altas 

concentraciones de auxina en los flancos del SAM son cruciales para el desarrollo de filomas, ya que 

las proteínas inducidas por auxina/indol-3-acético (Aux/IAA) interactúan con el factor AUXIN 

RESPONSE FACTOR 5 (ARF5/MONOPTEROS, un miembro de la familia ARF) (Korasick et al., 

2014). ARF5 es reprimido por IAA12/BODENLOS; tal represión puede ser antagonizada por altas 

concentraciones de auxina que desencadenan la degradación de la proteína inducida por IAA 

(Chandler, 2016). Por lo tanto, es necesario un aumento de auxina en los flancos del meristema de 

inflorescencia (IM) para liberar a ARF5, que puede inducir directamente al factor LEAFY (LFY) el 

cual especifica el destino de meristema floral (Denay et al., 2017; Yamaguchi et al., 2013). Además, 

tanto ARF5 como ARF7 son funcionalmente redundantes en el desarrollo del patrón apical-basal 

embrionario y el crecimiento celular dependiente de auxina (Hardtke et al., 2004). También, los 

parálogos estrechamente relacionados ARF7 y ARF19 podrían inducir la expresión de LFY y regular 
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positivamente a PLETHORA3 (Chandler & Werr, 2015; Taylor-Teeples et al., 2016). LFY por su 

parte promueve la transcripción de APETALA1 (AP1) (Wagner, 1999), formando un bucle de 

retroalimentación positiva responsable de la identidad del meristema floral. LFY hace parte de 

complejos proteicos que activan a los genes MADS-box de clase B, C y E, que en última instancia 

controlan la identidad de los órganos florales (Wils & Kaufmann, 2017). 

Las angiospermas parásitas han evolucionado independientemente al menos 12 veces (Nickrent, 

2020). Las hemiparásitas todavía son capaces de fotosintetizar y adquirir agua y minerales de la 

planta hospedera. Las holoparásitas, en cambio, carecen completamente de órganos fotosintéticos y 

dependen de la hospedera para suplir sus requerimientos nutricionales. Tal estilo de vida se asocia 

con variaciones del plan corporal típico en respuesta a la completa dependencia para desarrollarse y 

nutrirse de una hospedera. La reducción más dramática ocurre en plantas endoparásitas, que no 

forman raíces, tallos u hojas (Heide-Jørgensen, 2008). Su fase vegetativa se reduce a hebras de 

células de parénquima dentro de la hospedera y sus únicas estructuras visibles son las flores y los 

frutos una vez han salido de los tejidos de la hospedera. Las flores con frecuencia conservan un 

perianto modificado, así como un androceo y un gineceo completamente funcionales (Heide-

Jørgensen, 2008; Nikolov et al., 2013). Aquí, nos centramos en uno de esos extraordinarios linajes 

de endoparásitas, Apodanthaceae. La familia comprende 12 especies en dos géneros, Apodanthes y 

Pilostyles (Bellot & Renner, 2014). Mientras que la única especie del primer género parasita a 

miembros Salicaceae y está restringida al Nuevo Mundo, los miembros de Pilostyles crecen en varios 

linajes de fabáceas en América, África, el Cercano Oriente y Australia (Arias-Agudelo et al., 2019; 

Bellot & Renner, 2014; González & Pabón-Mora, 2014b, 2014a). Las especies de Pilostyles tienen 

un embrión reducido de 8-10 células, y no se sabe si durante la embriogénesis temprana ocurre la 

formación de un RAM o SAM (González & Pabón-Mora, 2017; Rutherford, 1970). El endófito 

consiste en hebras de células que están en estrecho contacto con los ejes vasculares de la hospedera 

(Figura 1-1 H-J). La transición a la fase reproductiva ocurre dentro de la hospedera pasando por la 

formación de un meristema de inflorescencia (IM) sin brácteas que pasa rápidamente a un meristema 

floral (FM). Las flores rompen gradualmente la corteza de la hospedera y emergen en preantesis 

(Amaral & Ceccantini, 2011; Blarer et al., 2004; Brasil, 2010; González & Pabón-Mora, 2017; 

Heide-Jørgensen, 2008). Los órganos emergentes se denominan exófito (Figura 1-1 A-F). La falta 

de meristemas vegetativos reconocibles en estas plantas contrasta fuertemente con la formación 

típica de los meristemas florales (Figura 1-1 K, L), lo que plantea un sistema adecuado para estudiar 
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la evolución de los genes relacionados con los meristemas y la interacción entre meristema 

vegetativo y florales a lo largo de las angiospermas. 

Figura 1ï1. A-F. Pilostyles boyacensis exófito. A-C, vista general (A) y detalle de las flores (B, C) 

flores emergiendo de la hospedera, Dalea cuatrecasasii. (D) Flores estaminadas; (E) Flores 

carpeladas; (F) frutos; (G) Porción del tallo sin corteza de D. cuatrecasasii que muestra flores de P. 

boyacensis en varias etapas de desarrollo; las fibras blancas corresponden al tejido del floema de la 

hospedera. (H-J) Sección longitudinal del tallo infectado de D. cuatrecasasii con un aumento (H) 

bajo, (I) medio y (J) alto que muestran agregaciones irregulares de células parenquimáticas de 

Pilostyles (pp, punteadas) en contacto con el floema de la hospedera (dp). (K) Sección transversal 

del tallo infectado de D. cuatrecasasii que muestra flores de P. boyacensis en diversas etapas del 

desarrollo y crecimiento. (L) Sección longitudinal de un botón floral de P. boyacensis (pf) y el 

extensor vascular (ex), dentro de la corteza de la hospedera (hc). (M) Sección longitudinal de una 

semilla de P. boyacensis con embrión (em). Los números (1-3) en F y G indican los tres tejidos 

muestreados para los transcriptomas, de la siguiente manera: 1, tejido mixto Dalea/Pilostyles; 2, 

flores de Pilostyles en preantesis; 3, frutos con semillas de Pilostyles. Barras de escala: (C-G) 2 mm; 

(H, I, L) 100 µm en; (J) 10 µm; (M) 20 µm. 
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Este estudio generó por primera vez transcriptomas de tres estadíos diferentes del desarrollo de la 

endoparásita Pilostyles boyacensis: tejido endofítico de P. boyacensis al interior del tallo de Dalea 

cuatrecasasii, botones florales disectados y frutos jóvenes y maduros de P. boyacensis. Se 

identificaron un conjunto de genes implicados en la regulación de meristemas apicales de vástago y 

florales. Proporcionando una lista de genes relacionados con estos meristemas en Pilostyles y 

analizamos su evolución en un amplio muestreo de angiospermas. En conjunto, la reducción 

sustancial de la red genética reguladora del SAM afecta solo a la formación de meristemas primarios, 

mientras que la asociada al inicio del meristema floral permanece intacta. Los pocos genes 

meristemáticos asociados al SAM encontrados podrían estar siendo reclutados funcionalmente para 

el desarrollo de flores, frutos y embriogénesis temprana, como lo indica su expresión en las flores y 

frutos de P. boyacensis. 

1.3 Materiales y métodos 

1.3.1 Material vegetal 

Se recolectaron tres tipos de muestras que abarcan todo el ciclo de vida de la endoparásita P. 

boyacensis: (1) tejido endofítico de P. boyacensis creciendo al interior del tallo de la hospedera 

Dalea cuatrecasasii (en adelante denominado PbE+D, Figura 1-1 G); (2) flores en preantesis 

individuales de P. boyacensis que ya emergieron de la hospedera (en adelante llamadas PbFl, Figura 

1-1 C); y (3) frutos jóvenes y maduros con semillas de P. boyacensis (en adelante llamados PbFr, 

Figura 1-1 F). Estas muestras se recolectaron en matorrales xerófilos alrededor de Villa de Leyva 

(Boyacá, Colombia) para la extracción total de ARN (Pilostyles boyacensis voucher FG 4518, y 

Dalea cuatrecasasii voucher FG 4519, ambos depositados en COL). Los tejidos se congelaron en 

campo y se almacenaron en nitrógeno líquido hasta que se realizó la extracción de ARN.  

1.3.2 Extracción de ARN, secuenciación y ensamblaje de transcriptomas 

Se utilizó el protocolo TRIzol Ê Reagent (Invitrogen) para la extracción de ARN total con las 

modificaciones utilizadas por Pabón-Mora et al. (2012). El ARN total se resuspendió en 1 ml de 

etanol al 100% y se envió a secuenciación por Macrogen Inc. El análisis por RNA-seq se realizó 

utilizando el kit de construcción del librerías Truseq mRNA (Illumina) y se secuenció con el equipo 

HiSeq2000 (https://www.illumina.com/). La limpieza de las lecturas se realizó con un umbral de 

calidad de Q30 y una longitud de lectura mínima de 70 pb, se excluyeron los singletons. El 

https://www.illumina.com/
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ensamblaje de contigs se realizó utilizando el software Trinity V2.5.1 (Grabherr et al., 2011) con la 

configuración predeterminada y con la opción de eliminación de adaptadores por TRIMMOMATIC. 

Las métricas de ensamblaje se resumen en la Tabla 1-1. 

Tabla 1-1. Estadísticas de los transcriptomas PbE+D, PbFl y PbFr. 

 PbE+D PbFl PbFr 

Número de lecturas pareadas brutas 72535272 50851360 64546194 

Número de contigs 321853 177935 147327 

Longitud media del contig 644 592 867 

Contig más grande 12072 16382 13560 

Contig más corto 201 201 201 

N50 1009 850 1554 

L50 57252 29037 24532 

% GC 43,88 42,07 43,5 

1.3.3 Identificación de genes homólogos asociados con la regulación de 

los meristemas apicales de vástago y floral 

Los genes canónicos ARF5, ARF7, ARF19, BAM1, BAM2, BAM3, CLV1, CLV3, LFY, WOX9 y WUS, 

implicados en el mantenimiento del SAM y de la iniciación del meristema floral en Arabidopsis 

thaliana, fueron extraídos de TAIR (The Arabidopsis Information Resource, Poole, 2007). Luego, 

se utilizaron para buscar homólogos en el transcriptoma de Pilostyles thurberi (disponible en 

OneKP; Matasci et al., 2014) así como en otros miembros de Cucurbitales, incluidos los genomas 

de Cucumis sativus (disponible en Phytozome; Goodstein et al., 2012), Citrullus lanatus y Cucurbita 

maxima (disponible en Cucurbit Genomics Database; Zheng et al., 2019). Estas secuencias fueron 

compiladas y procesadas para mantener exclusivamente las secuencias codificantes (CDS). Se utilizó 

una matriz completa para cada linaje de genes como consulta en los transcriptomas de P. boyacensis 

y Dalea cuatrecasasii descritos anteriormente. Las búsquedas BLAST se realizaron utilizando un e-

value de 1x10-5 y 1x10-30. Los genes aislados de P. boyacensis han sido depositados ante el NCBI 

bajo los números de acceso GenBank MN946521-MN946537.  

Las secuencias encontradas en los tres transcriptomas de Pilostyles se sometieron a BLASTN en 

GenBank NCBI. Se realizaron dos búsquedas para identificar los hits con mayor similitud en la base 

de datos y evaluar su afinidad taxonómica preliminar. La primera búsqueda se realizó sin ningún 

filtro taxonómico. Aquí, todas las secuencias de Pilostyles que se buscaron mostraron sus hits con 
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mayor identidad con genes de varios taxones en Malpighiales. La segunda búsqueda se realizó 

teniendo en cuenta filtros taxonómicos, proporcionando así el marco para asignar preliminarmente 

cada secuencia a P. boyacensis o Dalea cuatrecasasii. Esto es particularmente importante para 

aquellas secuencias obtenidas del transcriptoma mixto hospedera-parásito. Los genes se asignaron 

preliminarmente a P. boyacensis cuando las búsquedas BLAST dieron como resultado valores altos 

de identidad y cobertura con secuencias de miembros de Cucurbitales (donde Apodanthaceae está 

actualmente circunscrita) y Malpighiales (donde la primera búsqueda arrojó más resultados). Por 

otro lado, los genes se asignaron a D. cuatrecasasii si los hits con mayor identidad y cobertura 

coincidían con secuencias de Fabaceae (familia de la hospedera). Se utilizaron búsquedas BLAST 

en Swiss-Prot (plantas subbase) para determinar si las secuencias extraídas correspondían al gen de 

interés. 

1.3.4 Caracterización de genes ortólogos asociados a la regulación del 

meristema apical de vástago y meristema floral  

Para explorar la evolución de los genes de interés, se compilaron cinco matrices independientes para  

ARF5/7/19, CLV1/BAMs, LFY, WOX9 y WUS. Estas matrices incluían todas las secuencias aisladas 

de los tres transcriptomas descritos anteriormente, así como secuencias canónicas de Arabidopsis 

thaliana y otras angiospermas basales seleccionadas, monocotiledóneas, rósidas y astéridas. Estas 

secuencias fueron extraídas del GenBank, Hardwood Genomics Project 

(https://www.hardwoodgenomics.org) Phytozome y OneKP. Los CDS se identificaron utilizando 

TransDecoder (https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki) implementado en la 

plataforma Galaxy (Afgan et al., 2018). La lista completa de códigos de las secuencias utilizadas 

están en la Tabla 1-S1. 

Las secuencias se compilaron utilizando Bioedit (Hall, 1999) y se alinearon en dos pasos: una 

primera alineación seguida de un análisis filogenético para identificar clados principales dentro de 

grandes grupos de genes como ARF, BAM y CLV; y una segunda alineación refinada guiada por la 

similitud de secuencias encontrada entre grupos taxonómicos estrechamente relacionados para cada 

familia de genes. Los alineamientos se realizaron utilizando el servidor MAFFT (Katoh & Standley, 

2013) implementando la estrategia E-INS-I, una penalización de apertura de gaps de -2 y offset de 

0.5 para la mayoría de los genes, excepto para WUS y WOX9, donde se utilizó un valor de apertura 

de gaps -3. Para la segunda fase de alineación, se utilizó la función de fusión de MAFFT para 
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compilar los conjuntos de datos más pequeños en una sola matriz por familia de genes 

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/merge.html). 

Para encontrar el modelo evolutivo que mejor se adaptaba a cada matriz, se utilizó ModelTest-NG 

(Darriba et al., 2019) dando como resultado el modelo GTR+G para todas las familias de genes. Los 

análisis filogenéticos se llevaron a cabo mediante dos enfoques. Primero, Máxima Verosimilitud 

usando RaxML-HPC2 (Stamatakis et al., 2008) con 500-1000 bootstrap y todos los demás 

parámetros por defecto. En segundo lugar, se aplicó inferencia bayesiana utilizando MrBayes 3.2.7a 

(Ronquist et al., 2012) con dos corridas independientes con cuatro cadenas, convergencia entre 

corridas evaluadas mediante el promedio de la desviación estándar de frecuencias divididas por 

debajo de 0.01, burn-in del 25% para obtener un árbol de consenso por mayoría. Algunas 

características se ajustaron para cada linaje de genes, de la siguiente manera: para WUS y WOX9, se 

ejecutaron tres millones de generaciones con una frecuencia de muestreo de 500; para LFY, seis 

millones de generaciones con una frecuencia de muestreo de 500; para CLV1/BAM, 30 millones de 

generaciones con una frecuencia de muestra de 3000; y para ARF5/7/19, ocho millones de 

generaciones con una frecuencia de muestreo de 250. Los homólogos de Amborella trichopoda 

fueron elegidos como grupo externo en la mayoría de los análisis filogenéticos con dos excepciones; 

FLOEMA PHLOEM INTERCALATED WITH XYLEM (PXY) de A. thaliana se utilizó como grupo 

externo en la familia LRR-RLK-IX-A, dado que es anterior a la duplicación CLV/BAM (Bryan et al., 

2012) y ARF2 de Physcomitrella patens se utilizó como grupo externo en la familia ARF5/7/19, ya 

que precede a la división de ARF5 y ARF7/19 (Finet et al., 2013). Los software utilizados para la 

búsqueda del modelo evolutivo, el análisis de Máxima Verosimilitud y de inferencia bayesiana se 

ejecutaron en la plataforma CIPRES Science Gateway (Miller  et al., 2010). Los árboles resultantes 

fueron visualizados y editados usando FigTree v. 1.4 (Rambaut, 2006). 

Se utilizaron matrices de aminoácidos no alineados generadas en Bioedit (Hall, 1999) para buscar 

motivos proteicos con el programa MEME Suite (http://meme-suite.org/tools/meme) usando los 

siguientes parámetros: distribución de motivos por sitio: cero o uno por secuencia; número máximo 

de motivos: 50; longitud mínima del motivo: 7; longitud máxima del motivo: 150, y todos los demás 

parámetros predeterminados. Las secuencias seleccionadas, incluidas las de Pilostyles boyacensis, 

P. thurberi, Arabidopsis thaliana, Cucurbitaceae, Salicaceae, Euphorbiaceae y Fabaceae, se 

sometieron a análisis MEME con el objetivo de identificar dominios y motivos exclusivos de 

Apodanthaceae. Se incluyeron secuencias de Arabidopsis thaliana para comparar los dominios 

http://meme-suite.org/tools/meme
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canónicos reportados para esos genes. Las secuencias de Cucurbitales se incluyeron ya que 

Apodanthaceae es actualmente un miembro de este orden. Finalmente, se incluyeron proteínas 

Salicaceae y Euphorbiaceae (Malpighiales) debido a la alta similitud en los éxitos BLAST con las 

secuencias de Pilostyles. Para confirmar los motivos exclusivos de Apodanthaceae se analizó con 

MEME las matrices expandidas de aminoácidos (en el caso de WUS, WOX9 y LFY) o parciales (para 

CLV/BAM y ARF5/7/19). 

1.4 Resultados 

Se identificaron ortólogos de Pilostyles boyacensis para ARF7, BAM1, LFY y WOX9 a partir de los 

tres transcriptomas. El ortólogo WUS se encontró solo en el transcriptoma PbFl. Los ortólogos de 

ARF5, ARF19, BAM2, BAM3, CLV1, CLV3 no se encontraron en ninguno de los tres transcriptomas 

(Tabla 1-2). CLE22 y CLE3, ambos homólogos de CLE, solo se encontraron en el transcriptoma 

PbE+D. Su tamaño de CDS oscila entre 288-335 nt, y probablemente pertenecen a D. cuatrecasasii, 

ya que ambas secuencias muestran altas identidades (70-82%) y coberturas (98-100%) con varios 

homólogos de Fabaceae.  

1.4.1 Subfamilias WUSCHEL y WUSCHEL HOMEOBOX 9 

La reconstrucción filogenética de los genes WUSCHEL (WUS) fue en su mayoría consistente con las 

relaciones sistemáticas de los grupos de angiospermas muestreados. La única excepción fue la 

extraña posición de los homólogos de monocotiledóneas dentro de las rósidas, probablemente debido 

al fenómeno de atracción de ramas largas o sitios convergentes. Los homólogos de rósidas se 

agruparon por familia; así, se recuperan clados de Apodanthaceae, Brassicaceae, Cucurbitaceae, 

Euphorbiaceae, Fabaceae, Linaceae, Malvaceae y Salicaceae (Figura 1-2). Los homólogos de WUS 

son en su mayoría genes de copia única, excepto las duplicaciones encontradas en Argemone 

mexicana (Papaveraceae), Cucurbita maxima (Cucurbitaceae), Gossypium raimondii (Malvaceae), 

Juglans regia (Juglandaceae), Linum usitatissimum (Linaceae), Populus trichocarpa y Salix 

purpurea (Salicaceae) (Figura 1-2, Figura 1-S1). La mayoría de las duplicaciones parecen ser especie 

específicas, excepto en Salicaceae, donde la duplicación es anterior a la separación de Populus/Salix 

(Figura 1-2). 

Los dos homólogos de Pilostyles boyacensis WUS están estrechamente relacionados con la secuencia 

única recuperada de P. thurberi (bootstrap/probabilidad posterior BS/PP, 100/1). Los homólogos 
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WUS de ambas especies de Pilostyles están, a su vez, agrupados con secuencias de C. lanatus, C. 

sativus y C. maxima (Cucurbitaceae) (BS/PP, 85/1, Figura 1-2).  

Figura 1ï2. Reconstrucción de Máxima Verosimilitud para el linaje WUSCHEL. Los valores de bootstrap > 

50 y de probabilidad posterior se muestran encima de los nodos. Las estrellas amarillas y rojas indican eventos 

de duplicación a nivel de familia y especie específicos, respectivamente. Abajo a la izquierda, representación 

esquemática de los genes canónicos relacionados con el meristema apical del vástago (SAM) y la transición 

desde meristema de inflorescencia (IM) a meristema floral (FM). Abreviaturas: ARF, AUXIN RECEPTOR 

FACTOR; BAM, BARELY ANY MERISTEM; Br: bráctea; CLV, CLAVATA; L: hoja; LFY, LEAFY; WOX, 

WUSCHEL HOMEOBOX; WUS, WUSCHEL. Algunos clados están resaltados en color como sigue: fuccia 

Fabaceae, amarillo Salicacea, morado Apodanthaceae, verde Cucurbitaceae, azul Malvaceae.  
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Los dos contigs encontrados en P. boyacensis fueron recuperados del transcriptoma PbFl. Estos dos 

difieren en 10 bases y una inserción de cuatro bases que extiende el marco de lectura en 38 

aminoácidos hacia el 3' en una de las variantes (PiboW2; Figura 1-S2). El análisis MEME muestra 

que el dominio Homeobox (dominio de unión al ADN), el motivo LELxL WUS y el motivo TLxLFP 

WOX1 se conservan en PiboW2, mientras que PiboW1 carece del motivo LELxL WUS (Figura 1-

3; Tabla 1-2). El único transcrito encontrado en el transcriptoma de P. thurberi muestra un codón de 

parada prematuro y sólo conserva el dominio Homeobox. Nuestros análisis MEME no identificaron 

motivos adicionales exclusivos para Apodanthaceae o Cucurbitaceae. 

Figura 1ï3. Análisis MEME de proteínas WUSCHEL de A. thaliana, Apodanthaceae, 

Cucurbitaceae, Salicaceae y Euphorbiaceae. 

 

La filogenia de los genes WUSCHEL HOMEOBOX 9, WOX9, recupera los homólogos 

monocotiledónea y eudicotiledónea con soportes altos (BS/PP, 86/0.98 y 70/1, respectivamente). Sin 

embargo, las relaciones esperadas dentro de los homólogos de eudicotiledóneas no se recuperan 

(Figura 1-4). Se detectaron duplicaciones específicas de la familia en Brassicaceae, resultando en los 

clados WOX8 y WOX9, así como en Crassulaceae, Poaceae y Salicaceae (Figura 1-4, Figura 1-S3). 

Se detectaron duplicaciones especie específicas en C. maxima, Gossypium raimondii, J. regia, L. 

usitatissimum, Musa acuminata, P. boyacensis, P. thurberi, Phaseolus vulgaris y Staphylea trifolia 

(Figura 1-4, Figura 1-S3).  
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Tabla 1-2. Genes buscados mediante BLAST en los tres transcriptomas de P. boyacensis 

examinados. Los asteriscos simples (*) indican secuencias de proteínas que carecen de uno o más 

motivos en comparación con las proteínas canónicas. El asterisco doble (**) indica CDS incompleto. 

(-): transcrito no encontrada. 

Familia de genes Gen PbE+D PbFl PbFr 

WUSCHEL-related homeobox 

(WOX) 

WUS - 
PiboW1* 

PiboW2 
- 

WOX9 PiboW9_2 

PiboW9_1* 

PiboW9_2 

PiboW9_3 

PiboW9_2 

CLAVATA 3/ESR-related (CLE) CLV3 - - - 

LEUCINE-RICH REPEAT 

RECEPTOR-LIKE KINASE IX-a, 

(LRR-RLK-IX-a) 

CLV1 - - - 

BAM1 PiboBAM1_1 PiboBAM2_1 

PiboBAM1_2* 

PiboBAM2_2* 

PiboBAM2_3* 

BAM2 - - - 

BAM3 - - - 

AUXIN RESPONSE FACTOR 

(ARF) 

ARF5 - - - 

ARF7 PiboARF7_2* 
PiboARF7_1* 

PiboARF7_2* 

PiboARF7_2* 

PiboARF7_3* 

PiboARF7_4* 

ARF19 - - - 

LEAFY LFY PiboLFY3**  
PiboLFY1 

PiboLFY2 

PiboLFY1 

PiboLFY2 

 

Todos los homólogos de Pilostyles se agrupan con los genes WOX9 de Cucurbitaceae en ambas 

reconstrucciones filogenéticas (BS/PP, 39/0.99, Figura 1-S3). En el caso de P. boyacensis, se 

detectaron tres variantes de PiboWOX9, todas las cuales estaban cerca de una de las dos copias 

encontradas en P. thurberi (PithW9_1, BS/PP, 100/1, Figura 1-4). La variante PiboW9_2 se encontró 

en los tres transcriptomas, mientras que las otras dos variantes solo se aislaron del transcriptoma 

PbFl de P. boyacensis. El análisis MEME mostró un motivo N-terminal MASSN, el dominio 

Homeobox, y el motivo C-terminal VFIN/ LQxG WOX8, presente en todas las secuencias. La única 

excepción se detectó en la variante PiboW9_1, que carece del motivo C-terminal VFIN/LQxG 

WOX8 (Figura 1-S4; Tabla 1-2). Se encontraron dos motivos específicos de Apodanthaceae y un 

motivo específico de Cucurbitaceae (Figura 1-S4) en un conjunto de datos que incluía 88 secuencias 

representativas de A. thaliana, Apodanthaceae, Cucurbitaceae, Salicaceae y Euphorbiaceae (datos 

no mostrados). 
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Figura 1ï4. Reconstrucción de máxima verosimilitud del linaje WUSCHEL-HOMEOBOX 9. Los 

valores de bootstrap > 50 y la probabilidad posterior se muestran encima de los nodos. Las estrellas 

amarillas y rojas indican eventos de duplicación a nivel de familia y especie específicos, 

respectivamente. Los esquemas en la parte inferior izquierda y los colores de los clados siguen las 

convenciones de la Figura 1-2. 

 

1.4.2 Subfamilia LEUCINE-RICH REPEAT RECEPTOR-LIKE KINASE 

IX-a 

La reconstrucción filogenética de la subfamilia LRR-RLK-IX-a recuperó cuatro clados grandes CLV1 

(BS/PP, 84/0.67), BAM1/2 (BS/PP, 16/-), BAM3 (BS/PP, 88/1) y BAM3-like (BS/PP, 65/1) (Figura 

1-5, Figura 1-S5). Amborella trichopoda y especies de Ranunculales tienen homólogos en cada uno 
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de los cuatro clados, lo que sugiere que las duplicaciones ocurrieron antes de la diversificación de 

todas las angiospermas. Sin embargo, en 49 de las 74 especies solo detectamos genes de dos o tres 

clados, lo que apunta a una expresión heterogénea de los cuatro genes en diferentes taxones. La 

reconstrucción de Máxima Verosimilitud del subclado CLAVATA1 es en su mayoría consistente con 

las relaciones filogenéticas de los grupos de angiospermas muestreados, ya que el homólogo CLV1 

de A. trichopoda se agrupa con los genes muestreados de eudicotiledóneas basales y los homólogos 

de astéridas están separados de los genes rósidas (Figura 1-S5). Los representantes CLV1 de 

Brassicaceae, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Linaceae, Malvaceae y Salicaceae forman 

clados bien soportados (Figura 1-S5). Se detectaron duplicaciones locales de CLV1 en D. 

cuatrecasasii, G. raimondii, Kalanchoe laxiflora, L. usitatissimum, Prunus persica y Salicaceae. 

El clado formado por BAM3 y BAM3-like fue recuperado en ambos análisis (BS/PP, 67/1). El 

subclado similar a BAM3 incluye secuencias de A. trichopoda, monocotiledóneas representativas 

(Musa acuminata) y eudicotiledóneas basales (Ranunculales; Figura complementaria 1-S5). Los 

homólogos de astéridas y rósidas forman dos clados separados; dentro de este último, recuperamos 

cinco variantes del transcriptoma PbE+D asignado mediante BLAST a Dalea cuatrecasasii (Figura 

1-S5). La reconstrucción filogenética BAM3 refleja las relaciones taxonómicas entre los grupos de 

angiospermas muestreados (Figura 1-S5). El subclado BAM3 recupera duplicaciones a nivel de 

familia en Fabaceae y Salicaceae, así como duplicaciones especies específicas en Atropa belladonna, 

Brassica rapa, D. cuatrecasasii y L. usitatissimum (Figura 1-S5). 

La reconstrucción de Máxima Verosimilitud de los genes BAM1/2 incluye el muestreo de 

gimnospermas y angiospermas, y al igual que en análisis anteriores, es consistente con las relaciones 

filogenéticas de los taxones muestreados, con la excepción de la posición de los genes 

monocotiledóneas cerca de las secuencias de Eucalyptus grandis (Myrtaceae) (Figura 1-5). Dentro 

de las eudicotiledóneas, la mayoría de los genes de astéridas se agrupan (BS/PP, 97/0.94). 

Duplicaciones a nivel de familiar se encontraron en Apodanthaceae (BAM1/2), Brassicaceae 

(BAM1/2), Linaceae, Papaveraceae y Poaceae. Se detectaron duplicaciones especie específicas en 

Amaranthus hypochondriacus, Begonia sp., Chenopodium quinoa, Cladrastis lutea, C. maxima, 

Digitalis purpurea, G. raimondii, L. usitatissimum, Linum perenne, Lonicera japonica, Medicago 

truncatula, Orobanche fasciculata y S. trifolia  (Figura 1-S5). Las especies de Salicaceae y 

Euphorbiaceae muestran sólo una copia de BAM1/2 (Figura 1-S5). Los homólogos de 

Apodanthaceae se mostraron hermanos de los genes de Salicaceae, Euphorbiaceae y Linaceae, pero 
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los valores de soporte son bajos (BS/PP, 35/0.67, Figura 1-S5). Los homólogos BAM1/2 de P. 

boyacensis agruparon junto con los de P. thurberi (BS/PP, 100/1, Figura 1-5). 

El análisis MEME para secuencias seleccionadas para BAM1/2 detectó cuatro regiones ricas en 

leucina, dos de las cuales se identificaron utilizando Pfam como LRR4 y LRR8 (ambas del dominio 

extracelular). Además, dos motivos coincidían con los dominios quinasa (correspondientes al 

dominio citoplasmático). Las variantes PiboBAM1_2, PiboBAM2_2, PiboBAM2_3 de PbFr de P. 

boyacensis y CusaBAM1.1 carecen de la mitad del dominio quinasa (Figura 1-S6; Tabla 1-2). Sin 

embargo, PiboBAM1_1 aisladas de PbE+D, y PiboBAM2_1 identificadas en el transcriptoma de 

PbFl, así como CusaBAM1.2, mostraron dominios completos (Figura 1-S6; Tabla 1-2). No se 

encontraron motivos exclusivos para Apodanthaceae, Cucurbitaceae o Cucurbitales. 

1.4.3 Subfamilia AUXIN RESPONSE FACTOR 7 

La reconstrucción filogenética de los linajes del gen ARF5/7/19 recuperó cinco clados 

correspondientes a ARF7-A (BS/PP, 99/1)), ARF7-B (BS/PP, 61/0.99)), ARF5 (BS/PP, 68/0.88)), 

ARF7/19-D (BS/PP, 97/1) y ARF7-E (BS/PP, 92/1, Figura 1-6). Los homólogos para A. trichopoda 

y Austrobaileya scandens se encontraron en cuatro y tres de los cinco clados, respectivamente 

(Figura 1-S7). Esto sugiere que las duplicaciones ocurrieron antes de la radiación de todas las 

angiospermas. La filogenia de los genes ARF7-A y ARF7-B es consistente con las relaciones 

filogenéticas de los taxones muestreados. Dentro de ARF7-A no se detectaron duplicaciones a nivel 

de familia. Sólo se encontraron duplicaciones especie específicas en A. mexicana, L. perenne, O. 

fasciculata, Papaver somniferum y Papaver setigerum (Figura 1-S7).  

Dentro de ARF7-B probablemente ocurrió una duplicación a gran escala en eudicotiledóneas 

centrales, ya que hay dos clados que contienen representantes de astéridas y rósidas (Salicaceae y 

Malvaceae). Sin embargo, uno de los dos clados también incluyó homólogos de Brassicaceae, 

Fabaceae y Cucurbitaceae. Además, se encontraron duplicaciones especie específicas en A. 

mexicana, A. scandens, Castanea pumila, G. raymondii, L. japonica, M. acuminata, O. fasciculata, 

P. setigerum y P. somniferum (Figura 1-S7). 

Figura 1ï5. Reconstrucción de Máxima Verosimilitud de linajes BARELY ANY MERISTEM 1-3 y 

CLAVATA1. Los superclados sin secuencias de Pilostyles boyacensis están colapsados. Los valores 

de bootstrap >50 y la probabilidad posterior se muestran encima de los nodos. Las estrellas amarillas 

indican eventos de duplicación a gran escala o a nivel de familia; las estrellas rojas indican eventos 
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de duplicación especie específicos. Los esquemas en la parte inferior izquierda y los colores de los 

clados siguen las convenciones de la Figura 1-2.  

 

El clado ARF5 se mostró en gran medida como de copia única, a gran escala o a nivel de familia 

(Figura 1-S7). Por lo tanto, se recuperaron clados de genes bien soportados para los homólogos ARF5 

en Amaranthaceae, Brassicaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Linaceae, Malvaceae, Orobanchaceae, 

Papaveraceae, Poaceae, Salicaceae y Solanaceae (Figura 1-S7). Duplicaciones especie específicas 

se encontraron en A. hypochondriacus, Conopholis americana, G. raimondii, Mimulus guttatus, M. 

acuminata y O. fasciculata (Figura 1-S7). 
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En el clado ARF7-D, se pueden detectar dos duplicaciones a nivel de familia, una en Brassicaceae 

que resulta en los subclados ARF7 y ARF19, y una segunda dentro de Fabaceae. Los homólogos 

ARF7-D restantes se conservaron como de copia única, excepto en A. hypochondriacus, A. mexicana, 

Atropa belladonna, C. pumila, Edgeworthia papyrifera, G. raimondi, Hypericum perforatum, J. 

regia, L. perenne, M. guttatus y P. somniferum (Figura 1-S7).  

Finalmente, en el clado ARF7-E, se detectaron duplicaciones a nivel de familia en Poaceae y 

Solanaceae, pero la mayoría de los otros homólogos permanecen como copia única. Se encontraron 

duplicaciones especie específicas en A. mexicana, C. americana, H. perforatum, L. perenne, L. 

usitatissimum, M. acuminata, P. setigerum, P. somniferum, Salix purpurea y S. trifolia (Figura 1-

S7). En este clado, se aislaron cuatro variantes de Pilostyles boyacensis. PiboARF7_2 se encontró 

en los tres transcriptomas (PbE+D, PbFl y PbFr), mientras que la variante PiboARF7_1 solo se 

encontró en el transcriptoma PbFl y las variantes PiboARF7_3 y PiboARF7_4 se aislaron del 

transcriptoma PbFr. Los cuatro homólogos de P. boyacensis y P. thurberi se agruparon (BS/PP, 

100/1). La comparación de BLASTN mostró un porcentaje de similitud del 78% y una cobertura del 

55-74% con homólogos de Euphorbiaceae y Salicaceae. Además, un homólogo ARF7 aislado del 

transcriptoma PbE+D, que muestra una identidad del 85% y una cobertura del 98% con otras 

especies de Fabaceae y fue asignado aquí a la hospedera D. cuatrecasasii y etiquetado como 

DacuARF7_1 (Figura 1-6, Figura 1-S7). 

El análisis MEME detectó el dominio N-terminal de unión al ADN B3, el dominio factor de respuesta 

auxina, así como el dominio C-terminal AUX/IAA (con motivos III-IV) y dos motivos con regiones 

ricas en QSL (Figura 1-S8). Las proteínas Pilostyles presentan todos estos dominios, excepto una de 

las dos regiones ricas en QSL (Figura 1-S8, dominio púrpura; Tabla 1-2). No se encontraron motivos 

exclusivos para las proteínas de Apodanthaceae, Cucurbitaceae o Fabaceae. 

Figura 1ï6. Reconstrucción de máxima verosimilitud del linaje AUXIN RESPONSE FACTOR 

5/7/19. Los superclados sin secuencias de Pilostyles boyacensis están colapsados. Los valores de 

bootstrap > 50 y la probabilidad posterior se muestran por encima de los nodos. Las estrellas 

amarillas indican eventos de duplicación a gran escala o a nivel familiar; las estrellas rojas indican 

eventos de duplicación especie específicos. Los esquemas en la parte inferior izquierda y los colores 

de los clados siguen las convenciones de la Figura 1-2. 
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1.4.4 Familia LEAFY 

Finalmente, la reconstrucción filogenética de los genes LEAFY mostró que se conservan como copia 

única en la mayoría de las especies, excepto en B. rapa, C. lutea, C. maxima, K. laxiflora, L. perenne, 

L. usitatissimum y Zea mays (Figura 1-7, Figura 1-S9). Se aislaron tres variantes diferentes de P. 

boyacensis. PiboLFY1 y PiboLFY2 se encontraron en los transcriptomas PbFl y PbFr, mientras que 

PiboLFY3 se detectó solo en el transcriptoma PbE+D. PiboLFY2 tiene un exón adicional de 135 nt 

en comparación con PiboLFY1 (Figura 1-S10). PiboLFY3 es una secuencia parcial que difiere en 

dos nucleótidos localizados en el 5'UTR. 

Las variantes LFY de P. boyacensis se agruparon con la única copia encontrada en P. thurberi 

(PithLFY, BS/PP, 100/1, Figura 1-7). Curiosamente, el análisis de Máxima Verosimilitud muestra 
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que los homólogos de Pilostyles están estrechamente relacionados con los genes de Euphorbiaceae 

y Salicaceae (BS: 38, Figura 1-S9), mientras que en el análisis de inferencia bayesiana se agruparon 

con los homólogos de Cucurbitaceae (PP: 0.78, Figura 1-S9). El análisis MEME detectó el dominio 

N-terminal altamente conservado Floricaula/Leafy SAM y el dominio C-terminal de unión al ADN 

Leafy/F. Además, se detectaron los motivos N-terminal LPPP y un motivo GLSEE en los conjuntos 

de datos completos y reducidos (Figura 1-10). Las secuencias de Pilostyles mostraron todos estos 

dominios y motivos, excepto la variante PiboLFY3, que es un CDS incompleto (Tabla 1-2). Ningún 

motivo es exclusivo para las secuencias de Apodanthaceae o Cucurbitales. 

1.5 Discusión 

A diferencia de la secuencia típica de desarrollo desde SAM vegetativo a meristema de 

inflorescencia, y luego a meristema floral que ocurre en la mayoría de las angiospermas, incluida 

Arabidopsis (čôMaoil®idigh et al., 2014) el tránsito a los meristemas florales en Pilostyles tiene 

lugar directamente desde tejido endofítico no especializado sin meristemas vegetativos o de 

inflorescencia reconocibles (Amaral, 2007; González & Pabón-Mora, 2017). Se encontraron en 

Pilostyles boyacensis cinco de los 11 grupos de genes canónicos de Arabidopsis thaliana 

responsables del mantenimiento del SAM y la determinación de inicio de meristema floral objetivo 

de este estudio. 

1.5.1 Subfamilias WUSCHEL y WUSCHEL HOMEOBOX 9 

Los homólogos de WUSCHEL HOMEOBOX y WUSCHEL están representados en P. boyacensis por 

PiboWUS y PiboWOX9. Los homólogos de WOX9 tienen un papel clave en el patrón embrionario 

temprano, así como en la pluripotencia y la proliferación celular en el SAM en el grupo de plantas 

con semillas (Haecker et al., 2004; Nardmann et al., 2007; Palovaara et al., 2010; Skylar et al., 2010; 

Zhou et al., 2018). Además, los homólogos WOX9 también están involucrados en la arquitectura de 

inflorescencia y la identidad floral en petunia y tomate, así como en el desarrollo de carpelos en 

Arabidopsis, y posiblemente en la determinación del sexo en Cucumis (Costanzo et al., 2014; 

Paweğkowicz et al., 2019; Rebocho et al., 2008; X. Wu et al., 2005). Se encontraron transcritos de 

PiboWOX9 en los tres transcriptomas, incluidas las etapas de desarrollo temprano y tardío. 
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Figura 1ï7. Reconstrucción de Máxima Verosimilitud del linaje LEAFY. Los esquemas en la parte 

inferior izquierda y los colores de los clados siguen las convenciones de la Figura 1-2. 

 

Basándonos en los roles previamente identificados en los taxones modelo, planteamos la hipótesis 

de que las variantes de PiboWOX9 juegan papeles pleiotrópicos en la arquitectura de la 

inflorescencia, identidad floral, desarrollo de carpelos y quizás determinación sexual, ya que se 

encontraron en los transcriptomas PbE + D y PbFl. También, PiboW9_2 podría estar involucrado en 

el desarrollo embrionario temprano, ya que se encontró en el transcriptoma de PbFr. Finalmente, 

debido a que las secuencias de proteínas tienen un motivo N-terminal completo MASSN y dos 
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motivos C-terminales VFIN y LQxG WOX8 (Deveaux et al., 2008; Palovaara et al., 2010) al menos 

las isoformas PiboWOX9_2 y PiboWOX9_3 serían completamente funcionales. 

Las variantes de PiboWUS se aislaron exclusivamente del transcriptoma PbFl. La mayoría de los 

homólogos de WUS funcionalmente analizados controlan el mantenimiento de células madre en el 

SAM, RAM y los meristemas florales (Laux et al., 1996). Además, los genes WUS están 

involucrados en el desarrollo de embriones, hojas, perianto, anteras y óvulos (Tsuda & Hake, 2016; 

van der Graaff et al., 2009; C.-C. Wu et al., 2019). Por lo menos PiboWUS_2 contiene la caja 

TLxLFP WUS y el motivo EAR-like LELxL, este último es crucial en el mantenimiento de células 

madre, ya que media la represión de los genes diana (Kieffer et al., 2006; Tsuda & Hake, 2016). 

Teniendo en cuenta que no se observa un SAM en P. boyacensis y que no se encontraron homólogos 

de PiboWUS en los transcriptomas PbE+D o PbFr, planteamos la hipótesis de que su función está 

restringida al mantenimiento de células madre en los meristemas florales y quizás en el desarrollo 

de anteras y óvulos. 

1.5.2 Subfamilia RECEPTOR-LIKE KINASE IX -a 

La subfamilia LRR-RLK-IX-a en Pilostyles está representada por los homólogos BAM1/2, mientras 

que los de CLAVATA1 no se encontraron. Se detectaron dos copias de homólogos BAM1/2 en cada 

una de las dos especies de Pilostyles muestreadas. Las copias se encuentran en diferentes 

transcriptomas, con PiboBAM1 activo en PbE+D y PbFr, y PiboBAM2 activo en PbFl y PbFr. Al 

menos una variante de cada copia conserva el dominio rico en repeticiones de leucina extracelular, 

necesario para la detección de ligandos CLE, así como los dominios citoplasmáticos quinasa 

encargados de la fosforilación de las proteínas diana (Figura 1-S6, Hazak & Hardtke, 2016; Q. Wu 

et al., 2018). 

Se han asignado cuatro funciones diferentes a los genes CLV1/BAM en Arabidopsis thaliana. La 

primera está relacionada con la unión de CLV3 a CLV1/2 para reprimir WUSCHEL y WUSCHEL 

HOMEOBOX en el SAM con el fin de controlar la diferenciación celular y la organogénesis 

(DeYoung et al., 2006; DeYoung & Clark, 2008; Fletcher, 1999; Hazak & Hardtke, 2016; Pan et al., 

2016). La acción de CLV1 es reforzada por los homólogos BAM a medida que secuestran ligandos 

CLE secretados en la periferia, lo que resulta en el mantenimiento de la pluripotencia en la zona 

meristemática (DeYoung & Clark, 2008). El segundo papel, involucra a BAM1 en el centro 

quiescente del RAM restringiendo la proliferación celular (DeYoung et al., 2006). El tercer papel 
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involucra BAM1/2 en marcar el destino celular de desarrollo de microsporas en las anteras y en el 

desarrollo de los óvulos (DeYoung et al., 2006; Li et al., 2016). El cuarto papel es el control del 

desarrollo vascular en raíces, vástago y hojas por BAM3 (Hazak & Hardtke, 2016) 

Los transcritos BAM1/2 de PbFr carecen del dominio quinasa y tienen codones de parada prematuros 

(Tabla 1-2; Figura 1-S6). Es probable que tales proteínas incompletas ya no jueguen un papel en la 

embriogénesis temprana, incluida la diferenciación de plúmula y radícula. Esto se ve reforzado por 

el hecho de que los homólogos CLV1 no se encontraron en ninguno de los transcriptomas de 

Pilostyles y los miembros de la familia CLE (CLV3) identificados fueron asignados por similitud a 

D. cuatrecassasii. El aislamiento de proteínas BAM1/2 completas de los transcriptomas PbE+D y 

PbFr sugiere que el papel primario de BAM1/2 en Pilostyles se limita al desarrollo de anteras y 

óvulos. Sin embargo, un papel secundario relacionado con el desarrollo vascular del extensor floral 

en Pilostyles no se descarta (Amaral, 2007; González & Pabón-Mora, 2017). 

1.5.3 Subfamilia AUXIN RESPONSE FACTOR 7 

El subclado ARF5/7/19 en Pilostyles está representado solo por ortólogos ARF7E. Específicamente, 

PiboARF7E_2 se encontró en los tres transcriptomas, mientras que PiboARF7E_1 se detectó solo en 

el PbFl y PiboARF7E_3, PiboARF7E_4 se encontró solo en el transcriptoma PbFr. Las transcritos 

de Pilostyles (excepto PiboARFE7_1) tienen intactos dominios de unión al ADN (DBD), así como 

dominios AUX/IAA y factor de respuesta auxina. Sin embargo, solo una de las dos regiones 

características ricas en QSL está presente en todas las proteínas Pilostyles ARF7E. Tanto el dominio 

AUX/IAA como la región QSL han estado involucrados en la dimerización con otros ARF 

(Chandler, 2016; Korasick et al., 2014). Por lo tanto, los análisis de secuencia indican que al menos 

tres isoformas de PiboARF7 son completamente funcionales. Sin embargo, la falta de ortólogos 

ARF7E en A. thaliana dificulta una comparación funcional directa con los homólogos de Pilostyles. 

Se sabe que otros ARF5/7/19 desempeñan papeles redundantes en la formación de raíces laterales, 

la regeneración de vástago, la polaridad y expansión de las hojas, la determinación del meristema 

floral, la fertilización, el desarrollo de frutos, la senescencia y la abscisión de órganos (Chandler, 

2016). En conjunto, nuestros datos sugieren que las funciones más probables de los homólogos 

PiboARF7 incluyen la determinación del meristema floral, la fertilización y el desarrollo de frutos. 

Es posible que los genes PiboARF7E estén asumiendo la función de ARF5 en la activación de LFY. 
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1.5.4 Familia LEAFY 

Los homólogos LFY en especies de Pilostyles están presentes como genes de copia única, aunque en 

P. boyacensis se aislaron tres variantes. PiboLFY1 y PiboLFY2 están presentes en los transcriptomas 

PbFl y PbFr, mientras que PiboLFY3 está activo en el transcriptoma PbE+D. El dominio canónico 

C-terminal de unión al ADN y el dominio N-terminal FLORICAULA/LEAFY reportados para LFY 

(Maizel et al., 2005) se conservan en dos de las tres variantes de PiboLFY que sugieren que son 

funcionales. LFY es un objetivo indirecto de FLOWERING LOCUS T (FT), el gen de floración, y es 

un regulador maestro del destino de meristema floral, ya que reprime la identidad de meristema de 

inflorescencia y promueve genes de identidad de órganos florales (Moyroud et al., 2010). Nuestros 

resultados apuntan a roles conservados de los genes PiboLFY en el establecimiento de la identidad 

del meristema floral y quizás junto con otros cofactores que activan la identidad del órgano floral en 

los Pilostyles. 

1.6 Conclusión 

El estilo de vida endoparásito de Apodanthaceae se acompaña de una transición directa de un 

endófito altamente reducido a meristemas florales. Utilizamos transcriptómica comparativa de tres 

etapas de desarrollo de Pilostyles boyacensis con y sin los tejidos de la hospedera para investigar las 

redes reguladoras genéticas involucradas en la identidad y el mantenimiento del SAM y meristema 

floral. Once grupos de genes canónicos responsables del mantenimiento de SAM y la determinación 

del destino floral fueron el buscados en este estudio. Solo cinco de ellos se encontraron en Pilostyles, 

a saber, ARF7, BAM1, LFY, WOX9 y WUS. No se encontraron ortólogos de ARF5, ARF19, BAM2, 

BAM3, CLV1, CLV3. La falta de SAM y hojas parece correlacionarse con reducciones en el número 

de genes para las familias de genes más importantes que controlan el ajuste fino entre la pluripotencia 

y la organogénesis durante el crecimiento vegetativo. Es probable que la mayoría de los genes 

retenidos tengan una función en establecer la transición reproductiva y la identidad de meristema 

floral, así como la embriogénesis temprana. Proporcionamos la primera lista comparativa integral 

para evaluar la actividad meristemática en las partes vegetativas reducidas de una planta 

holoendoparásita. 
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1.7 Material suplementario 

Las Figuras 1-S1 a S10 están disponibles en los anexos A-J, al final de este documento. La Tabla 1-

S1 y los archivos con los alineamientos utilizados se encuentran en la versión digital del artículo 

publicado en la sección de material suplementario en 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fevo.2020.00209/full#supplementary-material 
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2.1 Resumen 

El género Pilostyles (Apodanthaceae: Cucurbitales) incluye 11 especies de plantas holoparásitas 

endofíticas caracterizadas por un crecimiento vegetativo limitado a filas de células que crecen dentro 

del tallo de sus plantas hospederas. A partir de estas filas de células se desarrollan internamente 

flores diminutas que se conectan mediante un extensor con el xilema de la hospedera y finalmente 



40 Evolución de los genes de regulación meristemática de la angiosperma holoparásita 

Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae) 

 
emergen rompiendo la corteza de ésta. Mientras que el desarrollo de flores y frutos ocurre de manera 

normal, los embriones se desarrollan hasta un estado de seis a diez células sin mayor diferenciación. 

En el presente estudio se identificaron en tres transcriptomas de Pilostyles boyacensis los genes 

homólogos a los implicados en la regulación de la embriogénesis temprana en la planta modelo 

Arabidopsis thaliana, de las familias ARGONAUTE (AGO), APETALA2/ETHYLENE RESPONSIVE 

FACTOR AINTEGUMENTA (AP2/ERF-ANT), HOMEODOMAIN LEUCINE-ZIPPER clases III Y 

IV (HD-ZIP III , IV), WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX (WOX), PIN-FORMED (PIN), TOPLESS 

(TPL), RECEPTOR-LIKE KINASES (RLK) de las subfamilias RECEPTOR-LIKE PROTEIN (RPK) 

y CRINKLY 4 (CR4). De los 74 subclados que se presentan para los genes de estas familias, en P. 

boyacensis solo se encontraron 19, de los cuales hay al menos un ortólogo con dominios conservados 

por familia. No se encontró ortólogo de TOPLESS. Se encontraron genes relacionados con desarrollo 

de semilla y otras estructuras reproductivas, mientras que no se encontraron genes relacionados con 

el desarrollo de raíz. La primera etapa de división apical-basal en la embriogénesis temprana de 

Pilostyles puede estar siendo regulada por PiboWOX13, PiboWOX9, PiboRPK2 y PiboPIN11, 

mientras que módulos tardíos de polaridad apical basal estarían asociados a la actividad de 

PiboPTL3, PiboREV, PiboAGO1, PiboAGO10 y PiboRPK2. Los genes asociados con el 

establecimiento del protodermo en embrión y de los meristemas apicales de tallo y raíz como 

ML1/PDF2 de la familia HD-ZIP IV, WOX5 y WUS no se encontraron en el tejido de frutos con 

semillas, en concordancia con la diferenciación incipiente de los embriones de Pilostyles. 

 

Palabras clave: embrión reducido, PLETHORA, REVOLUTA, endoparásita, pérdida de genes. 

2.2 Introducción 

La familia Apodanthaceae (Cucurbitales) está conformada por dos géneros y 12 especies de 

holoendoparásitas. La fase post-embrionaria de estas holoparásitas es extremadamente reducida, y 

la organogénesis e histogénesis vegetativa están totalmente suprimidas. El endófito se reduce a 

agrupaciones de células meristemáticas, a partir de las cuales se forman, hacia adentro, extensiones 

ahusadas que se conectan directamente con el sistema vascular del hospedero. Hacia afuera, los 

meristemas florales que constituyen el exófito emergente. A pesar de la reducción extrema del ciclo 

de vida de estas holoparásitas, los frutos, semillas y embriones se forman de manera normal. Aunque 

los embriones son viables y funcionales, éstos son también reducidos en su morfología, ya que no se 
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forman los cotiledones típicos de las demás angiospermas, y los meristemas radicular y de vástago 

no se observan (F. González & Pabón-Mora, 2017; Heide-Jørgensen, 2008). 

El género Pilostyles (Apodanthaceae) está compuesto por 11 especies que parasitan exclusivamente 

a miembros de la familia Fabaceae en regiones xerofíticas de varios continentes (F. González & 

Pabón-Mora, 2014a; Ortega-González et al., 2020). Los individuos de Pilostyles se hacen visibles 

cuando el exófito que se compone de pequeñas flores gregarias por lo general unisexuales, emergen 

gradualmente del hospedero (Bellot & Renner, 2013; F. González & Pabón-Mora, 2014b; Heide-

Jørgensen, 2008). La fertilización ocurre con éxito, probablemente mediada por insectos (Bellot & 

Renner, 2013). Cada una de las bayas resultantes contiene más de 100 semillas diminutas (<0,5 mm). 

La semilla está conformada por una capa epidérmica de esclereidas de pared gruesa que rodea 

completamente al endosperma biestratificado y al embrión reducido a 6-10 células poco 

diferenciadas (Bouman & Meijer, 1994; Endriss, 1902; F. González & Pabón-Mora, 2017; Johri, 

1992; Rutherford, 1970). 

La única especie de Pilostyles en la que la embriogénesis ha sido estudiada en detalle es Pilostyles 

ingae (ahora sinónimo menor de Pilostyles blanchetii, Bellot & Renner, 2014). El embrión inicia su 

desarrollo con la división del cigoto en dos células, seguido de un estadío de cuatro células alineadas 

en hilera. Las dos células basales son ahusadas longitudinalmente y permanecen inmediatamente 

adyacentes al micrópilo formando el suspensor; las demás células se mantienen isodiamétricas, y 

crecen y se dividen en sentido longitudinal generando 3 o 4 niveles de dos células cada uno (Endriss, 

1902).  

Estudios previos de Pilostyles en Colombia han explorado la morfoanatomía, el desarrollo floral, la 

identificación y evolución del plastoma y de los genes asociados al establecimiento y mantenimiento 

del meristema apical de vástago, SAM (Arias-Agudelo et al., 2019; A. D. González et al., 2020; F. 

González & Pabón-Mora, 2014b, 2017). Hasta el momento, permanece sin investigar si la reducción 

morfológica del embrión en Pilostyles ocurre de manera concomitante con una reducción de la red 

de genes responsables de la embriogénesis. 

Para la presente investigación, y empleando la estrategia de búsqueda de genes candidatos en 

especies modelo, se toma como referencia los genes que controlan la embriogénesis en Arabidopsis 

thaliana (Brassicaceae). En Arabidopsis, la embriogénesis comienza con la formación de un cigoto 

polarizado que, mediante una primera división transversal, se divide asimétricamente formando una 
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célula basal de mayor tamaño mayor que la célula apical. En este estadío, la expresión del factor de 

transcripción WUSCHEL RELATED HOMEOBOX2 (WOX2) está limitada a la célula apical, en tanto 

que la expresión de WOX8 y WOX9, así como la de RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE1 y 2 

(RPK1, RPK2) se concentran en la célula basal (Chandler & Werr, 2019; Tvorogova & Lutova, 

2018). La célula basal se divide transversalmente formado el suspensor, mientras que la célula apical 

dará lugar al embrión propiamente dicho. La expresión diferencial de los genes WOX se correlaciona 

con el flujo unidireccional de la concentración de auxina de la región basal a la región apical por el 

transportador PIN-FORMED7 (PIN7) (Peris et al., 2010).  

La célula apical se divide longitudinalmente dos veces formando el estadío de cuatro células, que a 

su vez se dividen transversalmente para formar el estadío de ocho células u octante. En este punto 

se define el eje apical - basal y un dominio central, marcado por la concentración de auxina por PIN1 

hacia la zona interior de las cuatro células y la expresión de WOX9, RPK1 y el factor de transcripción 

ARABIDOPSIS THALIANA MERISTEM LAYER1 (ATML1) (Hove et al., 2015). Estas células sufren 

una división tangencial formando el estadio dermatógeno que contiene en su interior ocho células 

que serán las precursoras del meristema fundamental y el procambium, y ocho externas que 

determinan el protodermo (Palovaara et al., 2016). La diferenciación entre capas internas y externas 

se asocia a la expresión de dos HOMEODOMAIN LEUCINE ZIPPER CLASS IV (HD-ZIPIV) 

llamados ATML1 y PROTODERMAL FACTOR2 (PDF2), los cuales se restringen a la región 

protodermal y regulan positivamente al receptor quinasa ARABIDOPSIS CRINKLY4 (ACR4) (Hove 

et al., 2015; Tvorogova & Lutova, 2018). 

En el estadío dermatógeno la expresión diferencial de los genes WOX2 continúa en la hilera apical, 

WOX9 en la central y WOX8+WOX9 en el suspensor, y se inicia la determinación de los dominios 

de raíz y vástago (Peris et al., 2010). La determinación del dominio de vástago se asocia a la 

expresión de factores HOMEODOMAIN LEUCINE ZIPPER CLASS III (HD-ZIP III) espacialmente 

restringidos a la región apical, que resulta de la inhibición post-transcripcional mediada por los 

miRNA165/166, que se encuentran activos en la periferia y en la región basal. Los miRNAs pueden 

ser reclutados tanto por ARGONAUTE1 (AGO1) como por AGO10/ZWILLE (ZLL). En el dominio 

medial del embrión, AGO10 recluta preferencialmente a los miRNA 165/166, evitando su unión con 

AGO1, lo que resulta en la acumulación de genes HD-ZIP III  en el dominio medial y permite la 

formación del meristema apical del vástago (Palovaara et al., 2016; Tvorogova & Lutova, 2018). 

Por su parte, el dominio de raíz requiere la actividad de los genes PLETHORA (PLT1-4), que son 
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regulados negativamente por los factores HD-ZIP III  y TOPLESS (TPL) (Hove et al., 2015; 

Palovaara et al., 2016).  

Durante el siguiente estadio, el embrión globular temprano, ocurre el establecimiento de los nichos 

de célula madre para los meristemas apicales. El meristema apical de vástago (SAM) se inicia con 

la expresión de WUSCHEL (WUS), la cual es regulada negativamente y restringida al centro del 

meristema por los factores HD-ZIP III y el receptor quinasa CLAVATA 1 (CLV1) (Peris et al., 

2010). Inmediatamente por debajo del embrión globular ocurre la diferenciación de la hipófisis, i.e. 

la célula más distal del suspensor. La hipófisis se divide asimétricamente en una célula lenticular 

pequeña distal precursora del centro quiescente (QC) del meristema apical de raíz (RAM), y una 

célula proximal de mayor tamaño, que dará lugar a las células madre de la columnela (en el estadio 

globular tardío). Esta especificación ocurre asociada a un incremento de auxina por el transportador 

PIN1 en la zona central basal del embrión. El incremento de auxina libera a AUXINE RESPONSE 

FACTOR 5 (ARF5) de su inhibición por proteínas Aux/IAA, y una vez liberado activa la 

transcripción de TARGET OF MONOPTEROS 5 y 7 (TMO5, TMO7) (Bennett & Scheres, 2010; 

Hove et al., 2015). TMO7 es un factor móvil que se traslada a la hipófisis y participa en la activación 

de WOX5. Los factores PLT1 y PLT2 también son necesarios para la especificación del RAM (Hove 

et al., 2015; Tvorogova & Lutova, 2018). 

El objetivo del presente estudio es identificar homólogos de los genes implicados en la regulación 

de la embriogénesis temprana en la holoparásita P. boyacensis, compararlos con las secuencias 

ortólogas de la especie modelo Arabidopsis thaliana y reconstruir la evolución de los respectivos 

linajes de genes en angiospermas. 

2.3 Metodología 

2.3.1 Búsqueda de ortólogos de referencia 

Para la identificación de genes ortólogos asociados a la regulación de embriogénesis, se revisó la 

bibliografía sobre los genes implicados en la formación temprana de los embriones en la especie 

modelo Arabidopsis thaliana. La búsqueda inicial arrojó las siguientes familias de genes candidatos: 

AGO, AP2-ERF, HD-ZIP-III y IV, PIN, RLK-CR4, RLK-RPK2, TPL y WOX. Las secuencias 

codificantes de los genes canónicos de cada una de estas familias en Arabidopsis thaliana fueron 
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obtenidas de la base de datos TAIR (Poole, 2007; https://www.Arabidopsis.org). Los nombres de los 

genes no fueron traducidos, a fin de no alterar las abreviaturas de estos. 

Para la compilación de genes ortólogos asociados a la regulación de embriogénesis se usaron los 

genes canónicos de Arabidopsis thaliana como referencias para la búsqueda de ortólogos en otras 

angiospermas, incluidas especies del orden Cucurbitales, al que pertenece Apodanthaceae. La 

búsqueda se amplió a genomas de 55 especies de angiospermas y algunas algas, briofitos, licofitas o 

gimnospermas cuando la familia de genes lo requirió como grupo externo para los análisis 

posteriores (disponibles en Phytozome v13) (Goodstein et al., 2012). Adicionalmente se buscaron 

ortólogos en los genomas de nueve especies de Cucurbitales (disponibles en Cucurbit Genomics 

Database) (Zheng et al., 2019), en los transcriptomas de Pilostyles thurberi y en otras 43 especies 

seleccionadas en la base de datos OneKP (Carpenter et al., 2019) (Tabla 2-S1).  

Las secuencias depositadas en Cucurbit Genomics Database y OneKP corresponden a secuencias 

crudas de mRNA, por lo que se requirió identificar la franja abierta de lectura (ORF) mediante el 

programa TransDecoder (https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki) implementado en la 

plataforma Galaxy (Afgan et al., 2018), con parámetro de selección de ORF mínimo de 150 

nucleótidos. Para las reconstrucciones posteriores y de acuerdo con el tamaño promedio de las 

secuencias canónicas para cada familia de genes se realizó un filtro adicional de tamaño para eliminar 

secuencias alejadas de la longitud promedio de cada gen, que usualmente corresponde a menos de 

700 nucleótidos. 

Debido a que la búsqueda extensiva suele incluir, además de genes o familias de interés, familias u 

otros genes similares o con dominios compartidos, se realizó un análisis preliminar del muestreo 

completo mediante el algoritmo Auto de MAFFT (Katoh et al., 2002) en su portal 

https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/ y se generó un agrupamiento por UPGMA. Este 

procedimiento permitió extraer los grupos de genes definitivos para cada subfamilia o familia. 

2.3.2 Búsqueda de ortólogos en Pilostyles boyacensis 

El material biológico de P. boyacensis se recolectó en octubre y diciembre de 2021 en poblaciones 

infectadas de Dalea cuatrecasasii en Villa de Leyva (Boyacá). Se tomaron muestras de frutos con 

semillas de P. boyacensis. Adicionalmente, se recolectaron tallos de D. cuatrecasasii en poblaciones 

no infectadas en la vía Sáchica-Samacá, como referencia para confirmar que los transcritos asignados 

a Pilostyles sean endógenos de la planta parásita y no de la hospedera. Las muestras se recolectaron 

https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/
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directamente en nitrógeno líquido para extracción de ARN, hasta su procesamiento en el laboratorio. 

El material fue recolectado bajo el Permiso Marco de Recolección de Especímenes de Especies 

Silvestres de la Diversidad Biológica con Fines de Investigación Científica No Comercial otorgado 

por Autoridad Nacional De Licencias Ambientales ANLA del Ministerio de Ambiente, Vivienda y 

Desarrollo Territorial, resoluciones 255 de 2014 y 1435 del 2018. 

A partir del material se realizó la extracción de ARN total con el protocolo de TRIzolÊ Reagent 

(Invitrogen) siguiendo las modificaciones empleadas por Pabón-Mora et al. (2012) y con 

SpectrumÊ Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. 

El ARN total se cuantificó utilizando espectrometría para determinar si cumplía con los parámetros 

de concentración y pureza para el proceso de secuenciación. Se contrató el servicio de preparación 

de librerías TruSeq mRNA (Illumina) y secuenciación mediante la tecnología Illumina NovaSeq. El 

proceso de ensamblaje de los transcriptomas se realizó en el Centro Nacional de Secuenciación 

Genómica de la Sede de Investigación de la Universidad de Antioquia. Se evaluó la calidad de las 

lecturas generadas mediante el programa PRINSEQ-LITE (Schmieder & Edwards, 2011) para luego 

ensamblar las lecturas usando el protocolo TRINITY (Grabherr et al., 2011). Se calcularon las 

estadísticas estándar para evaluar la calidad del ensamblaje.  

Las secuencias de Arabidopsis thaliana se usaron para buscar ortólogos de Pilostyles boyacensis por 

BLAST local en cuatro transcriptomas obtenidos de (1) tallos de D. cuatrecasasii con endófito de la 

parásita + botones florales pre-emergentes; (2) flores en preantesis, aisladas de P. boyacensis; (3) 

frutos de P. boyacensis y (4) tallos de D. cuatrecasasii no infectados (A. D. González et al., 2020). 

Los genes encontrados se incluyeron en las matrices correspondientes a cada una de las familias de 

genes. Las secuencias de P. boyacensis están depositadas bajo los códigos de acceso GenBank 

OR296323-OR296355. 

2.3.3 Hipótesis filogenéticas 

Las matrices definitivas se alinearon mediante la plataforma RevTrans (Wernersson & Pedersen, 

2003), que traduce las secuencias a aminoácidos, las alinea usando MAFFT con sus parámetros 

automáticos, y luego genera la matriz correspondiente en nucleótidos. Mediante la plataforma 

Galaxy se implementó el protocolo de IQTREE (Nguyen et al., 2015), que inicia con la búsqueda 

del modelo evolutivo usando ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017) y luego con esos 

parámetros realiza la búsqueda del árbol de Máxima Verosimilitud y calcula un árbol de consenso. 
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El soporte de los nodos se calculó mediante 1000 réplicas bootstrap ultrarrápidos (Minh et al., 2013). 

Los árboles se visualizaron y editaron con FigTree1.4 (Rambaut, 2009). 

2.3.4 Análisis de dominios 

Para cada familia o subfamilia de genes se seleccionaron las secuencias de aminoácidos de especies 

de Apodanthaceae, Cucurbitaceae y Brassicaceae. Las secuencias se analizaron con la plataforma 

Multiple Em for Motif Elicitation (MEME) (Bailey et al., 2009) buscando hasta 50 motivos por 

secuencia con un E-value de 0,01 y rango de tamaño entre 8 y 150 aminoácidos, mediante la 

plataforma Galaxy (Afgan et al., 2018). Adicionalmente, se realizó una búsqueda de dominios para 

las secuencias específicas de Pilostyles en las plataformas NCBI Conserved Domain Database (Lu 

et al., 2020) y Pfam (Mistry et al., 2021). Los ortólogos con dominios completos de Pilostyles para 

cada gen examinado fueron analizados mediante el servidor Phyre2 (Kelley et al., 2015, 

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index), a fin de comparar las secuencias con 

bases curadas de estructuras secundarias y generar un modelo de estructura terciaria. 

2.4 Resultados 

Se analizaron cuatro transcriptomas cuyas estadísticas de ensamblaje están en la Tabla 2-S2. Se 

encontró al menos un ortólogo de Pilostyles (Apodanthaceae) en ocho de las nueve 

familias/subfamilias de genes evaluadas. Una aproximación general indica que de los 30 genes 

canónicos de embriogénesis en A. thaliana presentes en las nueve familias evaluadas, P. boyacensis 

expresa 11 (36,6%); si se exploran los representantes de cada familia incluyendo genes con otras 

funciones diferentes a la embriogénesis tenemos que, de los 74 genes presentes en las nueve familias 

evaluadas en angiospermas, P. boyacensis expresa 19 (25,6%) (Tabla 2-1). No se encontraron 

ortólogos en Pilostyles correspondientes a la familia TPL. Para las demás familias de genes, ninguno 

de los ortólogos aislados de P. boyacensis fue encontrado en el transcriptoma de Dalea cuatrecasasii 

no infectada, lo cual confirma su naturaleza endógena en el parásito. Por otro lado, las secuencias 

asociadas a D. cuatrecasasii encontradas en el transcriptoma mixto de tallo de hospedera infectada 

si fueron encontrados en el transcriptoma de Dalea no infectada. Todos los genes cuya expresión se 

detectó en Apodanthaceae son de copia única, aunque algunas presentan variantes (Tabla 2- 2), 

excepto AGO5 el cual si tiene una duplicación (Figura 2-S1). Sin embargo, no se conoce una función 

del subgrupo AGO5 asociada a la embriogénesis. 
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2.4.1 Familia de genes ARGONAUTE (AGO) 

Respecto a la familia AGO, se encontraron tres grandes grupos donde a su vez se distribuyen nueve 

clados: (AGO3/2, AGO7), (AGO6, AGO4/9) y (AGO18, AGO5, AGO1, AGO10, AGO10-like) 

(Figura 2-S1). Se encontraron ortólogos pertenecientes a Pilostyles en cinco de estos grupos (AGO6, 

AGO4/9, AGO5A/B, AGO10 y AGO1; Figura 2-S1). En el subclado AGO6 se encuentran dos 

variantes de P. boyacensis PiboAGO6, que se agrupan con ortólogos de Rutaceae y Cucurbitaceae, 

aunque con soporte bajo, (bootstrap, BS = 58; Figura 2-S1). 

El subclado AGO4 incluye cuatro variantes de P. boyacensis PiboAGO4 procedentes de los 

transcriptomas PbE+D, PbFl y PbFr, que se agrupan con ortólogos de Salicaceae (BS= 67; Figura 2-

1, Figura 2-S1). El tercer subclado con secuencias de Apodanthaceae es AGO5, con dos parálogos 

en Pilostyles (AGO5A y AGO5B). Estas copias se agruparon con secuencias de AGO5 de 

Brassicaceae (BS=85; Figura 2-S1). 

El cuarto subclado que contiene ortólogos de Apodanthaceae es AGO10, con tres variantes de 

PiboAGO10 en Pilostyles boyacensis (Figura 2-1) y un ortólogo de P. thurberi. Todas las secuencias 

de Apodanthaceae se agrupan con ortólogos de Malpighiales (BS=100). El último subclado con 

ortólogos de Apodanthaceae es AGO1, con cuatro variantes en PiboAGO1 y un ortólogo en P. 

thurberi, que resultan agrupados con ortólogos de los órdenes Malpighiales (Euphorbiaceae, 

Hypericaceae, Linaceae y Salicaceae) y Brassicales (Brassicaceae) (BS= 72, Figura 2-1). 

El análisis de MEME para las proteínas AGO1 en Brassicaceae, Apodanthaceae y Cucurbitaceae 

encontró los dominios, glycine-rich, ArgoN, ArgoL1, el dominio de unión a miRNA PAZ, Argo L2, 

el dominio de unión a miRNA ArgoMid, y el dominio ribonucleolítico PIWI. En el caso de las 

proteínas de Apodanthaceae, los ortólogos PiboAGO1_1 de Pilostyles boyacensis y Pitu_AGO1 de 

P. thurberi y mostraron todos los dominios mencionados con una diferencia al final del dominio 

glycine-rich (Figura 2-2) en el que predominan la glutamina, el ácido glutámico y la serina. Las 

demás variantes de PiboAGO1 presentaron CDSs completos, pero con dominios proteicos 

incompletos; por ejemplo, a PiboAGO1_4 le falta un 10% de la extensión del dominio PIWI. 
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Tabla 2-1. Ortólogos y variantes encontradas en Pilostyles boyacensis para los genes de 

embriogénesis en tres transcriptomas para las ocho familias o subfamilias analizadas. * En negrita, 

genes con función conocida en la embriogénesis de Arabidopsis thaliana. a ORF con dominios 

proteicos incompletos por codón de parada prematuro. b transcrito corto o incompleto, c ORF 

incompleto con dominios completos. 

Familia/ 

subfamilia 

Genes 

analizados para 

cada familia*  

Genes 

presentes en 

Pilostyles 

boyacensis 

Endófito + 

botón floral 

temprano 

Flores en 

preantesis 

Frutos y 

semillas 

AGO AGO1, 2, 3, 4, 

5, 6, 7, 8, 9, 10 

AGO1 

 

 

 

 

 

AGO10 

 

PiboAGO1_1 

 

 

 

 

 

PiboAGO10_2 

 

PiboAGO1_1 

 

 

 

 

 

PiboAGO10_2 

 

PiboAGO1_1 

PiboAGO1_2a 

PiboAGO1_3a 

PiboAGO1_4a 

 

 

PiboAGO10_1 

PiboAGO10_3 a 

AP2/ERF PTL1,2,3,7,4,5 

ANT, AIL1, 

WRI1, WRI4, 

WRI1-likeA, 

WRI1-likeB 

 

PTL3 

 

 

ANT 

 

 

WRI1 

PiboPTL3_1 

PiboPTL3_2 a 

 

PiboANT_1 

PiboANT_2 a 

 

PiboWRI1_1 

PiboWRI b 

 

PiboPTL3 b 

 

 

PiboANT_1 

 

 

PiboWRI1_1 

PiboWRI1_2 

PiboWRI1_3a 

PiboWRI b 

PiboPTL3_3c 

 

 

PiboANTb 

 

 

PiboWRI1_1 

PiboWRI b 

 

 

HD-ZIP clase III  REV, HB8, 

PHB, PHV, 

CNA 

 

REV 

 

 

PiboREV_1 

PiboREV_3 b 

PiboREV_4 b 

PiboREV_5 b 

PiboREV_6 b 

PiboREV_1 

PiboREV_2 a 

PiboREV_1 

PiboREV_2 a 

HD-ZIP clase IV ATM1, PDF2 

ANL2, GL2 

HDG1,2,3,4,5,6,

7,8,9,10,11,12 

 

HDG2/3 

 

HDG11/12 

PiboHDG2/3 

 

PiboHDG11/12_

1 

PiboHDG2/3 

 

PiboHDG11/12_

1 

PiboHDG2/3 

 

PiboHDG11/12_

2 b 

 

WOX WUS, WOX1, 2, 

4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10, 11, 12, 13, 

14 

 

WOX13 

 

 

WOX3 WOX4 

 

WOX9 

 

 

 

WUS 

PiboWOX13_2 

 

PiboWOX13_3 

PiboWOX3 

PiboWOX4 

 

PiboWOX9_2 

PiboWOX13_1 

 

 

PiboWOX3 

PiboWOX4 

 

PiboWOX9_1 

PiboWOX9_2 

PiboWOX9_3 

 

PiboWUS1 

PiboWUS2 

PiboWOX13_1 

PiboWOX13_2 

 

- 

- 

 

PiboWOX9_2 

 

 

 

- 

PIN PIN1, 2, 3, 4, 5, 

6, 7, 8, 9, 10, 11 

PIN11 PiboPIN11_1 PiboPIN11_1 PiboPIN11_1 

PiboPIN11 _2 b 

RLK subfamilia 

RPK2 

RPK1, 2 RPK2 - PiboRPK2 PiboRPK2 

RLK subfamilia 

CR4 

CCR1, 2, 3, 4, 

CR4 

CR4 PiboCR4_1 PiboCR4_1 PiboCR4_1 

PiboCR4_2 a 

TPL TPL - - - - 
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En el análisis MEME de AGO10 para las proteínas de Apodanthaceae, Brassicaceae y Cucurbitaceae 

se encontraron los mismos dominios que para AGO1 excepto el dominio glycine-rich que es 

específico de ese clado. Las proteínas PithuAGO10, PiboAGO10_1 y PiboAGO10_2 presentaron 

los dominios completos. Por su parte, los dominios PAZ y ArgoMid presentaron diferencias en sus 

aminoácidos finales en las proteínas de Apodanthaceae. En el dominio ArgosL2, cuya similitud entre 

secuencias de Brassicaceae y Apodanthaceae se restringe solo a su región final, las bases de datos 

CDD y Pfam detectaron el dominio completo en las dos familias (Figura 2-S2). Las estructuras 

terciarias parciales de PiboAGO1 y PiboAGO10 lograron ser modeladas con alta certeza con el 

molde de human AGO2 y el dominio ArgoMId con el molde de AGO1 de Arabidopsis thaliana 

(Tabla 2-S3). 

2.4.2 Subfamilia de genes APETALA2/ETHYLENE RESPONSIVE 

FACTOR AINTEGUMENTA (AP2/ERF-ANT) 

Se encontraron tres grupos de la familia AP2/ERF, subdivididos en 10 grandes clados. El grupo 

WRINKLED (WRI), que incluye a WRI-likeA, WRI-likeB, WRI1, WRI3/4; el grupo 

AINTEGUMENTA (ANT), que incluye a AIL1 y ANT; y el grupo PLETHORA/BABYBOOM 

(PLT/BBM), que incluye PLT1/2, BBM, AIL5 y PLT3/7 (Figura 2-S3). Se recuperaron ortólogos de 

Apodanthaceae en tres de los 10 clados (Figura 2-3). En el clado WRI1 se recuperaron tres variantes 

del gen PiboWRI1 de P. boyacensis, que se agrupan con ortólogos de la familia Salicaceae 

(Malpighiales) aunque con bajo soporte de bootstrap (BS=53). En el clado ANT, del grupo 

(ANT/AIL1), se encontraron dos variantes de PiboANT, agrupados con el ortólogo de P. thurberi y 

cercanas a Linaceae (Malpighiales) BS=98 (Figura 2-3). En el grupo PLT/BBM solo se encuentran 

transcritos de Apodanthaceae en el clado PLT3/7, donde se encuentran tres variantes de PiboPLT3 

que se agrupan con genes de Salicaceae (BS=63) (Figura 2-3). 

El análisis de MEME de la familia AP2/ERF muestra que los dos dominios de anclaje a ADN están 

presentes en proteínas de Brassicaceae, Cucurbitaceae y en las proteínas de Pilostyles PiboWRI1_1, 

PiboWRI1_2, PithuANT, PiboANT1, PiboPLT3_1 y PiboPLT3_3 (Figuras 2-S4-S6). Los ortólogos 

PiboWRI1_PiboANT2, PiboPLT3_2 corresponden a transcritos con CDSs completos, pero carecen 

de uno o los dos dominios AP2. Las estructuras terciarias de los dominios AP2/ERF para las 

proteínas PiboWRI1_1, PiboPLT3_1, y PiboANT, fueron modelados con alta certeza con los moldes 

para Arabidopsis thaliana de TEM1 y ERF96, miembros de la misma familia de factores de 

transcripción (Tabla 2-S3). 
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Figura 2ï1. Reconstrucción filogenética por Máxima Verosimilitud para la familia Argonaute AGO 

que incluye 852 secuencias. Los ortólogos de Pilostyles se resaltan con color purpura. Los asteriscos 

(*) indican los ortólogos de Pilostyles en clados sin función relacionada con embriogénesis. Números 

cerca de las ramas indican valores de bootstrap mayores a 50%. Algunos clados están resaltados en 

color como sigue: azul Brassicaceae, amarillo Fabaceae, verde Cucurbitaceae, fuccia 

Apodanthaceae. 
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Figura 2ï2. Análisis de dominios y motivos para AGO1 de especies de Brassicaceae, 

Apodanthaceae y Cucurbitaceae. 

 

2.4.3 Familia de genes HOMEODOMAIN LEUCINE -ZIPPER clases III 

Y IV ( HD-ZIP III , IV ) 

De la familia HD-ZIP, se analizaron las subfamilias III y IV. De la subfamilia III hacen parte los 

subclados AtHB8/CORONA (HB8/CNA), PHABULOSA-PHAVOLUTA (PHB/PHV) y REVOLUTA 

(REV) (Figura 2-S7). Ortólogos de Pilostyles se encuentran solamente en el subclado REV, 

específicamente seis variantes del ortólogo PiboREV y dos del ortólogo PithuREV. Todas estas 

secuencias se agrupan con homólogos de Malpighiales (BS=61; Figura 2-4). En cuanto al análisis 

de secuencias de aminoácidos mediante MEME, la proteína más completa de P. boyacensis 

(PiboREV1) mostró los dominios Homeodomain HD de anclaje a DNA, leucine zipper LZ de anclaje 
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a DNA, el dominio de unión a ligandos lipídicos START, el dominio de activación transcripcional 

SAD, el dominio sensor MEKHLA y el motivo CESVV (Figura 2-S8). Para PiboREV1, las 

estructuras terciarias de los dominios HD y STAR, fueron modelados con alta certeza con los moldes 

de mamíferos para HoxA9 y StarD13 respectivamente (Tabla 2-S3). 

La subfamilia HD ZIP IV incluye los siguientes tres subgrupos: (1) (ATML1/PDF2, 

HOMEODOMAIN GLABROUS HDG2/3); (2) (HDG4/5, HDG9/10, HDG11/12); y (3) (HDG6/7, 

HDG1/ANL2 y GL2) (Figura 2-S9). Se encontraron dos ortólogos de Pilostyles, uno por cada especie 

muestreada, en el subclado HDG2/3, que se agrupan con homólogos de Brassicaceae y Crassulaceae 

(BS=92). Además, se identificaron dos variantes de PiboHDG11/12 en el grupo HDG11/12 cercanas 

a Salicaceae (BS= 88) (Figura 2-5). 

En cuanto al análisis de MEME, las proteínas PithuHDG2/3, PiboHDG2/3 y PiboHDG11/12_1 

mostraron los dominios canónicos HD, LZ (Leucine zipper ï loop - leucine zipper), START y SAD 

(Figuras 2-S10-S11). Las estructuras terciarias de los dominios HD y STAR de ambos ortólogos, 

fueron modeladas con alta certeza a partir de los moldes de mamíferos para HoxA9 y StarD5 

respectivamente (Tabla 2-S3). 

2.4.4 Familia de genes WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX (WOX) 

El análisis de la familia de genes WOX identificó nueve grupos (WOX10/13/14, WOX11/12, 

WOX8/9, WOX2, WOX4, WUS, WOX5/7, WOX3, WOX1/6) (Fig. S12). Los transcritos de 

Apodanthaceae asociados a WUS y WOX9 ya fueron examinados en un estudio previo (González et 

al., 2020). De los grupos restantes, se encontraron secuencias de Apodanthaceae en PiboWOX3, las 

cuales se agrupan (con BS=69) con secuencias de especies de diversas familias que incluyen 

Brassicaceae, Cucurbitaceae, Fabaceae, Malvaceae Rosaceae, Rutaceae y Solanaceae, entre otras sin 

una afinidad clara. De forma similar resulta la topología de los homólogos de PiboWOX4, cuya 

afinidad (con BS = 91) incluye, además, homólogos de la familia Salicaceae (Figura 2-S12). 

Finalmente, se identificaron homólogos en Apodanthaceae de WOX13, afines a genes de Rutaceae 

(con BS=99). (Figura 2-6; Figura 2-S12). 

En cuanto al análisis de secuencias de aminoácidos a través de MEME, las proteínas PiboWOX3 y 

PiboWOX4 poseen el dominio de anclaje a DNA HD y el motivo para represión TLxLFP (Figuras 

2-S13-S14); por su parte PiboWOX13 además del dominio HD presenta los motivos propios de este 

clado (WOX13motif, YxDpl y ESExE) y específicamente para Apodanthaceae el motivo 
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EMSSDIYYL (Figura 2-S15). Las estructuras terciarias del dominio HD para PiboWOX13, 

PiboWOX3 y PiboWOX4, fueron modelados con alta certeza con el molde del gen STENOFOLIA 

(WOX1-RELATED) de Medicago truncatula (Tabla 2-S3). 

Figura 2ï3. Reconstrucción filogenética por Máxima Verosimilitud para la familia AP2/ERF que incluye 

742 secuencias. Ortólogos de Pilostyles se resaltan con color purpura. Números cerca de las ramas indican 

valores de bootstrap mayores a 50%. Colores de los clados como se indicó en la Figura 2ï1. 
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Figura 2ï4. Reconstrucción filogenética por Máxima Verosimilitud para la familia HD-ZIP 

subfamilia III e incluye 526 secuencias. Ortólogos de Pilostyles se resaltan con color purpura. 

Números cerca de las ramas indican valores de bootstrap mayores a 50%. Colores de los clados 

como se indicó en la Figura 2ï1. 
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Figura 2ï5. Reconstrucción filogenética por Máxima Verosimilitud para la familia HD-ZIP 

subfamilia IV e incluye 936 secuencias. Ortólogos de Pilostyles se resaltan con color purpura. 

Números cerca de las ramas indican valores de bootstrap mayores a 50%. Colores de los clados como 

se indicó en la Figura 2ï1. 
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2.4.5 Familia de genes PIN-FORMED (PIN)  

La familia PIN está compuesta de los subclados PIN6, PIN3/4/7, PIN11, PIN1, PIN2, PIN8 y PIN5. 

Solamente se detectó un homólogo de PIN en Pilostyles (Apodanthaceae), que se anida en el 

subgrupo PIN11 cercano a homólogos de Euphorbiaceae y Salicaceae (Bs= 99; Figura 2-7). El 

análisis de aminoácidos a partir de MEME, las proteínas PithuPIN11 y PiboPIN11_1 presentaron 

los dos dominios hidrofóbicos transmembranales en los extremos de la proteína, mientras 

PiboPIN11_2 es una secuencia parcial que carece del dominio hidrofóbico C-terminal (Figura 2-

S17). Las estructuras terciarias de los dos dominios hidrofóbicos en el ortólogo PiboPIN11 fueron 

modelados con certeza con simportadores bacterianos ósodio/bile acidô y ósodio/citrateô (Tabla 2-

S3). 

2.4.6 Familia de genes RECEPTOR-LIKE KINASES (RLK) de las 

subfamilias RECEPTOR-LIKE PROTEIN (RPK) y CRINKLY 4 

(CR4) 

La subfamilia RPK está formada por dos grupos RPK-like y RPK1/2. Homólogos de Apodanthaceae, 

un ortólogo por especie, se encuentran solamente en el grupo RPK2, cercanas a secuencias de 

Malpighiales (BS= 97; Figuras 2-8, 2-S18). El análisis de aminoácidos a partir de MEME muestra 

que las proteínas correspondientes (PithuRPK2 y PiboRPK2) presentan los dominios receptores 

leucine-rich repeat LRRNT-NCD, los motivos ricos en leucinas Lrr1-14, región intermedia ID2, la 

región transmembranal TM, y el dominio de fosforilación quinasa (Figura 2-S19). La sección de 

repeticiones lrr15-22 de las secuencias canónicas de Brassicaceae y Cucurbitaceae no se encontraron 

en las proteínas de Apodanthaceae. Las estructuras terciarias del dominio extracelular lrr receptor y 

el dominio intracelular quinasa fueron modelados con alta certeza con el receptor de membrana 

quinasa GSO1 y con el dominio transferasa de BRI1-like quinasa de Arabidopsis thaliana 

respectivamente (Tabla 2-S3). 
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Figura 2ï6. Reconstrucción filogenética por Máxima Verosimilitud para la familia WOX que 

incluye 591 secuencias. Ortólogos de Pilostyles se resaltan con color purpura. Números cerca de las 

ramas indican valores de bootstrap mayores a 50%. Colores de los clados como se indicó en la Figura 

2ï1. 
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Figura 2ï7. Reconstrucción filogenética por Máxima Verosimilitud para la familia PIN que 

incluye 782 secuencias. Ortólogos de Pilostyles se resaltan con color purpura. Números cerca de 

las ramas indican valores de bootstrap mayores a 50%. Colores de los clados como se indicó en la 

Figura 2ï1. 

 

De la subfamilia CR4 se recuperan cuatro grandes grupos, denominados CCR1/2, CR4, CCR4 y 

CCR3 (Figura 2-9, 2-S20). Solamente se encuentran homólogos de Apodanthaceae en el subclado 

CR4 (BS=100). El análisis de MEME de las secuencias ACR4 reconoció el dominio de unión a 

ligando o interacción proteica Crinkly repeats, motivo rico en Cisteína, dominio transmembranal 
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TM, dominio de fosforilación Ser/Thr Kinase y dominio C-terminal de fosforilación Try (Figura 2-

S21). En el caso de PithuCR4 y PiboCR4_1 se encuentran los mismos dominios excepto que la 

organización de las repeticiones dentro de la región de Crinkly repeats difiere de la canónica y no se 

detectó la región rica en cisteína, que si está en proteínas de Brassicaceae y Cucurbitaceae (Figura 

2-S21). A pesar de que PiboCR4_2 posee un ORF completo, se presenta un codón de parada 

prematura que afecta la mayoría del dominio quinasa y C terminal (Figura 2-S21). Las estructuras 

terciarias del dominio receptor y el dominio intracelular quinasa fueron modelados con alta certeza 

con el receptor de membrana quinasa CR4 de Physcomitrella patens y con el dominio transferasa 

BIK1 quinasa de Arabidopsis thaliana, respectivamente (Tabla 2-S3). 

Figura 2ï8. Reconstrucción filogenética por Máxima Verosimilitud para la subfamilia RPK que 

incluye 177 secuencias. Ortólogos de Pilostyles se resaltan con color purpura. Números cerca de las 

ramas indican valores de bootstrap mayores a 50%. Colores de los clados como se indicó en la Figura 

2ï1. 

 

 



60 Evolución de los genes de regulación meristemática de la angiosperma holoparásita 

Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae) 

 
Figura 2ï9. Reconstrucción filogenética por Máxima Verosimilitud para la subfamilia CR4 que 

incluye 309 secuencias. Ortólogos de Pilostyles se resaltan con color purpura. Números cerca de las 

ramas indican valores de bootstrap mayores a 50%. Colores de los clados como se indicó en la Figura 

2ï1. 

 

2.5 Discusión 

Las especies de Apodanthaceae, así como las de las otras tres familias de holoendoparásitas 

Mitrastemonaceae, Cytinaceae y Rafflesiaceae carecen de órganos vegetativos típicos; sin embargo, 

se forman embriones de entre 4 y 22 células (Baskin & Baskin, 2022; Endriss, 1902; Ernst & Schmid, 

1913; Johri, 1992). La reducción en los embriones también se ve en plantas micoheterótrofas y 

holoparásitas no endofíticas como Balanophora y Lophophytum (Baskin & Baskin, 2022; Sato & 

Gonzalez, 2022). En este último género, el embrión de L. leandri puede llegar hasta 32 células sin 

presentar cotiledones o meristema radicular (Sato & Gonzalez, 2022). Este tipo de embrión se 
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distingue de otros embriones de desarrollo incipiente ya que pueden germinar en su estado 

indiferenciado (Baskin & Baskin, 2022). Estudios anatómicos del embrión no diferenciado y el 

endófito en Rafflesiaceae han sugerido que éste se genera directamente de las células embrionarias 

por su alta similitud citológica, y que el crecimiento endofítico corresponde a un crecimiento 

embrionario extendido que transiciona directamente a estructuras reproductivas (Nikolov et al., 

2014). 

A escala genómica, Cai et al. (2021) reportaron reducciones en el número de genes de la 

holoendoparásita Sapria himalayana (Rafflesiaceae), estimadas en un 44.4% de los ortogrupos 

conservados entre eurosídas y 14% de los genes con anotaciones relacionadas con desarrollo 

vegetativo. El mismo estudio mostró que la pérdida genética se incrementa gradualmente a lo largo 

de la sucesión plantas autótrofas >hemiparásitas>holoparásitas>holoendoparásitas. Así mismo, la 

reducción de la fase vegetativa del vástago de Pilostyles boyacensis se ha correlacionado con una 

reducción en los genes asociados a esta fase del desarrollo (González et al., 2020). Esta tendencia 

también se mantiene en el presente estudio, donde solo encontramos un 36% de los ortólogos que se 

han reportado en la embriogénesis de Arabidopsis thaliana en las familias de genes analizadas. A 

continuación, se discute cada familia de genes asociada a los procesos de embriogénesis, y sus 

probables implicaciones funcionales en la morfogénesis del embrión en P. boyacensis. 

2.5.1 Familia de genes ARGONAUTE (AGO) 

Los miembros de AGO se encuentran en todos los Eucariotas, y funcionan en la regulación 

transcripcional y postranscripcional mediada por ARN de interferencia (Hall, 2005; Kapoor et al., 

2008). El presente análisis recupera los grandes clados de genes AGO (AGO2/3/7, AGO6/4/8/9, 

AGO18/5/10/1, y AGO10-like) (Fang & Qi, 2016; Rodríguez-Leal et al., 2016; Zhang et al., 2015).  

 

Ortólogos de los clados AGO1 y AGO10 están presentes en Pilostyles boyacensis, y conservan los 

dominios de unión a miRNA (PAZ, ArgoMid) y el de actividad ribonucleolítica (PIWI). En 

Arabidopsis, AGO1 presenta una expresión ubicua y está involucrado en defensa contra virus, 

polaridad de la hoja, desarrollo de órganos laterales y mantenimiento del meristema floral (Chang et 

al., 2020; Kapoor et al., 2008). Por su parte, AGO10 cumple un papel importante en la regulación 

del meristema apical de tallo, el desarrollo de órganos laterales y la diferenciación del procambium 

(Carbonell, 2017; Fang & Qi, 2016). Durante la embriogénesis, AGO1 y AGO10 actúan de manera 

coordinada para establecer un gradiente de expresión de los factores HD-ZIP III controlados por 
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miRNA, que se establece en las células internas del embrión dermatógeno (Palovaara et al., 2016; 

Tvorogova & Lutova, 2018). Por lo tanto, el hallazgo de los ortólogos de AGO1 y AGO10 en frutos 

y semillas de Pilostyles (Tabla 2- 1) sugiere una función en el establecimiento de los dominios 

apical/basal a través de la regulación de HD-ZIP III ï PLT. 

2.5.2 Familia de genes HOMEODOMAIN LEUCINE -ZIPPER clases III y 

IV  (HD-ZIP III , IV ) 

El análisis de los genes HD-ZIP clase III recupera los clados HB8/CORONA (CNA), 

PHAVOLUTA/PHABULOSA (PHV/PHB) y REVOLUTA (REV), previamente reportados en muy 

diversos miembros de embriofitas (Prigge & Clark, 2006). En Arabidopsis, REV, PHB y PHV son 

redundantes durante la embriogénesis, y han sido asociados a la especificación de dominio adaxial 

en el desarrollo de cotiledones, especificación de la vascularización, e incluso en la síntesis de pared 

celular. Además, se conoce que ATHB8 y CNA regulan negativamente a REV durante la formación 

de meristemas laterales y florales (Ariel et al., 2007; Du & Wang, 2015; Roodbarkelari & Groot, 

2017; Wang et al., 2021). En Pilostyles solo se encontraron ortólogos de REV, cuyo mutante en A. 

thaliana presenta alteraciones en el desarrollo de hojas, vascularización, identidad de meristemas, e 

incluso en la síntesis y transporte de auxinas (Ariel et al., 2007; Turchi et al., 2015). REV es requerido 

para iniciar y mantener meristemas apicales y laterales de tallo, así como meristemas florales (Prigge 

& Clark, 2006; Roodbarkelari & Groot, 2017; Turchi et al., 2015). En Pilostyles se encontró 

PiboREV1, con dominios conservados en los tres transcriptomas, que puede estar involucrado en la 

especificación de la región central del embrión, la diferenciación de los pocos elementos vasculares 

del endófito, y en la iniciación y mantenimiento del meristema floral. 

El análisis de los genes HD-ZIP clase IV recupera los clados: ARABIDOPSIS THALIANA 

MERISTEM LAYER1 (ATML1)/PROTODERMAL FACTOR2 (PDF2), HOMEODOMAIN 

GLABROUS (HDG2/3), HDG4/5, HDG9/10, HDG11/12, HDG6/7, HDG1/ANTHOCYANINLESS2 

(ANL2) y GLABRA2 (GL2) reconocidos previamente (Zalewski et al., 2013). En Arabidopsis, 

ATML1 y PDF2 controlan la formación de la epidermis; en ausencia de estos genes, se compromete 

la supervivencia después de la germinación y la formación de epidermis foliar (Ariel et al., 2007; 

Roodbarkelari & Groot, 2017). En Pilostyles no se encontraron ortólogos de ninguno de los dos 

genes, lo que concuerda con la morfología observada hasta el momento para sus embriones donde 

el desarrollo llega hasta un estado de 6 a 8 células organizados en hileras de dos células, sin 

protodermo (Endriss, 1902; F. González & Pabón-Mora, 2017). Por su parte, la ausencia de 
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protodermo se extiende al endófito no floral, como resultado de su incipiente histogénesis (Amaral, 

2007; Rutherford, 1970).  

Por otra parte, en Pilostyles se encontraron ortólogos de HDG2 que hacen parte del grupo más 

cercano al que contiene a ML1/PDF2. En Arabidopsis thaliana, HDG2 y HDG11, se han asociado a 

la formación de la epidermis de meristemas florales y de inflorescencia (Nakamura et al., 2006; 

Roodbarkelari & Groot, 2017); además, HDG11 y HDG12 regulan negativamente la ramificación 

de los tricomas y la viabilidad del polen. En particular, HDG2 se asocia con la formación de estomas, 

y ha sido detectado en el endosperma y la testa, y junto a PDF2, participa del desarrollo de pétalos 

y estambres (Kamata et al., 2013; Khosla et al., 2014; Nakamura et al., 2006). Por su parte, el 

parálogo HDG3, junto a ATML1 y PDF2, participa en el desarrollo de los cotiledones y los estambres 

(Kamata et al., 2013; Nakamura et al., 2006). En los transcriptomas de endófito con botones florales 

pre-emergentes, así como en los de flores en preantesis de P. boyacensis se encontraron dos ortólogos 

(PiboHDG2 y PiboHDG11) con dominios conservados, que podrían estar activos en funciones 

relacionadas con la especialización de la epidermis en flores, incluidos estomas y nectarios (F. 

González & Pabón-Mora, 2017). Estos homólogos HDG en Pilostyles parecen ser suficientes para 

la especialización epidérmica en ausencia de homólogos ML1/PDF2. En el transcriptoma de fruto 

de Pilostyles se encontró el gen PiboHDG2, lo que concuerda con el patrón de expresión de su 

ortólogo en semillas de A. thaliana (Nakamura et al., 2006), aunque su función en este estadío no ha 

sido caracterizada en detalle. 

2.5.3 Subfamilia APETALA2/ETHYLENE RESPONSIVE FACTOR 

AINTEGUMENTA (AP2/ERF-ANT) 

Nuestro análisis recuperó los clados basalANT y euANT, que incluye euANT-L específico de 

monocotiledóneas, previamente reportados por Kerstens et al. (2020). En Pilostyles solo fueron 

identificados tres ortólogos: PiboWRI1, PiboANT y PiboPLT3. PiboANT se encontró en el 

transcriptoma de endófito y los botones florales pre-emergentes y en el de flor en preantesis de P. 

boyacensis. Esto sugiere, que de forma similar a ANT, podría tener una función en regular la 

identidad y el crecimiento de los órganos florales (El Ouakfaoui et al., 2010; Kerstens et al., 2020). 

El ortólogo de Pilostyles PiboPLT3_1 fue identificado en el transcriptoma de endófito con botones 

florales pre-emergentes, mientras que una de sus variantes (PLT3_3) fue aislada del transcriptoma 

de frutos y semillas. En Arabidopsis, PLETHORA3 (PLT3, también llamado AINTEGUMENTA-
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LIKE 6 o AIL6) y PLT7, junto a otros cuatro PLTs, regulan de manera redundante la diferenciación 

del embrión, el desarrollo de vástago y raíz, y la filotaxis (Horstman et al., 2014; Kerstens et al., 

2020; Palovaara et al., 2016). Además, PLT3 funciona en la iniciación, identidad y crecimiento de 

los órganos florales, ya que junto a ANT regula a APETALA3 y AGAMOUS (Krizek et al., 2021; 

Nole-Wilson et al., 2005). Por su parte, PLT7 es requerido para promover un estadio indiferenciado 

de las células meristemáticas del vástago (Nole-Wilson et al., 2005). Es posible que en Pilostyles las 

variantes de PLT3 identificadas mantengan el endófito indiferenciado, promuevan la iniciación del 

desarrollo floral, y establezcan los dominios distal-basal del embrión a través de la regulación de los 

factores HD-ZIP III . 

Finalmente, fueron aisladas dos variantes de WRI1 en Pilostyles, PiboWRI1_1 presente en los tres 

transcriptomas, y PiboWRI1_2 solo activo en flores en preantesis. Sus funciones podrían estar 

asociadas a la regulación de la síntesis de lípidos, una de las funciones más conservadas en 

angiospermas. En Arabidopsis, WRINKLED1 (WRI1) es un regulador clave del metabolismo de 

ácidos grasos en la maduración y germinación de las semillas, mientras que WRI3 y WRI4 tienen 

funciones similares en la producción de precursores de cutina durante el desarrollo floral (Cernac et 

al., 2006; Maeo et al., 2009; Tajima et al., 2013; Xu & Shanklin, 2016). Otros genes, como PLT1,2, 

4 y AINTEGUMENTA-LIKE 1 (AIL1), que han sido implicados en la especificación del meristema 

radicular en el embrión (Kerstens et al., 2020; Rigal et al., 2012) no se encontraron en Pilostyles. La 

ausencia de estos genes podría explicar porque los embriones en Pilostyles solo alcanzan una fase 

del desarrollo previa al estadío globular tardío de Arabidopsis, y no transiciona a fases más tardías 

de la embriogénesis. 

2.5.4 Familia de genes WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX (WOX) 

De la familia WOX, nuestro análisis recupera los tres grandes clados T1 (WOX10/14/13), T2 

(WOX9/8, WOX11/12) y T3 (WOX1-7, WUS) reportados por (Wu et al., 2019). En Pilostyles solo se 

encontraron homólogos de 5 de los 15 genes reportados en Arabidopsis thaliana. González et al. 

(2020) reportaron que las funciones de PiboWUS pueden estar restringidas al mantenimiento de 

células meristemáticas florales, y al desarrollo de anteras y óvulos, ya que este gen se encontró 

exclusivamente en el transcriptoma de flores en preantesis. Las funciones canónicas de WUS y 

WOX5 incluyen, respectivamente, la identidad de meristemas de vástago (SAM) y de raíz (RAM) en 

Arabidopsis (Haecker et al., 2004). Así, la falta de expresión de PiboWUS y de ortólogos de WOX5 
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en el transcriptoma de frutos de Pilostyles puede estar correlacionada con la ausencia de los 

meristemas SAM y RAM en embriones de Pilostyles. 

En el transcriptoma de fruto de Pilostyles se aislaron los genes PiboWOX9_2 y PiboWOX13_1/2. 

PiboWOX9 puede tener funciones en el establecimiento de la polaridad del embrión, similares a las 

reportadas por Nardmann et al., (2007) para su homólogo en Arabidopsis thaliana. Por su parte 

PiboWOX13 puede ejercer funciones en el desarrollo de fruto, como se ha reportado en otras 

angiospermas (Romera-Branchat et al., 2013), o alternativamente, mantener funciones relacionadas 

con el mantenimiento de la pluripotencia y la especificación de célula apical durante la 

embriogénesis, como se ha reportado para PpWOX13 en el musgo Physcomitrella patens 

(Sakakibara et al., 2014). Por su parte, la transcripción de PiboWOX13_2 y PiboWOX13_3 en el 

endófito y botones jóvenes pre-emergentes de Pilostyles puede estar correlacionada con posibles 

funciones en proliferación celular, mantenimiento prolongado de la pluripotencia, así como en 

transición floral (Deveaux et al., 2008; Romera-Branchat et al., 2013).  

Adicionalmente, se encontraron los genes PiboWOX3 y PiboWOX4 en los transcriptomas del 

endófito más los botones florales pre-emergentes, así como en flores en preantesis (Tabla 2- 1). En 

Arabidopsis, WOX4 es uno de los factores clave en el módulo WOX4-PXY-CLE41/44 que controla 

la proliferación del procambium (Kondo & Fukuda, 2015). En Cuscuta japonica, CjWOX4 es un 

marcador específico de células del procambium en el haustorio de esta holoparásita de tallo (Kondo 

& Fukuda, 2015; K. Shimizu et al., 2018). En Pilostyles, PiboWOX4 puede tener funciones en la 

diferenciación de los elementos vasculares que, aunque incipientes, conectan los botones florales 

con el xilema de la hospedera (De Vega et al., 2007; F. González & Pabón-Mora, 2017; Pellissari et 

al., 2022). Finalmente, genes como WOX11/12, WOX5 y WOX7, que en Arabidopsis funcionan en 

el desarrollo de raíz (Wu et al., 2019), no se encontraron en Pilostyles. 

2.5.5 Familia de genes PIN-FORMED (PIN) 

Las auxinas son fitohormonas que controlan los procesos de crecimiento en plantas por lo que sus 

trasportadores juegan un papel indispensable generando gradientes de concentración que se asocian 

con procesos espec²ficos de desarrollo (KŚeļek et al., 2009). En la familia de transportadores de 

auxina PIN se reconocen prote²nas PIN de dominio hidrof²lico ñlargoò, ubicadas en la membrana 

citoplasm§tica, y ñcortoò, ubicadas en el ret²culo endoplasm§tico (KŚeļek et al., 2009). Dentro del 

grupo de PIN ñlargosò el m§s conocido es AtPIN1, que actúa principalmente en el desarrollo de 
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embriones, de meristemas apicales de vástago y órganos aéreos vegetativos y reproductivos, y de 

tejidos vasculares. Otros PIN ñlargosò como PIN2, 3, 4 y 7 actúan de manera redundante en la 

embriogénesis, gravitropismo y organogénesis de la raíz (Adamowski & Friml, 2015; Capron et al., 

2009; KŚeļek et al., 2009). 

En el presente trabajo se encontraron exclusivamente ortólogos de PIN11, denominados PiboPIN11 

y PithuPIN11_1. Estos genes corresponden al grupo PIN ñlargosò y han sido asociados con varias 

funciones en desarrollo de órganos aéreos y diferenciación de tejido vascular en Poaceae y Fabaceae. 

Arabidopsis thaliana carece de ortólogos de este clado, ya que las Brassicaceae han perdido el linaje 

de genes PIN11 (Bennett, 2015). En Pilostyles los genes PIN11 pueden tener funciones relacionadas 

con embriogénesis, desarrollo del endófito y de las flores, ya que se encontraron en los tres 

transcriptomas. La concentración de auxinas es un elemento importante en el desarrollo floral no 

solamente en especies modelo sino también en la holoparásita endofítica Rafflesia patma 

(Rafflesiaceae), donde se ha observado que la aplicación externa de auxinas logra acelerar el 

desarrollo de los botones florales (Mursidawati & Wicaksono, 2021). En este contexto, estudiar la 

relación entre la presencia de PIN11 y el crecimiento del endófito de Pilostyles permitirá identificar 

si estos genes tienen un efecto en el crecimiento unidireccional hacia la región apical del hospedero, 

fenómeno conocido como crecimiento isofásico (Teixeira-Costa & Davis, 2021). 

2.5.6 Familia de genes RECEPTOR-LIKE KINASES (RLK) de las 

subfamilias RECEPTOR-LIKE PROTEIN (RPK) y CRINKLY 4 

(CR4) 

Un homólogo único de RPK2 (PiboRPK2) fue aislado del transcriptoma de fruto de Pilostyles. En 

Arabidopsis thaliana, las quinasas RPK1 y RPK2 se expresan inicialmente en el suspensor y luego 

se requieren de manera redundante para la radialización del embrión, la diferenciación del 

protodermo y la represión de la diferenciación temprana del tejido fundamental y vascular durante 

el estadio globular temprano (Hove et al., 2015; Nodine et al., 2007). En Pilostyles, PiboRPK2 

podría mantener indiferenciada la región central de embrión. 

RPK2 se ha asociado también con la inhibición de proliferación celular en raíz, desarrollo de anteras 

y como una vía independiente de CLAVATA1 (CLV1), para la trasmisión de la señal de péptidos CLE 

en el mantenimiento del meristema apical (Cammarata & Scanlon, 2020; Kinoshita et al., 2010; 

Matsushima & Miyashita, 2012; N. Shimizu et al., 2015). PiboRPK2, también aislado del 

transcriptoma de flor, puede estar involucrado junto con BARELY ANY MERISTEM 1 en la 
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regulación de WUS en el meristema floral, en remplazo de CLV1, el cual no se encontró en Pilostyles 

(A. D. González et al., 2020). 

Por su parte, el gen CR4 en Arabidopsis está involucrado en el desarrollo de raíz como parte del 

módulo CLE40-CR4-WOX5, y en la morfogénesis y diferenciación de la epidermis de hojas, 

inflorescencias, meristemas florales, anteras, óvulos y semillas, y se expresa fuertemente en el 

protodermo del SAM y del RAM (Czyzewicz et al., 2016; Meyer et al., 2011; Nikonorova et al., 

2015). En Pilostyles, se encontró PiboCR4_1 en los tres transcriptomas; sin embargo, en el embrión 

de Pilostyles no se ha observado la formación de protodermo en el SAM o el RAM, por lo que su 

función podría estar restringida a la epidermis de estructuras florales y de la semilla. Los receptores 

de la familia CR4 han sido reportados como regulados positivamente por los factores HD-ZIP IV 

ML1/PDF2, y asociados en el mantenimiento de la integridad de la capa L1 de la que se forma la 

epidermis (Nakamura et al., 2006; Roodbarkelari & Groot, 2017). Sin embargo, en Apodanthaceae 

no se encontraron ortólogos para estos genes HD-ZIP class IV pero sí para HDG2 y HDG11. Por lo 

menos en Arabidopsis los homólogos de estos HDG se expresan en la epidermis de: SAM, meristema 

de inflorescencia y primordios florales jóvenes, pétalos, carpelos y anteras (Nakamura et al., 2006). 

Es de esperar que estos genes en Pilostyles podrían estar regulando a CR4 en las estructuras florales. 

2.6 Conclusión 

Extrapolando las funciones conocidas de los genes asociados a la embriogénesis de la especie 

modelo Arabidopsis thaliana, y teniendo en cuenta la morfología de los embriones de Pilostyles, 

podemos inferir que los ortólogos de PiboWOX9, PiboWOX13, PiboRPK y PiboPIN11 encontrados 

en Pilostyles pueden establecer la polaridad apical/basal del embrión. Por su parte, los genes 

PiboPLT3, PiboREV, PiboAGO1 y PiboAGO10 que pueden estar participando en la diferenciación 

incipiente de las zonas meristemáticas apical y basal, sin llegar a establecerse los meristemas SAM 

o RAM típicos de angiospermas no parasíticas. La ausencia de ortólogos de genes ATML1/PDF2 en 

Pilostyles es concomitante con la ausencia de protodermo en el embrión y en el endófito. Se 

encontraron los ortólogos PiboANT, PiboWRI1, PiboCR4, PiboHDG2, PiboHDG11 estas familias 

asociadas a desarrollo de estructuras reproductivas, mientras que no se encontraron ortólogos para 

los genes con función restringido a desarrollo de raíz como PLT1/2, WOX5, PIN3/4/7 y TPL. 
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2.7 Material suplementario 

Las Figuras 2-S1 a S21 y las Tablas 2-S1-S3 están disponibles en los anexos K-AH, al final de este 

documento. 

2.8 Agradecimientos 

Los autores agradecen el apoyo financiero de la convocatoria para el apoyo al desarrollo de tesis de 

doctorado de la Facultad de Ciencias sede Bogotá de la Universidad Nacional de Colombia 2021 

otorgado para el desarrollo del proyecto 50155 ñEvoluci·n de los genes asociados a embriogénesis 

temprana de la endoparásita Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae)ò. Tambi®n agradecen al 

laboratorio Relación Parásito Hospedero del Departamento de Biología por facilitar los equipos de 

su laboratorio de biología molecular y al programa Lab Start UP de Merck Colombia por facilitarnos 

el kit SpectrumÊ Plant Total ARN. 

2.9  Bibliografía  

Adamowski, M., & Friml, J. (2015). PIN-dependent auxin transport: Action, Regulation, and 

evolution. The Plant Cell, 27(1), 20ï32. https://doi.org/10.1105/tpc.114.134874 

Afgan, E., Baker, D., Batut, B., van den Beek, M., Bouvier, D., Ļech, M., Chilton, J., Clements, D., 

Coraor, N., Grüning, B. A., Guerler, A., Hillman-Jackson, J., Hiltemann, S., Jalili, V., 

Rasche, H., Soranzo, N., Goecks, J., Taylor, J., Nekrutenko, A., & Blankenberg, D. (2018). 

The Galaxy platform for accessible, reproducible and collaborative biomedical analyses: 

2018 update. Nucleic Acids Research, 46(W1), W537ïW544. 

https://doi.org/10.1093/nar/gky379 

Amaral, M. M. do. (2007). A estrutura da angiosperma endoparasita Pilostyles ulei 

(Apodanthaceae): Interface e impacto no lenho de Mimosa spp [Master thesis, Universidade 

de São Paulo]. http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/41/41132/tde-05112007-095018/ 

Arias-Agudelo, L. M., González, F., Isaza, J. P., Alzate, J. F., & Pabón-Mora, N. (2019). Plastome 

reduction and gene content in New World Pilostyles (Apodanthaceae) unveils high 

similarities to African and Australian congeners. Molecular Phylogenetics and Evolution, 

135, 193ï202. https://doi.org/10.1016/j.ympev.2019.03.014 

Ariel, F. D., Manavella, P. A., Dezar, C. A., & Chan, R. L. (2007). The true story of the HD-Zip 

family. Trends in Plant Science, 12(9), 419ï426. 

https://doi.org/10.1016/j.tplants.2007.08.003 

Bailey, T. L., Boden, M., Buske, F. A., Frith, M., Grant, C. E., Clementi, L., Ren, J., Li, W. W., & 

Noble, W. S. (2009). MEME SUITE: Tools for motif discovery and searching. Nucleic Acids 

Research, 37(Web Server issue), W202-208. https://doi.org/10.1093/nar/gkp335 



Capítulo 2. Evolución de los genes asociados a la embriogénesis temprana de la 

holoparásita Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae)  

69 

 

Baskin, J. M., & Baskin, C. C. (2022). Germination and seed/embryo size in holoparasitic flowering 

plants with ñdust seedsò and an undifferentiated embryo. The Botanical Review, 88(1), 1ï

49. https://doi.org/10.1007/s12229-020-09242-y 

Bellot, S., & Renner, S. S. (2013). Pollination and mating systems of Apodanthaceae and the 

distribution of reproductive traits in parasitic angiosperms. American Journal of Botany, 

100(6), 1083ï1094. https://doi.org/10.3732/ajb.1200627 

Bennett, T. (2015). PIN proteins and the evolution of plant development. Trends in Plant Science, 

20(8), 498ï507. https://doi.org/10.1016/j.tplants.2015.05.005 

Bennett, T., & Scheres, B. (2010). Root development two meristems for the price of one? En M. C. 

P. Timmermans (Ed.), Plant development (pP. 67ï102). Elsevier. 

https://doi.org/10.1016/S0070-2153(10)91003-X 

Bouman, F., & Meijer, W. (1994). Comparative structure of ovules and seeds in Rafflesiaceae. Plant 

Systematics and Evolution, 193(1ï4), 187ï212. https://doi.org/10.1007/BF00983550 

Cai, L., Arnold, B. J., Xi, Z., Khost, D. E., Patel, N., Hartmann, C. B., Manickam, S., Sasirat, S., 

Nikolov, L. A., Mathews, S., Sackton, T. B., & Davis, C. C. (2021). Deeply altered genome 

architecture in the endoparasitic flowering plant Sapria himalayana Griff. (Rafflesiaceae). 

Current Biology, 31(5), 1002-1011.e9. https://doi.org/10.1016/j.cub.2020.12.045 

Cammarata, J., & Scanlon, M. J. (2020). A functionally informed evolutionary framework for the 

study of LRR-RLKs during stem cell maintenance. Journal of Plant Research, 133(3), 331ï

342. https://doi.org/10.1007/s10265-020-01197-w 

Capron, A., Chatfield, S., Provart, N., & Berleth, T. (2009). Embryogenesis: Pattern formation from 

a single cell. The Arabidopsis Book, 7, e0126. https://doi.org/10.1199/tab.0126 

Carbonell, A. (2017). Plant ARGONAUTEs: Features, functions, and unknowns. En A. Carbonell 

(Ed.), Plant Argonaute Proteins (Vol. 1640, pp. 1ï21). Springer New York. 

https://doi.org/10.1007/978-1-4939-7165-7_1 

Carpenter, E. J., Matasci, N., Ayyampalayam, S., Wu, S., Sun, J., Yu, J., Jimenez Vieira, F. R., 

Bowler, C., Dorrell, R. G., Gitzendanner, M. A., Li, L., Du, W., K. Ullrich, K., Wickett, N. 

J., Barkmann, T. J., Barker, M. S., Leebens-Mack, J. H., & Wong, G. K.-S. (2019). Access 

to RNA-sequencing data from 1,173 plant species: The 1000 Plant transcriptomes initiative 

(1KP). GigaScience, 8(10), giz126. https://doi.org/10.1093/gigascience/giz126 

Cernac, A., Andre, C., Hoffmann-Benning, S., & Benning, C. (2006). WRI1 is required for seed 

germination and seedling establishment. Plant Physiology, 141(2), 745ï757. 

https://doi.org/10.1104/pp.106.079574 

Chandler, J. W., & Werr, W. (2019). Histology versus phylogeny: Viewing plant embryogenesis 

from an evo-devo perspective. En Current Topics in Developmental Biology (Vol. 131, pp. 

545ï564). Elsevier. https://doi.org/10.1016/bs.ctdb.2018.11.009 

Chang, W., Guo, Y., Zhang, H., Liu, X., & Guo, L. (2020). Same actor in different stages: Genes in 

shoot apical meristem maintenance and floral meristem determinacy in Arabidopsis. 

Frontiers in Ecology and Evolution, 8, 89. https://doi.org/10.3389/fevo.2020.00089 



70 Evolución de los genes de regulación meristemática de la angiosperma holoparásita 

Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae) 

 
Czyzewicz, N., Nikonorova, N., Meyer, M. R., Sandal, P., Shah, S., Vu, L. D., Gevaert, K., Rao, A. 

G., & De Smet, I. (2016). The growing story of (ARABIDOPSIS) CRINKLY 4. Journal of 

Experimental Botany, 67(16), 4835ï4847. https://doi.org/10.1093/jxb/erw192 

De Vega, C., Ortiz, P. L., Arista, M., & Talavera, S. (2007). The endophytic system of mediterranean 

Cytinus (Cytinaceae) Developing on five host Cistaceae species. Annals of Botany, 100(6), 

1209ï1217. https://doi.org/10.1093/aob/mcm217 

Deveaux, Y., Toffano-Nioche, C., Claisse, G., Thareau, V., Morin, H., Laufs, P., Moreau, H., Kreis, 

M., & Lecharny, A. (2008). Genes of the most conserved WOX clade in plants affect root 

and flower development in Arabidopsis. BMC Evolutionary Biology, 8(1), 291. 

https://doi.org/10.1186/1471-2148-8-291 

Du, Q., & Wang, H. (2015). The role of HD-ZIP III  transcription factors and miR165/166 in vascular 

development and secondary cell wall formation. Plant Signaling & Behavior, 10(10), 

e1078955. https://doi.org/10.1080/15592324.2015.1078955 

El Ouakfaoui, S., Schnell, J., Abdeen, A., Colville, A., Labbé, H., Han, S., Baum, B., Laberge, S., 

& Miki, B. (2010). Control of somatic embryogenesis and embryo development by AP2 

transcription factors. Plant Molecular Biology, 74(4ï5), 313ï326. 

https://doi.org/10.1007/s11103-010-9674-8 

Endriss, W. (1902). Monographie von Pilostyles lngae Karst. (Pilostyles ulei SolmsLaub.). Flora, 

91, 209ï236. 

Ernst, A., & Schmid, E. (1913). Über Blüte und Frucht von Rafflesiaceae. Annales du Jardin 

Botanique de Buitenzorg, 12, 1ï58. 

Fang, X., & Qi, Y. (2016). RNAi in Plants: An Argonaute-centered view. The Plant Cell, 28(2), 

272ï285. https://doi.org/10.1105/tpc.15.00920 

González, A. D., Pabón-Mora, N., Alzate, J. F., & González, F. (2020). Meristem Genes in the 

Highly Reduced Endoparasitic Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae). Frontiers in Ecology 

and Evolution, 8, 209. https://doi.org/10.3389/fevo.2020.00209 

González, F., & Pabón-Mora, N. (2014a). First reports and generic descriptions of the 

achlorophyllous holoparasites Apodanthaceae (Cucurbitales) of Colombia. Actualidades 

Biológicas, 36(101), 123ï135. 

González, F., & Pabón-Mora, N. (2014b). Pilostyles boyacensis a new species of Apodanthaceae 

(Cucurbitales) from Colombia. Phytotaxa, 178(2), 138. 

https://doi.org/10.11646/phytotaxa.178.2.5 

González, F., & Pabón-Mora, N. (2017). Floral development and morphoanatomy in the 

holoparasitic Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae, Cucurbitales) reveal chimeric half-

staminate and half-carpellate flowers. International Journal of Plant Sciences, 178(7), 522ï

536. https://doi.org/10.1086/692505 

Goodstein, D. M., Shu, S., Howson, R., Neupane, R., Hayes, R. D., Fazo, J., Mitros, T., Dirks, W., 

Hellsten, U., Putnam, N., & Rokhsar, D. S. (2012). Phytozome: A comparative platform for 

green plant genomics. Nucleic Acids Research, 40(Database issue), D1178ïD1186. 

https://doi.org/10.1093/nar/gkr944 



Capítulo 2. Evolución de los genes asociados a la embriogénesis temprana de la 

holoparásita Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae)  

71 

 

Grabherr, M. G., Haas, B. J., Yassour, M., Levin, J. Z., Thompson, D. A., Amit, I., Adiconis, X., 

Fan, L., Raychowdhury, R., Zeng, Q., Chen, Z., Mauceli, E., Hacohen, N., Gnirke, A., 

Rhind, N., di Palma, F., Birren, B. W., Nusbaum, C., Lindblad-Toh, K., é Regev, A. (2011). 

Full-length transcriptome assembly from RNA-Seq data without a reference genome. Nature 

Biotechnology, 29(7), 644ï652. https://doi.org/10.1038/nbt.1883 

Haecker, A., Groß-Hardt, R., Geiges, B., Sarkar, A., Breuninger, H., Herrmann, M., & Laux, T. 

(2004). Expression dynamics of WOX genes mark cell fate decisions during early embryonic 

patterning in Arabidopsis thaliana. Development, 131(3), 657ï668. 

https://doi.org/10.1242/dev.00963 

Hall, T. M. T. (2005). Structure and function of Argonaute proteins. Structure, 13(10), 1403ï1408. 

https://doi.org/10.1016/j.str.2005.08.005 

Heide-Jørgensen, H. (2008). Parasitic flowering plants. Brill. 

Horstman, A., Willemsen, V., Boutilier, K., & Heidstra, R. (2014). AINTEGUMENTA-LIKE 

proteins: Hubs in a plethora of networks. Trends in Plant Science, 19(3), 146ï157. 

https://doi.org/10.1016/j.tplants.2013.10.010 

Hove, C. A. ten, Lu, K.-J., & Weijers, D. (2015). Building a plant: Cell fate specification in the early 

Arabidopsis embryo. Development, 142(3), 420ï430. https://doi.org/10.1242/dev.111500 

Johri, B. (1992). Aristolochiales. En B. Johri, K. Ambegaokar, & P. Srivastava, Comparative 

embryology of angiosperms (Vol. 1, pp. 316ï323). Springer. 

http://www.springer.com/la/book/9783540536338 

Kalyaanamoorthy, S., Minh, B. Q., Wong, T. K. F., von Haeseler, A., & Jermiin, L. S. (2017). 

ModelFinder: Fast model selection for accurate phylogenetic estimates. Nature Methods, 

14(6), 587ï589. https://doi.org/10.1038/nmeth.4285 

Kamata, N., Okada, H., Komeda, Y., & Takahashi, T. (2013). Mutations in epidermis-specific HD-

ZIP IV genes affect floral organ identity in Arabidopsis thaliana. The Plant Journal, 75(3), 

430ï440. https://doi.org/10.1111/tpj.12211 

Kapoor, M., Arora, R., Lama, T., Nijhawan, A., Khurana, J. P., Tyagi, A. K., & Kapoor, S. (2008). 

Genome-wide identification, organization and phylogenetic analysis of Dicer-like, 

Argonaute and RNA-dependent RNA Polymerase gene families and their expression 

analysis during reproductive development and stress in rice. BMC Genomics, 9(1), 451. 

https://doi.org/10.1186/1471-2164-9-451 

Katoh, K., Misawa, K., Kuma, K., & Miyata, T. (2002). MAFFT: A novel method for rapid multiple 

sequence alignment based on fast Fourier transform. Nucleic Acids Research, 30(14), 3059ï

3066. 

Kelley, L. A., Mezulis, S., Yates, C. M., Wass, M. N., & Sternberg, M. J. E. (2015). The Phyre2 web 

portal for protein modeling, prediction and analysis. Nature Protocols, 10(6), 845ï858. 

https://doi.org/10.1038/nprot.2015.053 

Kerstens, M. H. L., Schranz, M. E., & Bouwmeester, K. (2020). Phylogenomic analysis of the 

APETALA2 transcription factor subfamily across angiosperms reveals both deep 



72 Evolución de los genes de regulación meristemática de la angiosperma holoparásita 

Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae) 

 
conservation and lineage specific patterns. The Plant Journal, 103(4), 1516ï1524. 

https://doi.org/10.1111/tpj.14843 

Khosla, A., Paper, J. M., Boehler, A. P., Bradley, A. M., Neumann, T. R., & Schrick, K. (2014). HD-

Zip Proteins GL2 and HDG11 Have Redundant Functions in Arabidopsis Trichomes, and 

GL2 Activates a Positive Feedback Loop via MYB23. The Plant Cell, 26(5), 2184ï2200. 

https://doi.org/10.1105/tpc.113.120360 

Kinoshita, A., Betsuyaku, S., Osakabe, Y., Mizuno, S., Nagawa, S., Stahl, Y., Simon, R., 

Yamaguchi-Shinozaki, K., Fukuda, H., & Sawa, S. (2010). RPK2 is an essential receptor-

like kinase that transmits the CLV3 signal in Arabidopsis. Development, 137(22), 3911ï

3920. https://doi.org/10.1242/dev.048199 

Kondo, Y., & Fukuda, H. (2015). The TDIF signaling network. Current Opinion in Plant Biology, 

28, 106ï110. https://doi.org/10.1016/j.pbi.2015.10.002 

KŚeļek, P., SkŢpa, P., Libus, J., Naramoto, S., Tejos, R., Friml, J., & Zaģ²malov§, E. (2009). The 

PIN-FORMED (PIN) protein family of auxin transporters. Genome Biology, 10(12), 249. 

https://doi.org/10.1186/gb-2009-10-12-249 

Krizek, B. A., Bantle, A. T., Heflin, J. M., Han, H., Freese, N. H., & Loraine, A. E. (2021). 

AINTEGUMENTA and AINTEGUMENTA-LIKE6 directly regulate floral homeotic, growth, 

and vascular development genes in young Arabidopsis flowers. Journal of Experimental 

Botany, 72(15), 5478ï5493. https://doi.org/10.1093/jxb/erab223 

Lu, S., Wang, J., Chitsaz, F., Derbyshire, M. K., Geer, R. C., Gonzales, N. R., Gwadz, M., Hurwitz, 

D. I., Marchler, G. H., Song, J. S., Thanki, N., Yamashita, R. A., Yang, M., Zhang, D., 

Zheng, C., Lanczycki, C. J., & Marchler-Bauer, A. (2020). CDD/SPARCLE: The conserved 

domain database in 2020. Nucleic Acids Research, 48(D1), D265ïD268. 

https://doi.org/10.1093/nar/gkz991 

Maeo, K., Tokuda, T., Ayame, A., Mitsui, N., Kawai, T., Tsukagoshi, H., Ishiguro, S., & Nakamura, 

K. (2009). An AP2-type transcription factor, WRINKLED1, of Arabidopsis thaliana binds 

to the AW-box sequence conserved among proximal upstream regions of genes involved in 

fatty acid synthesis. The Plant Journal, 60(3), 476ï487. https://doi.org/10.1111/j.1365-

313X.2009.03967.x 

Matsushima, N., & Miyashita, H. (2012). Leucine-Rich Repeat (LRR) domains containing 

intervening motifs in plants. Biomolecules, 2(2), 288ï311. 

https://doi.org/10.3390/biom2020288 

Meyer, M. R., Lichti, C. F., Townsend, R. R., & Rao, A. G. (2011). Identification of in vitro 

autophosphorylation sites and effects of phosphorylation on the Arabidopsis CRINKLY4 

(ACR4) Receptor-like Kinase intracellular domain: Insights into conformation, 

oligomerization, and activity. Biochemistry, 50(12), 2170ï2186. 

https://doi.org/10.1021/bi101935x 

Minh, B. Q., Nguyen, M. A. T., & von Haeseler, A. (2013). Ultrafast approximation for phylogenetic 

bootstrap. Molecular Biology and Evolution, 30(5), 1188ï1195. 

https://doi.org/10.1093/molbev/mst024 



Capítulo 2. Evolución de los genes asociados a la embriogénesis temprana de la 

holoparásita Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae)  

73 

 

Mistry, J., Chuguransky, S., Williams, L., Qureshi, M., Salazar, G. A., Sonnhammer, E. L. L., 

Tosatto, S. C. E., Paladin, L., Raj, S., Richardson, L. J., Finn, R. D., & Bateman, A. (2021). 

Pfam: The protein families database in 2021. Nucleic Acids Research, 49(D1), D412ïD419. 

https://doi.org/10.1093/nar/gkaa913 

Mursidawati, S., & Wicaksono, A. (2021). A preliminary study of in vivo injection of auxin and 

cytokinin into Rafflesia patma Blume flower buds. Buletin Kebun Raya, 24(2). 

https://doi.org/10.14203/bkr.v24i2.670 

Nakamura, M., Katsumata, H., Abe, M., Yabe, N., Komeda, Y., Yamamoto, K. T., & Takahashi, T. 

(2006). Characterization of the Class IV Homeodomain-Leucine Zipper gene family in 

Arabidopsis. Plant Physiology, 141(4), 1363ï1375. https://doi.org/10.1104/pp.106.077388 

Nardmann, J., Zimmermann, R., Durantini, D., Kranz, E., & Werr, W. (2007). WOX gene phylogeny 

in Poaceae: A comparative approach addressing leaf and embryo development. Molecular 

Biology and Evolution, 24(11), 2474ï2484. https://doi.org/10.1093/molbev/msm182 

Nguyen, L.-T., Schmidt, H. A., von Haeseler, A., & Minh, B. Q. (2015). IQ-TREE: A fast and 

effective stochastic algorithm for estimating maximum-likelihood phylogenies. Molecular 

Biology and Evolution, 32(1), 268ï274. https://doi.org/10.1093/molbev/msu300 

Nikolov, L. A., Tomlinson, P. B., Manickam, S., Endress, P. K., Kramer, E. M., & Davis, C. C. 

(2014). Holoparasitic Rafflesiaceae possess the most reduced endophytes and yet give rise 

to the worldôs largest flowers. Annals of Botany, 114(2), 233ï242. 

https://doi.org/10.1093/aob/mcu114 

Nikonorova, N., Vu, L. D., Czyzewicz, N., Gevaert, K., & De Smet, I. (2015). A phylogenetic 

approach to study the origin and evolution of the CRINKLY4 family. Frontiers in Plant 

Science, 6. https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00880 

Nodine, M. D., Yadegari, R., & Tax, F. E. (2007). RPK1 and TOAD2 are two receptor-like kinases 

redundantly required for Arabidopsis embryonic pattern formation. Developmental Cell, 

12(6), 943ï956. https://doi.org/10.1016/j.devcel.2007.04.003 

Nole-Wilson, S., Tranby, T. L., & Krizek, B. A. (2005). AINTEGUMENTA-like (AIL) genes are 

expressed in young tissues and may specify meristematic or division-competent states. Plant 

Molecular Biology, 57(5), 613ï628. https://doi.org/10.1007/s11103-005-0955-6 

Ortega-González, P. F., Rios-Carrasco, S., González-Martínez, C. A., Bonilla-Cruz, N., & Vázquez-

Santana, S. (2020). Pilostyles maya, a novel species from Mexico and the first cleistogamous 

species in Apodanthaceae (Cucurbitales). Phytotaxa, 440(4), 255ï267. 

https://doi.org/10.11646/phytotaxa.440.4.1 

Pabón-Mora, N., Ambrose, B. A., & Litt, A. (2012). Poppy APETALA1/FRUITFULL orthologs 

control flowering time, branching, perianth identity, and fruit development. Plant 

Physiology, 158(4), 1685ï1704. https://doi.org/10.1104/pp.111.192104 

Palovaara, J., De Zeeuw, T., & Weijers, D. (2016). Tissue and organ initiation in the plant embryo: 

A first time for everything. Annual Review of Cell and Developmental Biology, 32(1), 47ï

75. https://doi.org/10.1146/annurev-cellbio-111315-124929 



74 Evolución de los genes de regulación meristemática de la angiosperma holoparásita 

Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae) 

 
Pellissari, L. C. O., Teixeira-Costa, L., Ceccantini, G., Tamaio, N., Cardoso, L. J. T., Braga, J. M. 

A., & Barros, C. F. (2022). Parasitic plant, from inside out: Endophytic development in 

Lathrophytum peckoltii (Balanophoraceae) in host liana roots from tribe Paullineae 

(Sapindaceae). Annals of Botany, 129(3), 331ï342. https://doi.org/10.1093/aob/mcab148 

Peris, C. I. L., Rademacher, E. H., & Weijers, D. (2010). Green beginnings pattern formation in the 

early plant embryo. En M. C. P. Timmermans (Ed.), Current Topics in Developmental 

Biology (Vol. 91, pp. 1ï27). Academic Press. https://doi.org/10.1016/S0070-

2153(10)91001-6 

Poole, R. L. (2007). The TAIR database. Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.), 406, 179ï

212. https://doi.org/10.1007/978-1-59745-535-0_8 

Prigge, M. J., & Clark, S. E. (2006). Evolution of the class III HD-Zip gene family in land plants. 

Evolution Development, 8(4), 350ï361. https://doi.org/10.1111/j.1525-142X.2006.00107.x 

Rambaut, A. (2009). FigTree v1. 4.0: Tree figure drawing tool. Institute of Evolutionary Biology, 

University of Edinburgh. http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/ 

Rigal, A., Yordanov, Y. S., Perrone, I., Karlberg, A., Tisserant, E., Bellini, C., Busov, V. B., Martin, 

F., Kohler, A., Bhalerao, R., & Legué, V. (2012). The AINTEGUMENTA LIKE1 homeotic 

transcription factor PtAIL1 controls the formation of adventitious root primordia in poplar. 

Plant Physiology, 160(4), 1996ï2006. https://doi.org/10.1104/pp.112.204453 

Rodríguez-Leal, D., Castillo-Cobián, A., Rodríguez-Arévalo, I., & Vielle-Calzada, J.-P. (2016). A 

primary sequence analysis of the ARGONAUTE protein family in plants. Frontiers in Plant 

Science, 7. https://doi.org/10.3389/fpls.2016.01347 

Romera-Branchat, M., Ripoll, J. J., Yanofsky, M. F., & Pelaz, S. (2013). The WOX13 homeobox 

gene promotes replum formation in the Arabidopsis thaliana fruit. The Plant Journal, 73(1), 

37ï49. https://doi.org/10.1111/tpj.12010 

Roodbarkelari, F., & Groot, E. P. (2017). Regulatory function of homeodomain leucine zipper HD

ZIP family proteins during embryogenesis. New Phytologist, 213(1), 95ï104. 

https://doi.org/10.1111/nph.14132 

Rutherford, R. J. (1970). The anatomy and cytology of Pilostyles thurberi Gray (Rafflesiaceae). 

Aliso, 7(2), 263ï288. 

Sakakibara, K., Reisewitz, P., Aoyama, T., Friedrich, T., Ando, S., Sato, Y., Tamada, Y., Nishiyama, 

T., Hiwatashi, Y., Kurata, T., Ishikawa, M., Deguchi, H., Rensing, S. A., Werr, W., Murata, 

T., Hasebe, M., & Laux, T. (2014). WOX13ðLike genes are required for reprogramming of 

leaf and protoplast cells into stem cells in the moss Physcomitrella patens. Development, 

141(8), 1660ï1670. https://doi.org/10.1242/dev.097444 

Sato, H. A., & Gonzalez, A. M. (2022). Anatomy, embryology and life cycle of Lophophytum, a 

root-holoparasitic plant. En A. M. Gonzalez & H. A. Sato (Eds.), Parasitic Plants. 

IntechOpen. https://doi.org/10.5772/intechopen.99981 

Schmieder, R., & Edwards, R. (2011). Quality control and preprocessing of metagenomic datasets. 

Bioinformatics, 27(6), 863ï864. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btr026 



Capítulo 2. Evolución de los genes asociados a la embriogénesis temprana de la 

holoparásita Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae)  

75 

 

Shimizu, K., Hozumi, A., & Aoki, K. (2018). Organization of vascular cells in the haustorium of the 

parasitic flowering plant Cuscuta japonica. Plant and Cell Physiology, 59(4), 720ï728. 

https://doi.org/10.1093/pcp/pcx197 

Shimizu, N., Ishida, T., Yamada, M., Shigenobu, S., Tabata, R., Kinoshita, A., Yamaguchi, K., 

Hasebe, M., Mitsumasu, K., & Sawa, S. (2015). BAM 1 and RECEPTOR  LIKE PROTEIN 

KINASE 2 constitute a signaling pathway and modulate CLE peptide triggered growth 

inhibition in Arabidopsis root. New Phytologist, 208(4), 1104ï1113. 

https://doi.org/10.1111/nph.13520 

Tajima, D., Kaneko, A., Sakamoto, M., Ito, Y., Hue, N. T., Miyazaki, M., Ishibashi, Y., Yuasa, T., 

& Iwaya-Inoue, M. (2013). Wrinkled1 (WRI1) Homologs, AP2-Type transcription factors 

involving master regulation of seed storage oil synthesis in castor bean Ricinus communis. 

American Journal of Plant Sciences, 04(02), 333ï339. 

https://doi.org/10.4236/ajps.2013.42044 

Teixeira-Costa, L., & Davis, C. C. (2021). Life history, diversity, and distribution in parasitic 

flowering plants. Plant Physiology, 187(1), 32ï51. https://doi.org/10.1093/plphys/kiab279 

Turchi, L., Baima, S., Morelli, G., & Ruberti, I. (2015). Interplay of HD-Zip II and III transcription 

factors in auxin-regulated plant development. Journal of Experimental Botany, 66(16), 

5043ï5053. https://doi.org/10.1093/jxb/erv174 

Tvorogova, V. E., & Lutova, L. A. (2018). Genetic regulation of zygotic embryogenesis in 

Angiosperm plants. Russian Journal of Plant Physiology, 65(1), 1ï14. 

https://doi.org/10.1134/S1021443718010107 

Wang, H., Shao, W., Yan, M., Xu, Y., Liu, S., & Wang, R. (2021). Genome-wide analysis and 

expression profiling of HD-ZIP III genes in three Brassica species. Diversity, 13(12), 684. 

https://doi.org/10.3390/d13120684 

Wernersson, R., & Pedersen, A. G. (2003). RevTrans: Multiple alignment of coding DNA from 

aligned amino acid sequences. Nucleic Acids Research, 31(13), 3537ï3539. 

Wu, C.-C., Li, F.-W., & Kramer, E. M. (2019). Large-scale phylogenomic analysis suggests three 

ancient superclades of the WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX transcription factor family 

in plants. PLOS ONE, 14(10), e0223521. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223521 

Xu, C., & Shanklin, J. (2016). Triacylglycerol metabolism, function, and accumulation in plant 

vegetative tissues. Annual Review of Plant Biology, 67(1), 179ï206. 

https://doi.org/10.1146/annurev-arplant-043015-111641 

Zalewski, C. S., Floyd, S. K., Furumizu, C., Sakakibara, K., Stevenson, D. W., & Bowman, J. L. 

(2013). Evolution of the Class IV HD-Zip Gene Family in Streptophytes. Molecular Biology 

and Evolution, 30(10), 2347ï2365. https://doi.org/10.1093/molbev/mst132 

Zhang, H., Xia, R., Meyers, B. C., & Walbot, V. (2015). Evolution, functions, and mysteries of plant 

ARGONAUTE proteins. Current Opinion in Plant Biology, 27, 84ï90. 

https://doi.org/10.1016/j.pbi.2015.06.011 



76 Evolución de los genes de regulación meristemática de la angiosperma holoparásita 

Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae) 

 
Zheng, Y., Wu, S., Bai, Y., Sun, H., Jiao, C., Guo, S., Zhao, K., Blanca, J., Zhang, Z., Huang, S., 

Xu, Y., Weng, Y., Mazourek, M., K Reddy, U., Ando, K., McCreight, J. D., Schaffer, A. A., 

Burger, J., Tadmor, Y., é Fei, Z. (2019). Cucurbit Genomics Database (CuGenDB): A 

central portal for comparative and functional genomics of cucurbit crops. Nucleic Acids 

Research, 47(D1), D1128ïD1136. https://doi.org/10.1093/nar/gky944 

 

 

 



 

 
 

3. Cap²tulo 3. Red gen®tica del desarrollo 

vegetativo en una planta sin v§stago, ra²z, ni 

hojas 

Angie D. González1, Natalia Pabón-Mora2, Juan F. Alzate3,4 and Favio González5 

 

1 Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, Bogotá, 

Colombia. 

2 Instituto de Biología, Universidad de Antioquia, Medellín, Colombia.  

3 Centro Nacional de Secuenciación GenómicaðCNSG, Sede de Investigación UniversitariaðSIU, 

Universidad de Antioquia, Medellín, Colombia. 

4 Grupo de Parasitología, Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia, Medellín, Colombia. 

5 Instituto de Ciencias Naturales, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, Bogotá, 

Colombia. 

 

Este capítulo es un borrador de artículo, que se complementará con otros ensayos de laboratorio. 

 

Declaración de contribución de autoría 

AG: conceptualización, metodología, curación de datos, análisis formal, visualización, 

investigación, escritura borrador, redacción-revisión y edición de versión final, adquisición de 

fondos. NP-M : conceptualización, metodología, redacción-revisión y edición de versión final. JFA:  

metodología, curación de datos. FG: conceptualización, metodología, redacción-revisión y edición 

de versión final, adquisición de fondos. 

 



78 Evolución de los genes de regulación meristemática de la angiosperma holoparásita 

Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae) 

 

3.1 Resumen 

La excepcional reducción morfológica de las holoparásitas endofíticas permite explorar cambios y 

reajustes de las redes genéticas que construyen la arquitectura típica de las angiospermas. Este 

trabajo se centra en Pilostyles boyacensis (Apodanthaceae) que se caracteriza por crecer como un 

endófito, que consiste en paquetes de parénquima indiferenciado con extensores conectados a al 

sistema vascular de su planta hospedera, Dalea cuatrecasasii (Fabaceae). Al interior de la corteza 

del tallo de la planta hospedera se desarrollan los botones florales que luego rompen la epidermis del 

tallo y emergen para llevar a cabo procesos de polinización. A partir de flores femeninas, se 

desarrollan frutos en baya con numerosas semillas diminutas que contienen a su vez embriones 

reducidos de entre 8-10 células sin mayor diferenciación. En este trabajo nos centramos en proponer 

una red genética hipotética mínima que permita explicar el desarrollo vegetativo de esta planta. Aquí, 

se aíslan los genes de los grupos LRR-RLK-PXY, MYB y NAC asociados a la diferenciación 

vascular, y se analizan en el contexto de los estudios previos en esta misma especie que han estudiado 

genes involucrados en el mantenimiento del meristema apical de tallo y los que regulan la 

embriogénesis temprana. La exploración detallada de 12 familias de genes, principalmente factores 

de transcripción, permite sugerir la ocurrencia de módulos de interacción, como el módulo 

PiboAGO10/AGO1-PiboREV-PiboPLT3 asociado a la especificación de un eje apical, y los módulos 

PiboAPL-PiboNAC86 y PiboNAC83/37/43-PiboMYB83 involucrados con la diferenciación de 

células cribosas y traqueidas respectivamente. De las 12 familias los genes asociados a la iniciación 

del meristema floral se mostraron más conservados, en comparación con aquellos relacionados con 

el desarrollo de raíz. Uno de los grupos con más genes conservados en Pilostyles es la familia 

WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX, con ortólogos de factores de desarrollo de embrión y 

proliferación del endófito como WOX9 y WOX13, así como, mantenimiento del procambium 

mediante el módulo PiboPXY- PiboWOX4 e iniciación de meristema floral mediante PiboARF7- 

PiboLFY-PiboPLT3, PiboANT, PiboWOX9. Ya que los genes WOX son reguladores maestros de la 

determinación y mantenimiento de tejidos meristemáticos se proponen las redes genéticas en los que 

ellos intervienen e hipótesis funcionales que podrán ser estudiadas en futuros ensayos de expresión 

in situ. 

Palabras clave: 

Células pluripotentes, factores de transcripción, genética del desarrollo, meristemas apicales, 

receptor quinasa. 
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3.2 Introducción  

El crecimiento primario en angiospermas se da por la multiplicación celular a partir de células madre 

ubicadas en los centros de organización de los meristemas apicales de vástago (SAM), raíz (RAM) 

y del procambium, que se determinan desde el desarrollo embrionario. Luego de la proliferación en 

los flancos de los meristemas, ocurre la histogénesis y la organogénesis, procesos que requieren 

diferenciación celular. El mantenimiento del estado indiferenciado de los centros de organización de 

SAM y RAM es un proceso que depende de complejas redes genéticas, de las que los factores de 

transcripción de la familia WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX (WOX) son participes esenciales. 

En la especie modelo Arabidopsis thaliana los primeros genes WOX que activan su transcripción 

incluyen a WOX2, WOX8 y WOX9, estos factores están implicados en la polarización del zigoto. 

Una vez se establecen en el embrión los meristemas apicales, es WUS el factor más importante en el 

SAM ya que mantiene la actividad meristemática y la pluripotencia. Las células indiferenciadas del 

SAM producen a su vez el péptido corto CLAVATA3 (CLV3) de la familia CLE quien a través de 

la unión con el receptor quinasa CLAVATA1 regula negativamente la expresión de WUS, en un 

bucle de retroalimentación que mantiene balanceados los procesos de división y diferenciación 

celular (Gaillochet & Lohmann, 2015). En el polo radicular, el gen más crítico para el mantenimiento 

del RAM es WOX5, ya que su expresión en el centro quiescente promueve la división celular, y 

restringe la diferenciación celular. WOX5 es a su vez controlado por el péptido CLAVATA3/ESR-

RELATED 40 (CLE40) producido en las células de la columnela y su receptor quinasa 

ARABIDOPSIS CRINKLY4 (ACR4) (Gaillochet & Lohmann, 2015). 

Tanto el meristema apical como el radicular forman tres tejidos básicos, la protodermis, el 

procambium y el tejido fundamental. Las células del procambium darán lugar al tejido vascular, pero 

pueden permanecer indiferenciadas gracias al factor WOX4 que de manera similar a sus homólogos 

en SAM y RAM es regulado por los péptidos señal CLE41 y CLE44 y su receptor quinasa PHLOEM 

INTERCALATED WITH XYLEM (PXY) (Miyashima et al., 2013). La diferenciación del xilema y 

floema primarios ocurre gracias a la interacción entre factores de transcripción de las familias 

MYELOBLASTOSIS-LIKE MYB y NAC (nombre derivado de tres miembros de la familia: NO 

APICAL MERISTEM (NAM), ATAF1ï2, y CUP-SHAPED COTYLEDON (CUC)). Por ejemplo, 

la diferenciación del floema depende del factor MYB-coiled coil ALTERED PHLOEM 

DEVELOPMENT (APL) el cual inhibe el proceso de diferenciación del xilema, mientras 

desencadena el engrosamiento de la pared celular y la formación de placas cribosas. APL regula 

positivamente a los factores NAC45 y NAC86 que influyen en el proceso de enucleación y 
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degradación del citoplasma en las células cribosas (El-Showk et al., 2013; Ohtani et al., 2017; Rybel 

et al., 2016). Por su parte, la diferenciación de elementos del xilema depende del factor NAC 

domain-containing 83. NAC83/VNI2 regula negativamente a los factores VASCULAR RELATED 

NAC DOMAIN 1ï7 (VND1ï7), los cuales actúan sobre los programas de muerte celular. Los VNDs, 

entre ellos VND6/NAC101 y VND7/NAC030 regulan la síntesis de paredes secundarias mediante 

la interacción con los MYB-R2R3: MYB46, MYB83, MYB103, quienes a su vez activan rutas 

relacionadas con la generación de pared secundaria y síntesis de celulosa y lignina (El-Showk et al., 

2013; Ohtani et al., 2017). 

Las plantas holoparásitas endofíticas, como es el caso de las Apodanthaceae, presentan una 

reducción notable en su plan corporal ya que carecen de raíces, tallos y hojas. Su crecimiento al 

interior de la planta hospedera se reduce a un endófito compuesto por hileras de células 

parenquimáticas que no forman sistemas vasculares o meristemáticos típicos. Estos paquetes de 

células forman un extensor que conecta al endófito con la vascularización de la planta hospedera y 

se diferencian en botones florales que finalmente emergen rompiendo la corteza y la epidermis de la 

planta hospedera (F. González & Pabón-Mora, 2014). 

Pilostyles (Apodanthaceae) es un género con 11 especies que parasitan plantas de la familia Fabaceae 

en zonas xerofíticas alrededor del mundo (F. González & Pabón-Mora, 2014). La anatomía del 

endófito se ha estudiado en Pilostyles thurberi (Kuijt  et al., 1985; Rutherford, 1970), P. hamiltonii 

(Dell et al., 1982), P. ulei (Amaral & Ceccantini, 2011), P. ingae y P. haussknechtii (Kuijt  et al., 

1985). El endófito en todas las especies se desarrolla cerca de la zona cambial del tallo de la 

hospedera y prolifera en el floema secundario del hospedero como filamentos de parénquima con 

pocas células de espesor. Estas células poseen un citoplasma de tinción alta, grandes y abundantes 

vacuolas, y un núcleo más grande que las células del hospedero, lo que permite su diferenciación. El 

crecimiento ocurre en sincronía con el crecimiento longitudinal de la planta hospedera 

comportamiento conocido como crecimiento isofásico (F. González & Pabón-Mora, 2017; 

Rutherford, 1970). 

El análisis detallado utilizando microscopia electrónica de transmisión de las células del endófito de 

Pilostyles thurberi permite identificar la presencia de placas cribosas simples, que se desarrollan 

normalmente perdiendo el núcleo a medida que la célula madura, conservando el retículo 

endoplasmático, mitocondrias y otros organelos (Kuijt et al., 1985). También se han observado 

traqueidas en los extensores, que, aunque no forman haces continuos, se proyectan desde la base de 
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los botones florales radialmente hasta alcanzar el xilema secundario del hospedero (Amaral & 

Ceccantini, 2011; Dell et al., 1982; F. González & Pabón-Mora, 2017). 

Las características excepcionales de Pilostyles pueden ser estudiadas desde la biología del desarrollo 

como un caso extraordinario de reducción morfológica en plantas con flor. En este trabajo se 

analizaron los módulos genéticos asociados al desarrollo embrionario, y de meristemas del vástago 

(SAM) y radicular (RAM) teniendo en cuenta su expresión y sus posibles interacciones. A partir de 

estos datos se propone un modelo de red funcional genética mínima para el desarrollo vegetativo de 

Pilostyles boyacensis en contraste con lo reportado para el mantenimiento de SAM, RAM y 

procambium en la especie modelo Arabidopsis thaliana. Es de resaltar que las redes tienen como 

nodos principales a los genes de regulación maestros WOX, cuya expresión espaciotemporal deberá 

ser validada en estudios futuros. 

3.3 Metodología 

Para la reconstrucción de la red genética mínima de embriogénesis, formación de meristemas y 

crecimiento del endófito en Pilostyles boyacensis, se identificaron primero todos los genes 

candidatos a partir de los módulos genéticos ya identificados en la especie modelo Arabidopsis 

thaliana (Chandler & Werr, 2019; Krizek et al., 2021; Miyashima et al., 2013; Palovaara et al., 2016; 

Rybel et al., 2016; Tvorogova & Lutova, 2018). Cada módulo genético fue analizado después de 

acuerdo con los datos aislados en Gonzalez et al. (2020), Gonzalez et al. (en preparación) y en el 

presente estudio. Las redes genéticas más probables en P. boyacensis son reconstruidas y presentadas 

para la embriogénesis, la pluripotencia de SAM y RAM, y la vascularización aunque incipiente del 

endófito. 

3.3.1 Búsqueda dirigida de genes relacionados con el desarrollo de la 

vascularización  

En la base de datos TAIR (https://www.Arabidopsis.org), repositorio específico de Arabidopsis 

thaliana, se realizó la extracción de los genes canónicos reportados con funciones en mantenimiento 

del procambium y diferenciación de células vasculares para las familias MYB, NAC y RLK. Estas 

secuencias fueron usadas como referencia para la búsqueda por BLAST en los transcriptomas de 

Pilostyles boyacensis generados en Gonzalez et al. (2020) y Gonzalez et al. (en preparación) para 

(1) tallos de D. cuatrecasasii con endófito de la parásita y botones florales pre-emergentes; (2) flores 

https://www.arabidopsis.org/
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en preantesis de P. boyacensis; (3) frutos con semillas de P. boyacensis; y (4) tallo de D. 

cuatrecasasii no infectada. 

Los transcritos encontrados a partir de las búsquedas por BLAST contra los transcriptomas se 

compararon mediante BLASTN y BLASTX contra la base Refseq de Angiospermas en Genbank 

para asignar la identidad al gen. La asignación de genes a la holoparasita, Pilostyles boyacensis, o a 

su hospedera, D. cuatrecasasii se realizó usando como referencia la taxonomía asociada a los hits 

en Genbank. Previamente se observó que las secuencias de P. boyacensis muestran similitud 

promedio del 70% con Malgipiales, Cucurbitales y Malvales principalmente; mientras que las de D. 

cuatrecasasii muestran similitud de 80-99% con Fabaceae. De manera consistente este 

comportamiento se observó en las secuencias de Pilostyles extraídas de los tejidos disectados, con 

genes idénticos en las del tejido mixto. Finalmente se verificó que las secuencias asignadas a P. 

boyacensis no se encontraran en el transcriptoma de D. cuatrecasasii no infectada.  

Se generaron matrices para los genes PXY, MYB83, APL, NAC37 y el clado formado por NAC86, 

NAC43 y NAC83 cuyos homólogos se encontraron en Pilostyles boyacensis. Para esto la búsqueda 

de ortólogos se realizó en Phytozome v13 (Goodstein et al., 2012), Cucurbit Genomics Database 

(Zheng et al., 2019), y en 44 especies de la base de datos OneKP (Carpenter et al., 2019). Las 

matrices se procesaron para incluir solo la franja abierta de lectura (ORF) mediante el programa 

TransDecoder (https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki) implementado en Galaxy 

(Afgan et al., 2018), utilizando una selección de tamaño mínimo de ORF de 150 nucleótidos. 

Los alineamientos de nucleótidos se realizaron con RevTrans (Wernersson & Pedersen, 2003) el cual 

utiliza como guía las secuencias de aminoácidos, luego se realizó la búsqueda del modelo de 

evolución y árbol de Máxima Verosimilitud mediante IQTREE (Nguyen et al., 2015). El soporte de 

los nodos se calculó mediante 1000 réplicas Bootstrap ultrarrápidos. Los árboles se visualizaron y 

editaron mediante FigTree1.4 (Rambaut, 2009). Para cada gen encontrado de P. boyacensis se 

obtuvo la secuencia de aminoácidos y se escanearon sus dominios proteicos con la herramienta 

INTERPRO (Paysan-Lafosse et al., 2023), que a su vez está interconectada con diversas bases 

especializadas. 
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3.3.2 Diseño de primers y estandarización de condiciones de 

amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para 

genes WOX en P. boyacensis 

Se diseñaron primers específicos con la herramienta Primer-BLAST (Ye et al., 2012; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast), para cada gen de la familia WOX encontrado en 

P. boyacensis, específicamente, WUS_2, WOX9_2, WOX9_3, WOX3, WOX4, WOX13_1 y 

WOX13_2. Se utilizaron los siguientes parámetros: tamaño del producto entre 500-600 bases, tamaño 

de primer entre 18 y 25 bases, Tm mínima 50°C, Tm optima 55°C, Tm máxima 74°C, con diferencia 

m§xima en Tm de 3ÁC. En el par§metro ñtempleteò se utiliz· la secuencia del WOX de interés. En el 

parámetro de verificación de especificidad se añadieron filtros adicionales como genes WOX que no 

tuvieran un rol en los procesos del desarrollo de interés, para evitar amplificación off target de otros 

genes de la planta parásita, o genes cercanos en Cucurbitales, Malpigiales y Fabaceae para evitar 

interacción cruzada con la hospedera. Se calculó el Tm del par de primers utilizando la herramienta 

Calculator de Thermo Scientific (https://www.thermofisher.com) específicamente para la DreamTaq 

DNA polymerase que se utilizó en las amplificaciones (Tabla 3-1). Adicionalmente se utilizaron los 

primers de actina ACTIN F y ACTIN R reportados por Pabón-Mora et al. (2012) como un control 

de reacción. La sensibilidad y especificidad de los primers fue probada con un ensayo de RT-PCR 

en cuatro estadios del desarrollo de esta planta holoparásita. Estos primers pueden ser adaptados 

para estudios de expresión espaciotemporal que se pretenden realizar en futuros estudios. 

Para los ensayos RT-PCR se colectó material biológico de P. boyacensis en diciembre de 2021 en 

los alrededores de Villa de Leyva (Boyacá) y de D. cuatrecasaii no infectada en Sáchica (Boyacá) 

bajo el Permiso Marco de Recolección de Especímenes de Especies Silvestres de la Diversidad 

Biológica con Fines de Investigación Científica No Comercial otorgado por Autoridad Nacional De 

Licencias Ambientales ANLA del Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, 

resoluciones 255 de 2014 y 1435 del 2018.  

Se colectaron muestras de (1) corteza de D. cuatrecasaii con endófito y botones florales pre-

emergentes; (2) corteza de Dalea cuatrecasaii con endófito joven de Pilostyles boyacensis tomado 

hacia la región apical de la rama a 1 cm de la zona donde son visibles los botones florales pre-

emergentes; (3) flores en preantesis de P. boyacensis emergentes; (4) frutos en diferentes estadíos 

de maduración de P. boyacensis; y (5) corteza y ramas de D. cuatrecasaii no infectada y de diámetro 

comparable con los ejemplares infectados. Para cada tejido se tomaron muestras de tres individuos 

https://www.thermofisher.com/
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de D. cuatrecasasii. El material se colectó directamente en nitrógeno líquido y luego fue almacenado 

a -80°C hasta su procesamiento en el laboratorio. 

Tabla 3-1. Primers diseñados para familia WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX de Pilostyles 

boyacensis. 

Gen Primer F Primer R Tm °C 

calculado  

Tamaño 

producto 

esperado 

(pb) 

WUS_2 piboWUS2_F 

GGCACTGTGGGTGGTAAAG 

piboWUS2_R 

TCAAGGCTTTCTGTGCTGTAACAA 

58,3 581 

WOX9_2 

 

piboWOX9_2F 

TGCAAATGTTGCTGAATCTC 

piboWOX9_2R 

AAAACGTATTCGGAACTGGA 

51,7 530 

WOX9_3 

 

piboWOX9_3F 

TAACGTGCAAAGTCCTTCAA 

piboWOX9_3R 

CAAGAGCTAGCATGTTCCA 

53,6 594 

WOX4 piboWOX4F 

ATGAAGTCCTCGCATATCTC 

piboWOX4R 

TCGAACGAATCAAACTCCAT 

53 578 

WOX13_1 piboWOX13_1F 

CTTCAGCGAGAAAAGAATGG 

piboWOX13_1R 

ACTCCTTTGTCGTGTTAGAA 

53,4 549 

WOX13_2 piboWOX13_2F 

CACCAATACAGCTCCAGATT 

piboWOX13_2R 

TTAACCCTGTTCCCTTTCTG 

53,6 521 

WOX3 piboWOX3F 

CATGGAAAAATCGAAGGCAA 

piboWOX3R 

AAACCCTACCACGCTTTTAT 

53,6 504 

 

A partir del material se realizó la extracción de ARN total con el protocolo de TRIzolÊ Reagent 

(Invitrogen) siguiendo las modificaciones empleadas por Pabón-Mora et al. (2012) y con 

SpectrumÊ Plant Total ARN Kit (Sigma-Aldrich) de acuerdo con las indicación del fabricante. El 

ARN se cuantificó mediante NanoDropÊ One (Thermo Fisher) y se trató con DNase I RNase-free 

(Thermo Scientific) de acuerdo con la instrucción del fabricante para eliminar trazas de ADN. Las 

muestras tratadas se cuantificaron nuevamente después del tratamiento con DNAsa. El cADN fue 

sintetizado mediante el sistema SperScript III First Strand Synthesis para RT-PCR (Invitrogen) 

utilizando 2000ng de ARN y los primers Oligo(dT), siguiendo las indicaciones del fabricante. Se 

logró obtener cADN para duplicados de Dalea cuatrecasasii no infectada, endófito de P. boyacensis, 

flor de P. boyacensis y triplicados para endófito joven de P. boyacensis en tallo de D. cuatrecasasii 

y fruto de P. boyacensis con los que se probaron los primes. 

Para los ensayos de PCR se manejó un volumen final de 20 µl que contenía 10 µl de DreamTaq PCR 

MasterMix (Thermo), 1 µl de cada primer (10mM), 1 µl de cADN sin diluir, 8 µl agua. Se ensayaron 

varias temperaturas de anillamiento para cada par de primers hasta lograr una temperatura similar 

para la mayoría de los genes. El perfil de amplificación final fue el siguiente: desnaturalización 

inicial a 95°C durante 3 min, luego 33 ciclos de desnaturalización a 95°C durante 30 segundos, 30 
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segundos de anillamiento a 50°C (excepto para WUS donde se usó 53°C y ACTINA donde se usó 

55°C) y extensión de 72°C durante 1 min; con una extensión final de 72°C durante 10 min. Los 

productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa 1.5% tratado con SYBR Safe (Thermo 

Fisher Scientific) y fotografiados con el fotodocumentador Enduro GDS II. Se utilizo como control 

negativo el cADN de tallo de Dalea no infectada, y agua como control de la reacción. 

La secuenciación de los PCRs se realizó con el propósito de verificar los productos de la 

amplificación. Un representante por cada gen WOX y tres para ACTINA (amplificados de Dalea no 

infectada, tejido mixto del endófito de Pilostyles y el tallo de Dalea y flores en preantesis de 

Pilostyles) se purificaron con acetato de amonio 8M y etanol absoluto. Los productos purificados se 

visualizaron nuevamente en geles de agarosa, como se indicó para los productos de PCR. Los que 

se veían como bandas fuertes en el gel, y que además contaban con una concentración mayor a 30 

ng/µl, fueron secuenciados bidireccionalmente con el equipo Applied Biosystems 3730XL. Las 

secuencias obtenidas se compararon con los transcritos de P. boyacensis para verificar su identidad. 

3.4 Resultados 

3.4.1 Búsqueda de genes relacionados con la diferenciación del xilema y 

el floema y la especialización de las células de las trazas vasculares 

Se encontraron en P. boyacensis los siguientes genes: PiboPXY, PiboAPL, MYB83, NAC37, NAC43, 

NAC86 y NAC83 relacionados con diferenciación del tejido vascular (Tabla 3-2). Los valores del 

BLAST mostraron identidades de entre 60-96% con varias especies principalmente de Malpigiales 

(Tabla 3-S1). 

Se encontró una sola variante para el receptor PXY expresado en todos los transcriptomas y el 

dominio proteico receptor Leucine Rich Repeat LRR y el dominio efector quinasa conservados 

(Figura 3-S1. Tabla 3-2). En la reconstrucción para este clado, PiboPXY de P. boyacensis que se 

agrupó con genes de Cucurbitaceae con alto soporte de bootstrap (BS=91, Figura 3-S2). 

Dentro de la familia MYB se encontró el homólogo PiboMYB83 y cuatro variantes para PiboAPL 

(Tabla 3-2). No se encontraron representantes de MYB46 ni MYB103. Para PiboMYB83 solo se 

recuperó un transcrito incompleto que corresponde a uno de los dos dominios de anclaje a DNA 

MYB de la proteína canónica (Figura 3-S1). En la reconstrucción del subclado MYB83, el homólogo 

de P. boyacensis, PiboMYB83 se agrupó con homólogos de Cucurbitaceae (BS=75, Figura 3-S3). 

De las cuatro variantes de PiboAPL solo dos son secuencias completas con el dominio de anclaje a 
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DNA MYB-PHR1 reportado en Arabidopsis thaliana (Figura 3-S1, Tabla 3-1). Las tres variantes 

PiboAPL de mayor longitud incluidas en la reconstrucción filogenética, se agruparon con homólogos 

de Cucurbitaceae (BS=99, Figura 3-S4). 

Tabla 3-2. Genes y sus variantes encontradas en Pilostyles boyacensis para homólogos de PXY, 

MYB y NAC con funciones en el sistema vascular en tres transcriptomas. PbE+D: transcriptoma 

mixto de endófito de P. boyacensis y D. cuatrecasasii; PbFl: transcriptoma de flores en preantesis 

de P. boyacensis; PbFr: trascriptoma de frutos de P. boyacensis. *ORF incompleto o con codón de 

parada prematuro. 

Familia de gen Genes presentes en Pilostyles boyacensis PbE+D PbFl PbFr 

LRR-KINASE PiboPXY_ DN7636_c0_g1_i1 PiboPXY PiboPXY PiboPXY 

MYB PiboMYB83 DN101563_c0_g1_i1 

 

PiboMYB83* 

 

  

MYB PiboAPL1 DN30101_c0_g1_i2 

PiboAPL2 DN38944_c0_g1_i3 

PiboAPL3 DN95892_c0_g1_i1 

PiboAPL4 DN38944_c0_g1_i1 

 

PiboAPL1 

PiboAPL2 

PiboAPL4* 

 

PiboAPL3* 

 

PiboAPL1 

PiboAPL2 

 

NAC PiboNAC86_1 DN47620_c0_g2_i3 

PiboNAC86_2 DN96394_c0_g1_i1 

PiboNAC86_3 DN47620_c0_g2_i1 

PiboNAC86_4 DN47620_c0_g1_i1 

PiboNAC86_1 

PiboNAC86_3 

PiboNAC86_4* 

PiboNAC86_1 

PiboNAC86_2 

 

NAC PiboNAC43_1_DN17147_c0_g1_i2 

PiboNAC43_2_DN34312_c1_g2_i7  

PiboNAC43_3_DN34312_c1_g2_i4 

PiboNAC43_4_DN54322_c0_g2_i6 

PiboNAC43_5_DN54322_c0_g1_i1 

PiboNAC43_1 

PiboNAC43_4 

PiboNAC43_5* 

PiboNAC43_1 PiboNAC43_2 

PiboNAC43_3 

NAC PiboNAC83_1 DN72305_c0_g1_i1 

PiboNAC83_2 DN38412_c0_g1_i2 

PiboNAC83_3_ DN27992_c0_g1_i4 

PiboNAC83_4_ DN27992_c0_g1_i1 

PiboNAC83_1 

PiboNAC83_2 

PiboNAC83_1 PiboNAC83_1 

PiboNAC83_2 

PiboNAC83_3* 

PiboNAC83_4 

NAC PiboNAC37_1 DN14475_c0_g1_i1 

PiboNAC37_2 DN115223_c0_g1_i1 

PiboNAC37_2* PiboNAC37_1* 

PiboNAC37_2* 

 

 

Respecto a la familia NAC se encontró uno de los dos representantes con función asociada a la 

diferenciación de floema, PiboNAC86; posiblemente con dos copias y tres variantes para este gen 

con el dominio de anclaje a DNA NAC conservado (Tabla 3-2, Figura 3-S5). La variante 

PiboNAC86_1, identificada en el transcriptoma de flor, se agrupo con PiboNAC86_3 del de tejido 

mixto; mientras que PiboNAC86_2 de flor y PithuNAC86 de Pilostyles thurberi formaron un 

segundo grupo (Figura 3-S6). 
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Respecto a los genes NAC implicados en diferenciación de xilema, específicamente NAC83 

(también llamado VNI2) que reprime a los VND1-7s, encontramos tres variantes de PiboNAC83 con 

transcritos completos y un dominio NAC completo. Una de estas variantes PiboNAC83_4 presentó 

un ORF con codón de parada prematuro que se traduce en una proteína corta que conserva solo una 

porción en la que se encuentra el dominio NAC (Tabla 3-2, Figura 3-S5). Las tres variantes se 

agruparon cerca del homólogo de Begonia sp. (Begoniaceae: Cucurbitales) con un soporte BS: 91 

(Figura 3-S6). 

De los siete VND presentes en Arabidopsis thaliana, encontramos homólogos de NAC037/VND1. 

Se aislaron dos variantes de PiboNAC37: PiboNAC37_1 y PiboNAC37_2 ambas con dominio NAC 

completo o parcial (Tabla 3-2, Figura 3-S7). Estas dos variantes se agruparon con un homólogo de 

Pilostyles thurberi, PithuNAC37 y este clado de Apodanthaceae se agrupó con homólogos de 

Cucurbitales (BS: 93, Figura 3-S8). Perteneciente a la misma subfamilia NAC 1c a la que pertenecen 

los VND, también encontramos a PiboNAC43 con cuatro variantes completas todas ellas con el 

dominio conservado NAC (Tabla 3-2, Figura 3-S7). Estas dos variantes se agruparon con un 

homólogo de Pilostyles thurberi, PithuNAC43 y Apodanthaceae se ubicó cerca de homólogos de dos 

especies de Cucurbitales (BS: 100, Figura 3-S6). 

3.4.2 Planteamiento de red genética mínima para el desarrollo de 

Pilostyles boyacensis 

Aunque existen complejas redes genéticas que controlan el desarrollo de las angiospermas, nos 

centramos específicamente en algunos módulos asociados al mantenimiento de los meristemas 

apicales, el procambium, la diferenciación de elementos vasculares y la embriogénesis temprana, 

utilizando como referencia la planta modelo A. thaliana (Figura 3-1). En este trabajo se han rastreado 

la presencia y la expresión de las siguientes familias de genes de factores de transcripción: 

ARGONAUTA (AGO), AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF), APETALA2/ETHYLENE 

RESPONSIVE FACTOR (AP2/ERF), HOMEODOMAIN-LEUCINE ZIPPER III y IV (HD-ZIP III y 

IV), LEAFY (LFY), MYELOBLASTOSIS-LIKE MYB, NAC y WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 

(WOX); así como los correpresores TOPLESS (TPL), receptores RECEPTOR-LIKE KINASE (RLK) 

y los péptidos señal CLAVATA3/ESR-RELATED (CLE).  
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Figura 3ï1. Resumen de factores y otras proteínas asociadas al desarrollo en Arabidopsis thaliana. 

Se incluyen los siguientes estadíos: embrión desde la primera división cigótica hasta el estadio 

globular temprano, meristema apical de vástago (SAM), meristema apical de raíz (RAM), 

procambium, diferenciación de elementos del floema y xilema y el meristema floral. Los genes 

encontrados expresados en algún estadío de desarrollo en P. boyacensis se resaltan en purpura. Las 

flechas verdes indican interacciones de regulación positiva, mientras que las líneas rojas con final 

cerrado interacción de regulación negativa, basadas en lo reportado en Arabidopsis. WUSCHEL-

RELATED HOMEOBOX, WOX (WOX2, WOX4, WOX5, WOX8, WOX9), WUSCHEL (WUS), 

CLAVATA3/ESR-RELATED, CLE (CLE8, CLE40, CLE41, CLE44), CLAVATA3 (CLV3), PIN-

FORMED, PIN (PIN1, PIN7), RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE, RPK (RPK1, RPK2), 

PLETHORA, PLT (PLT1,2,3,4), ARGONAUTE, AGO (AGO1, AGO10), ARABIDOPSIS THALIANA 

MERISTEM LAYER1 (ATML1), PROTODERMAL FACTOR2 (PDF2), HOMEODOMAIN 

LEUCINE ZIPPER CLASS III (HD-ZIP III), TOPLESS (TPL), AUXIN RESPONSE FACTOR, ARF 

(ARF5/MP, ARF7, ARF9, ARF19), TARGET OF MONOPTEROS 7 (TMO7), CLAVATA1 (CLV1), 

BARELY ANY MERISTEM, BAM (BAM1ï3), AINTEGUMENTA (ANT), LEAFY (LFY), 

ARABIDOPSIS CRINKLY4 (ACR4), PHLOEM INTERCALATED WITH XYLEM (PXY), ALTERED 

PHLOEM DEVELOPMENT (APL), NAC domain-containing, NAC (NAC39, NAC45, NAC83, 

NAC86, NAC101), VASCULAR RELATED NAC DOMAIN (VND1ï5), MYB domain-containing y 

MYB (MYB46, MYB83, MYB103). 

 

 

En Arabidopsis thaliana se resaltan los módulos de respuesta por miembros WOX a las señales de 

péptidos cortos CLE que son recibidas y procesadas a través de los receptores quinasa RLK. El 

balance de estos módulos mantiene la división celular y pluripotencia en el centro de los meristemas 
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apicales de vástago, raíz y en el procambium, mientras promueve la diferenciación celular en los 

flancos de los meristemas (Figura 3-1). Otros miembros de WOX también son importantes en el 

proceso de embriogénesis temprana, entre estos están WOX2, 8 y 9 cuya expresión determina 

dominios basales y apicales del embrión (Figura 3-1). En el estadio dermatógeno del embrión se ha 

reportado un módulo de regulación negativa recíproca entre AP2/ERF PLETHORA 1-4 y HD-ZIP 

III (PHB, PHV, REV); estos últimos a su vez controlados por AGO1-AGO10 y su asociación con 

miR165/166 (Figura 3-1). En ese mismo estadío se genera también la determinación de un dominio 

periférico o protodermis regulado por miembros de los receptores RECEPTOR-LIKE PROTEIN 

KINASE, RPK y los factores de transcripción HD-ZIP IV como ATML1 y PDF2 (Figura 3-1). Los 

homólogos de ARF están asociados a la especificación de la hipófisis, mientras que la diferenciación 

de células vasculares está mediada por interacciones entre factores de las familias NAC y MYB 

(Figura 3-1). 

Teniendo en cuenta solo los homólogos encontrados en Pilostyles boyacensis y el transcriptoma del 

que se derivan hemos recreado las posibles redes durante varios procesos del desarrollo. Es posible 

que la separación de dominios basal y apical del embrión esté siendo determinada por PiboWOX9 y 

PiboWOX13 (Figura 3-2). El dominio basal podría estar reforzado además por PiboRPK2 y 

PiboPLT3. Éste último, en el estadio de mayor número de células, podría estar participando del 

módulo de regulación negativa reciproca PiboPLT3-PiboREV (Figura 3-2). En P. boyacensis, los 

dos AGO asociados a la regulación de REV, PiboAGO1 y PiboAGO10, también están presentes. Sin 

embargo, aún falta por realizar la búsqueda de los miRNAs asociados a la represión, aunque un 

búsqueda preliminar arroja resultados positivos para la presencia de miR166. El módulo de 

especificación de protodermo se encuentra incompleto ya que no fue posible identificar homólogos 

de los genes HD-ZIP clase IV del grupo MTL1/PDF2 (Figura 3-2), lo que concuerda con la 

organización del endófito en hileras bicelulares, sin dominios periférico y central. Las interacciones 

y genes asociados a identificación del centro de organización de SAM y centro quiescente de RAM 

que se reportan para el estadio globular tardío no se encuentran expresados en el transcriptoma de 

fruto con semillas, lo que sugiere que la ausencia de genes candidatos para la morfogénesis tardía 

del embrión en Pilostyles explica la aparente retención de estadios juveniles embrionarios (Figura 3-

2). 

El endófito es quizás el tejido con mayor ambigüedad en su homología. Es claro que este tejido de 

células parenquimáticas prolifera asociado al crecimiento del tallo de la plata hospedera. Los genes 

PiboWOX13 y PiboWOX9 podrían estar controlando proliferación celular y pluripotencia en el 

endófito (Figura 3-2). La ausencia de ejes y hojas también se asocia con la carencia de homólogos 
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de CLV3 y sus receptores CLV1. En P. boyacensis también se encuentran genes asociados a la 

identidad del procambium como PiboRPK2, PiboPXY y PiboWOX4, los asociados a la formación 

de los elementos cribosos como factores PiboNAC86, PiboAPL, así como los relacionados con 

desarrollo del xilema como PiboREV, PiboNAC37, 43, 83 y PiboMYB83 (Figura 3-2). Esto sugiere 

que, aunque los tejidos vasculares son incipientes en el endófito, hay redes que modulan este destino 

celular vascular.  

Figura 3ï2. Modelo hipotético de presencia e interacción de genes asociados al desarrollo en 

Pilostyles boyacensis. Se incluyen los siguientes estadíos: embrión desde la primera división cigótica 

hasta seis células, endófito, meristema floral, procambium y diferenciación de elementos del floema 

y xilema (diagramas basados en las fotografías o ilustraciones de Endriss, 1902, P. Fig. 19; A. D. 

González et al., 2020, P. Fig. 1 L, J; F. González & Pabón-Mora, 2017, P. Fig 1 K, Fig. 5 N.; Kuijt 

et al., 1985, P. Fig. 4; Rutherford, 1970, P. Fig. 48). Pibo-genes: WUSCHEL-RELATED 

HOMEOBOX, WOX (WOX4, WOX9, WOX13), RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE 2 (RPK2), 

PIN-FORMED 11 (PIN11), PLETHORA 3 (PLT3), ARGONAUTE, AGO (AGO1, AGO10), 

REVOLUTA (REV), AINTEGUMENTA (ANT), AUXIN RESPONSE FACTOR 7 (ARF7), BARELY 

ANY MERISTEM 1 (BAM1), LEAFY (LFY), PHLOEM INTERCALATED WITH XYLEM (PXY), 

ALTERED PHLOEM DEVELOPMENT (APL), NAC domain-containing, NAC (NAC43, NAC37, 

NAC86, NAC83, NAC86), MYB domain-containing, MYB (MYB83). 
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Algo importante de resaltar es que el módulo de inicio de meristema floral mediado por PiboARF7, 

PiboPLT3, PiboLFY, PiboANT, y PiboWOX9 fue uno de los más completos (Figura 3-2). 

Igualmente, todos los genes de identidad de órganos florales han sido aislados de los transcriptomas 

de Pilostyles. Estos incluyen aquellos que controlan identidad de pétalos y estambres PiboAP3 y 

PiboPI, los que controlan identidad de estambres y carpelos PiboAG, los que regulan formación de 

óvulos PiboSTK, y dos copias de SEP, PiboSEP1 y PiboSEP3, posiblemente vinculados a la 

identidad de todos los órganos florales (datos no publicados). 

Finalmente, se han aislado transcritos de genes relacionados con desarrollo floral como PiboWUS 

asociado con mantenimiento de meristema floral y desarrollo de óvulos y anteras; PiboWOX3 

asociado con la expansión lateral en órganos laminares. Adicionalmente, PiboREV, además de la 

polaridad del embrión descrita anteriormente, también regula la diferenciación adaxial-abaxial de 

órganos florales. También, PiboHDG11 y PiboHDG2 se encuentran asociados al desarrollo de 

protodermis en órganos florales. Por último, se ha encontrado a PiboWRI1 el cual puede estar 

asociado con el metabolismo de ácidos grasos. 

3.4.3 Prueba de primers específicos para genes WOX por RT-PCR 

En estas redes genéticas del control del desarrollo en Pilostyles, es notable la contribución de los 

cinco genes WOX. Por esto de diseñaron primers específicos para la evaluación de su expresión. Se 

observo amplificación para cada gen en la mayoría de los tejidos, sin embargo, al ser un enfoque 

cualitativo la intensidad de las bandas no puede ser medida en un sentido estricto (Figura 3-3). Para 

PiboWUS se observa la mayor intensidad en las muestras de flor, seguido de endófito, por su parte 

PiboWOX3 se amplifica en menor medida en fruto y endófito joven. PiboWOX4 presento expresión 

marcada en endófito y flor (Figura 3-3). PiboWOX9_2 y PiboWOX9_3 tienen niveles de expresión 

similares entre los tejidos; mientras que, PiboWOX13_1 tiene mayor expresión en todos los tejidos 

que la variante PiboWOX13_2 (Figura 3-3). 

Los primers no mostraron reacción cruzada con el tejido de la D. cuatrecasasii no infectada y los 

controles negativos de reacción también se mostraron limpios. Las secuencias de los amplicones 

fueron idénticas a las esperadas de acuerdo con los transcritos usados para cada gen en el diseño de 

los primers, sin dobles picos u otro indicativo de reacción cruzada entre genes WOX. 
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Figura 3ï3. Amplificación los genes WOX de P. boyacensis por RT-PCR cualitativa. DNI: D. 

cuatrecasasii no infectada; PbEj+D: endófito joven de P. boyacensis en tallo de D. cuatrecasasii; 

PbE+D: endófito de P. boyacensis en tallo de D. cuatrecasasii; PbFl: flores en preantesis de P. 

boyacensis; PbFr: frutos de P. boyacensis. Se utilizó ACTINA (ACTIN) como control interno. El 

control negativo de reacción cruzada con el hospedero fue Dalea cuatrecasasii no infectada (DNI) y 

el control negativo de reacción agua (CR-). Las fotografías son la referencia del tipo de tejido 

utilizado, nótese la diferencia entre PbEj y PbE, este último presenta abundantes botones (vistos 

como ampollas verdes) bajo la corteza de Dalea, mientras que PbEj fue tomado a un centímetro 

hacia la región distal de la rama donde no son aún visibles los botones bajo la corteza. 

 

3.5 Discusión 

La morfología de las Apodanthaceae es extremadamente reducida cuando se compara con plantas 

autótrofas. Todas las especies de Pilostyles carecen de estructuras radiculares, y no forman ni tallos, 

ni filomas fotosintéticos. Su embrión se forma a partir de las divisiones celulares del cigoto, pero 

solo alcanza una incipiente diferenciación en pocas células basales que se distinguen en tamaño y 

forma de las apicales, pero no se pueden identificar cotiledones, ni meristemas apicales de vástago 

o de raíz. El crecimiento del endófito de Pilostyles dentro de la planta hospedera, se limita a delgadas 

hileras de células, que se ubican cerca del cambium vascular del tallo hospedero y se extienden hacia 

el xilema, y hacia el floema y la corteza, en forma de células parenquimáticas que se van 

ensanchando hasta alcanzar un volumen suficiente para formar meristemas florales. El endófito es 
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un tipo de crecimiento convergente con otras holoparásitas endofíticas, sin embrago su homología 

no ha sido establecida. El estudio de su ontogenia y de sus características celulares ha descartado el 

origen de vástago o radicular de este tejido (Rutherford, 1970). En Rafflesiaceae, por ejemplo, se ha 

sugerido por la morfología de sus células, que el parénquima del endófito tiene mayor afinidad con 

células embrionarias (Nikolov et al., 2014). Incluso sin asignar una homología o una identidad a las 

células del endófito, es probable que la reducción morfológica sea concomitante con la 

simplificación de las redes genéticas que controlan el desarrollo (Cai et al., 2021; Cronk, 2009). 

Finalmente, y de manera muy contrastante con el desarrollo previo, las flores y frutos se forman de 

manera regular y completa y aseguran la supervivencia de la especie.  

Con base en la búsqueda dirigida de genes con dominios funcionales de siete familias en Pilostyles 

boyacensis con funciones asociadas a embriogénesis, podemos proponer un modelo en el que se 

mantiene un mínimo de genes asociados a la embriogénesis hasta el estadío que corresponde con su 

incipiente diferenciación. Este estudio identifica la red genética mínima involucrada en la 

especificación de polaridad basal-apical, que depende de los homólogos PiboWOX9, PiboWOX13, 

PiboREV,  PiboAGO1, PiboAGO10, PiboPTL3, PiboPIN11 y PiboRLK2. Sin embargo, los genes 

que establecen el patrón radial y la diferenciación de la protodermis de la región central, no fueron 

identificados en P. boyacensis. 

En contraste no fue posible identificar a los reguladores de la formación de raíz. No se observaron, 

por ejemplo: ARF5/9, asociados a la identificación de la hipófisis, WOX5 encargado de mantener el 

centro quiescente del RAM, los transportadores de auxina específicos de raíz PIN2, 3, 4, los factores 

PLT1-2 y TPL y los NAC FEZ y SOMBRERO (Bennett & Scheres, 2010; Gaillochet & Lohmann, 

2015). La ausencia de estos genes bien sea por que estén inactivos o que estén ausentes en el genoma, 

concuerda con la ausencia de una estructura similar a la radícula en el embrión o durante el desarrollo 

del endófito. Una reducción similar se ha observado en Wolffia australiana una angiosperma 

acuática que no desarrolla raíz, la cual ha perdido los genes homólogos a FEZ, TPL y WOX5 

(Michael et al., 2021). 

Continuando con el endófito y su naturaleza de células indiferenciadas sin una clara homología, este 

trabajo ha podido establecer que los genes más importantes para la proliferación y el mantenimiento 

de la pluripotencia son PiboWOX9 y PiboWOX13, respectivamente (Palovaara et al., 2010; 

Sakakibara et al., 2014). En P. boyacensis, la formación de los meristemas florales a partir del 

endófito viene acompañada de la formación de trazas vasculares incipientes, con células de floema 

y xilema hacia la base de las flores que permiten la elaboración de estas estructuras. Esta 
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diferenciación también ha sido reportada en Pilostyles thurberi, especie en la que se han identificado 

células con placas cribosas rudimentarias, sin formar un tubo criboso como tal y con mayor 

frecuencia en la zona central de las hileras del endófito más gruesas (Kuijt  et al., 1985). Por su parte 

en Pilostyles ulei y P. thurberi se ha reportado que los ñextensoresò contienen traqueidas y elementos 

de vasos que no llegan a formar tubos conductores ya que son muy estrechos (Amaral & Ceccantini, 

2011; Rutherford, 1970). Los ñextensoresò crecen bajo las células de parénquima de las que se 

generarán las flores y hacia xilema secundario de la hospedera (Amaral & Ceccantini, 2011). Las 

traqueidas al interior de los ñextensoresò se generan desde el par®nquima que las rodea; Rutherford 

(1970) indica que surgen de hebras de procambium que son producidas por el meristema floral. Estos 

elementos del xilema maduran y se extienden hacia el perianto y el eje central de las flores 

(Rutherford, 1970). 

Para la diferenciación de elementos vasculares en P. boyacensis encontramos un mínimo de 

representantes en los módulos MYB-NAC. La diferenciación a células con placa cribosa estaría 

asociados al módulo PiboAPL-PiboNAC86. Por su parte, la especificación de células del xilema 

puede atribuirse al módulo PiboNAC83-PiboNAC37/43-PiboMYB83, asociados con síntesis de 

celulosa, lignina y procesos de muerte celular por degradación del protoplasto (Miyashima et al., 

2013). En este mismo estadío del desarrollo, PiboRPK2 podría ser el receptor de señal de 

organización del procambium o parénquima de los extensores que luego se mantiene pluripotente 

gracias al módulo PiboWOX4-PiboPXY.  

A partir del endófito indiferenciado se forma directamente un meristema floral típico, que ya posee 

tejidos epidérmicos y también presenta traqueidas y células del floema que irrigan los distintos 

órganos florales, y que se observan fácilmente en el gineceo y en el fruto (F. González & Pabón-

Mora, 2017). La red de genes con función en inicio del meristema floral se encontró más completa 

que todos los demás procesos. Se encontraron PiboANT, PiboARF7, PiboLFY, PiboPLT3 y 

PiboWOX9, cuyos homólogos se han asociado con el inicio del meristema floral en Brassicaceae y 

Solanaceae (Chandler & Werr, 2015; Costanzo et al., 2014; Horstman et al., 2014; Krizek et al., 

2021). De estos, el gen más importante puede ser PiboLFY, ya que es un controlador primario de la 

adquisición de identidad floral (Weigel et al., 1992), De la expresión de PiboLFY depende la 

actividad de los factores de transcripción MADS-box, que también han sido identificados en P. 

boyacensis. Estos incluyen aquellos que controlan identidad de pétalos y estambres PiboAP3 y 

PiboPI, los que controlan identidad de estambres y carpelos PiboAG, los que regulan formación de 
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óvulos PiboSTK, y dos copias de SEP, PiboSEP1 y PiboSEP3, posiblemente vinculados a la 

identidad de los órganos florales (datos no mostrados).  

Una vez establecido el meristema floral el miembro de la familia WOX, PiboWUS puede estar 

manteniendo indiferenciadas las células de la región central hasta la diferenciación del androceo y 

gineceo; mientras que PiboWOX3 estaría asociado al crecimiento laminar los elementos del perianto 

(Costanzo et al., 2014). Por su parte, el receptor quinasa PiboBAM1 cumpliría un papel en el 

desarrollo de óvulos, mientras que PiboRPK2 tendría una función en el desarrollo de polen y anteras 

(DeYoung et al., 2006; Mizuno et al., 2007). El establecimiento del dominio adaxial de órganos 

florales estaría regulado por PiboREV en ausencia de homólogos de PHB/PHV (Eshed et al., 2001; 

Prigge et al., 2005); mientras que el dominio abaxial asociado al factor KANADI (KAN), estaría 

asociado al homólogo PiboKAN (datos no publicados). Por último, a diferencia del endófito, los 

órganos florales si presentan epidermis y estructuras derivadas como tricomas cuya generación 

estaría asociada la expresión de PiboHDG11, PiboHDG2 y PiboCR4 teniendo en cuenta que sus 

homólogos en A. thaliana cumplen esta función (Khosla et al., 2014; Watanabe et al., 2004). 

Este trabajo permite inferir que la reducción morfológica vegetativa co-ocurre con una disminución 

en el número de genes por familia implicados en cada proceso del desarrollo. Por lo general persiste 

el homólogo con funciones pleiotrópicas, o una de dos o más copias redundantes por ejemplo 

persisten: PiboARF7 del clado ARF5/7/19, PiboBAM1 del clado BAM1-3, PiboREV del clado 

PHB/PHV/REV, PiboPIN11 del clado PIN1-PIN11, PiboRPK2 del clado RPK1-2 y PiboWOX9 del 

clado WOX8-9 (Bennett, 2015; Chandler & Werr, 2015; DeYoung et al., 2006; Fiume & Fletcher, 

2012; Nodine et al., 2007; Prigge et al., 2005). En Pilostyles boyacensis, los genes asociados a 

embriogénesis concuerdan con la morfología reportada para los embriones maduros, los asociados a 

iniciación de meristema floral se mantienen, mientras que los asociados a dominio de raíz no se 

conservan.  

En contexto evolutivo, la reducción asociada a las plantas holoendoparásitas, solo ha ocurrido cuatro 

veces, todas ellas en las eudicotiledóneas centrales (Nickrent, 2020). Es probable que la perdida de 

genes o de su expresión, vinculados a procesos del desarrollo requiera de eventos previos de 

duplicación de genoma completo que hayan permitido el incremento en número de copias de genes 

y su especialización funcional en las eudicotiledóneas centrales. Así, durante la reducción 

morfológica independiente en Apodanthaceae, Cytinaceae, Mitrastemonaceae y Rafflesiaceae, se 

pueden haber perdido la expresión de genes redundantes sin afectar la supervivencia de las especies. 

Los fenómenos de selección de genes en los distintos grupos deberán ser estudiada en el futuro para 

examinar si morfologías convergentes se asocian a reducciones genéticas similares. 
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3.6 Conclusión 

Este trabajo presenta una primera aproximación a la red genética mínima que existe en Pilostyles 

boyacensis durante la formación de embriones, la formación del endófito y la transformación a flor, 

los únicos estadíos del desarrollo en ausencia de la formación de tallos, raíces y hojas. Este modelo 

fue propuesto con base en presencia/ausencia de genes en varios transcriptomas, y aún no ha sido 

validado mediante la anotación del genoma de P. boyacensis. Así mismo la expresión de los genes 

detectados en Pilostyles debe ser examinada en el futuro con métodos cuantitativos, y de localización 

espaciotemporal con técnicas más especializadas como la hibridización In situ. Este trabajo aporta 

el diseño de primers para los genes WOX, reguladores maestros del control de meristemas, 

específicos de P. boyacensis. Con el ensayo de amplificación descartamos reacción cruzada con la 

planta hospedera, y con otros parálogos WOX. Finalmente proponemos un marco de referencia en el 

que la simplificación de las redes genéticas está vinculada a la reducción morfológica en plantas 

holoendoparásitas. 

3.7 Material suplementario 

La Tabla 3-S1 y las Figuras 3-S1 a S8 están disponibles en los anexos AI-AP, al final de este 

documento. 
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4. Conclusiones y recomendaciones 

4.1 Conclusiones 

A partir de los tres transcriptomas generados para Pilostyles boyacensis se identificaron genes 

relacionados con regulación meristemática, embriogénesis temprana y diferenciación vascular de las 

familias ARGONAUTE, AGO (PiboAGO1, PiboAGO10), AUXIN RESPONSE FACTOR 

(PiboARF7), APETALA2/ETHYLENE RESPONSIVE FACTOR (PiboANT, PiboPLT3), 

HOMEODOMAIN-LEUCINE ZIPPER III (PiboREV), LEAFY (PiboLFY), MYB (PiboAPL, 

PiboMYB83), NAC (PiboNAC37, PiboNAC43, PiboNAC86, PiboNAC83, PiboNAC86), PIN-

FORMED (PiboPIN11), RECEPTOR-LIKE KINASE (PiboBAM1, PiboCR4, PiboPXY, PiboRPK2) 

y WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX (PiboWOX3, PiboWOX4, PiboWOX9, PiboWOX13, 

PiboWUS). El cuarto transcriptoma generado como referencia (Dalea cuatrecasasii no infectada) no 

contiene genes de la holoparásita.  

Los análisis filogenéticos de las familias de genes son congruentes con los clados de genes reportado 

en la literatura; sin embargo, se detectan incongruencias profundas entre los árboles de genes y los 

de especies, ya que las relaciones filogenéticas de las Apodanthaceae varían principalmente entre 

los órdenes Cucurbitales y Malpighiales. En Pilostyles se encontraron 23 de los 58 genes regulación 

meristemática, embriogénesis temprana y diferenciación vascular en la planta modelo Arabidopsis 

thaliana para las doce familias evaluadas; otros genes relacionados con desarrollo floral, de fruto y 

otras fueron encontradas para estas familias. 

En cuanto al grado de conservatividad en el número de copias y secuencias, la mayoría de los genes 

detectados en Pilostyles son de copia única, y aquellos con transcritos completos (sin codones de 

parada prematuros), presentaron dominios proteicos conservados. Para los genes con más de una 

variante se encontró al menos una variante con dominios completos, con excepción de dos casos. 

También se detectaron motivos proteicos no compartidos con especies de Cucurbitales. 
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Respecto a la expresión espaciotemporal de los genes encontrados en los tres transcriptomas con 

tejidos de P. boyacensis, se observó que el transcriptoma de endófito+botones florales jóvenes y el 

de flores presentaron alta similitud en identidad en los genes encontrados. Probablemente debido a 

que comparten procesos relacionados con el mantenimiento de los meristemas florales y a que un 

mismo gen puede estar siendo reclutado para funciones diferentes en cada estado del desarrollo. El 

transcriptoma de frutos con semillas mostró una menor cantidad de genes detectados. 

Finalmente, teniendo en cuenta la presencia de genes particulares en un determinado transcriptoma, 

su estado de conservación y las funciones asociadas para sus ortólogos en Arabidopsis thaliana, se 

propone una red mínima que conserva los módulos encargados del establecimiento de la polaridad 

apical/basal durante la embriogénesis, del mantenimiento de pluripotencia y división celular en el 

endófito, de la diferenciación vascular y el inicio del meristema floral. Por su parte, los módulos de 

la red que se relacionan con el desarrollo de raíz son extremadamente incompletos, lo cual concuerda 

con la pérdida evolutiva de este órgano en condiciones de holoparasitismo endofítico. 

4.2 Recomendaciones 

Como siguiente paso en esta línea de investigación se recomienda realizar análisis morfoanatómicos 

centrados en el endófito y el embrión de Pilostyles boyacensis, así como ensayos de hibridización In 

situ para los factores de transcripción de interés que pueden estar siendo expresados en el reducido 

embrión y el endófito como WOX9, WOX13, WOX4 y los asociados al inicio del meristema floral 

como LFY. 

Para validar si la falta de expresión de los genes no detectados en los transcriptomas representa 

pérdida total, se debe avanzar en la generación de un genoma de referencia para Pilostyles 

boyacensis. 
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A. Anexo: Figura 1-S1 reconstrucción 

filogenética extendida para WUS 

Reconstrucción filogenética basada en 75 WUS con 2296 caracteres. Izquierda: Máxima 

Verosimilitud con porcentaje de bootstrap arriba de las ramas. Derecha: análisis bayesiano con 

probabilidades posteriores arriba de las ramas. Abreviaturas de los nombres de las especies 

corresponden a: Amaranthaceae, Amhy: Amaranthus hypochondriacus, Chqu: Chenopodium 

quinoa. Amborellaceae, Amtr: Amborella trichopoda. Apocynaceae, Ascu: Asclepia curassavica, 

Assy: Asclepias syriaca. Apodanthaceae, Pibo: Pilostyles boyacensis, Pith: Pilostyles thurberi. 

Austrobaileyaceae: Ausc: Austrobaileya scandens. Begoniacea, Besp: Begonia sP. Boraginaceae: 

Phar: Pholisma arenarium. Brassicaceae, Arly: Arabidopsis lyrate, Arth: Arabidopsis thaliana, 

Bost: Boechera stricta, Brra: Brassica rapa, Cagr: Capsella grandiflora, Caru: Capsella rubella, 

Eusa: Eutrema salsugineum, Thvi: Thladiantha villosula. Bromeliaceae, Anco: Ananas comosus. 

Campanulaceae, Losi: Lobelia siphilitica. Caprifoliaceae, Loja: Lonicera japonica. Caricaceae, 

Capa: Carica papaya. Coriariacea, Cone: Coriaria nepalensis. Crassulaceae, Kafe: Kalanchoe 

fedtschenkoi, Kala: Kalanchoe laxiflora Cucurbitaceae, Cila: Citrulus lanatus, Cuma: Cucurbita 

maxima, Cusa: Cucumis sativus. Euphorbiaceae, Coti/Crti: Croton tiglium, Rico: Ricinus communis. 

Fabaceae, Bibi: Bituminaria bituminosa, Cllu: Cladrastis lutea, Dacu: Dalea cuatrecasasii, Gopo: 

Gompholobium polymorphum, Lupo: Lupinus polyphyllus, Metr: Medicago truncatula, Phvu: 

Phaseolus vulgaris. Fagaceae, Capu: Castanea pumila. Frankeniaceae, Frla: Frankenia laevis. 

Funariaceae, Phpa: Physcomitrella patens. Gentianaceae, Geac: Gentiana acaulis. Hypericaceae, 

Hype: Hypericum perforatum. Juglandaceae, Jure: Juglans regia. Linaceae, Ligr: Linum 

grandiflorum, Lipe: Linum perenne, List: Linum strictum, Lius: Linum usitatissimum. Malvaceae, 

Gora: Gossypium raimondii, Thca: Theobroma cacao. Meliaceae, Azin: Azadirachta indica. 

Musaceae, Muac: Musa acuminate. Myrtaceae, Eugr: Eucalyptus grandis. Orchidaceae, Drel: 

Drakea elastica, Hadi: Haemaria discolor. Orobanchaceae, Coam: Conopholis americana, Orfa: 

Orobanche fasciculata. Papaveraceae, Arme: Argemone mexicana, Ceve: Ceratocapnos vesicaria, 

Pase: Papaver setigerum, Paso: Papaver somniferum. Phrymaceae, Migu: Mimulus guttatus. 

Pinaceae, Piab: Picea abies. Plantaginaceae, Dipu: Digitalis purpurea. Poaceae, Brdi: 

Brachypodium distachyon, Nela: Neurachne lanigera, Orsa: Oryza sativa, Paha: Panicum hallii, 

Seit: Setaria italica, Sevi: Setaria viridis, Zema: Zea mays. Quillajaceae, Qusa: Quillaja saponaria. 

Ranunculaceae, Aqco: Aquilegia coerulea. Rosaceae, Prpe: Prunus persica. Salicaceae, Sapu: Salix 

purpurea, Potr: Populus trichocarpa. Sapindaceae, Aepa: Aesculus pavia. Solanaceae, Atbe: Atropa 

belladonna, Lyba: Lycium barbarum, Soly: Solanum lycopersicum, Sotu: Solanum tuberosum. 

Staphyleaceae, Sttr: Staphylea trifolia. Thymelaeaceae, Edpa: Edgeworthia papyrifera. Vitaceae, 

Vivi: Vitis vinifera. Winteraceae, Drwi: Drimys winteri. Zosteraceae, Zoma: Zostera marina 
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B. Anexo: Figura 1-S2 comparación 

secuencias PiboWUS 

Comparación de secuencias PiboWUS. Arriba homólogos WUSCHEL (PiboW1 and PiboW2) de 

Pilostyles boyacensis, secuencias alineadas mostrando las regiones UTRs, cambios en las bases 

resaltados en rojo, posible inserción en PiboW1 señalado en purpura. Abajo: secuencias sin alinear 

mostrando las regiones ORF, sustituciones sinónimas resaltadas en gris, sustituciones no-sinónimas 

en rojo y un cambio en el marco de lectura debido a la inserción.  
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C. Anexo: Figura 1-S3 reconstrucción 

filogenética extendida para WOX9  

Reconstrucciones filogenéticas basada en 88 WOX9 con 3111 caracteres. Izquierda: Máxima 

Verosimilitud con porcentaje de bootstrap arriba de las ramas. Derecha: análisis bayesiano 

probabilidades posteriores arriba de las ramas. Abreviaturas de los nombres como en Figura 1-S1. 
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D.  Anexo: Figura 1-S4 Análisis motivos 

proteicos WOX9 

Análisis de motivos MEME para WOX9 para of Arabidopsis thaliana, Apodanthaceae, 

Cucurbitaceae, Salicaceae y Euphorbiaceae. 

 

 

 

 

 

 

 






































































































































































































