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RESUMEN

Los genes de la familia MADS-box codifican para factores de traﬁscripcién que juegan
un papel funcional importante en el desarrolio de las plantas. Algunos de estos genes
determinan la identidad de los érganos florales; otros participan en la diferenciacion de ciertos
tipos celulares; en regular los patrones normales de division, expansion y diferenciacién
celular de algunos tejidos; y en la transicion entre el desarrollo vegetativo y el reproductivo. Sé
ha demostrado que los genes MADS-box son relevantes en el desarrolio de las estructuras en
las cuales se expresan. En Arabidopsis thaliana —especie modelo en plantas para estudios de
genética molecular— existen clados monofiléticos de genes MADS-box que se expresan en
tejidos vegetativos, algunos especificamente en la raiz. Actualmente se conoce muy poco
acerca de la funcion de los genes MADS-box en el desarrolio de estructuras vegetativas.

AGL1714 es un gen MADS-box que se expresa en la raiz de Arabidopsis thaliana, cuyo
pape! en el desarrollo no se conoce. Con un enfoque de genética inversa, en este trabajo se
identificaron dos lineas mutantes homaécigas de Arabidopsis thaliana (denominadas W14.5-1y
W14.2-6), generadas previamente por la insercion de un transposén en AGL14. Se comprobd
que W14.5-1 es nula en la expresion de mRNA, mientras que W14.2-6 presenta una baja
expresion en comparaciéon con el tipo silvestre (WT). Con estas lineas mutantes se inicid la
caracterizaciéon funcional de AGL74. Se identificé un medio en el cual las raices de las plantas
mutantes poseen una tasa de crecimiento menor que WT. A partir de analisis celulares, se
determinaron las causas de esta disminucion: (1) la raiz de W14.5-1 posee una tasa de
produccién celular menor que la de WT, debido a una reduccién en el nimero de células
meristematicas; (2) la zona de elongaciéon de W14.5-1 es mas corta que la de WT; (3) en la
raiz de W14.5-1 se producen células cuya longitud final al diferenciarse es menor.
Adicionalmente, en las células de la columela se observaron probables defectos en los planos
de divisién, en la elongacién y en la diferenciacion celular.

Por otro lado, en la regién cis-regulatoria de AGL74 se encontraron motivos que en
otros genes se relacionan con la respuesta a hormonas, principalmente a auxinas. AGL14
podria participar en respuesta a auxinas en la determinacién del numero de células
meristematicas, en el mantenimiento de los planos de divisidn correctos de la columela y en la
elongacién adecuada de las células diferenciadas. Es necesario seguir realizando estudios
funcionales de AGL74 y de otros genes MADS-box que se expresan en la raiz de Arabidopsis
thaliana, para entender el papel de esta familia multigénica en el desarrollo de estructuras

vegetativas.




ABREVIATURAS

AG AGAMOUS
ABA Acido abscisico

BSA Albumina sérica de bovino
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1. INTRODUCCION

1.1 Evolucién, desarrollo y genética molecular

Uno de los problemas centrales de la Biologia Moderna se refiere a las
causas que originan la diversidad de formas que existen en la naturaleza. La
ontogenia de un organismo es el resuitado de la expresion coordinada de los
genes que, en respuesta a senales externas e internas al individuo, determinan las
caracteristicas celulares que dirigen la morfogénesis. A la par del progreso de
metodologias biocomputacionales y de analisis filogenéticos, el enfoque molecular
ha permitido que la biologia del desarrolio y la biologia evolutiva empiecen a
unificarse en anos recientes (Tautz y Schmid, 1998). De esta manera, no sdio esta
regresando la idea de que la evolucidn es el producto de cambios heredables en el
desarrollo, sino que incluso se ha mostrado que en algunos casos la variacién
morfolégica discontinua, producida por mutaciones homedticas, puede ser un
elemento causal de la macroevolucién (Vergara-Silva y Alvarez-Buylla, 2001).

En este contexto, se puede afirmar que la diversidad de fenotipos que
existen en la naturaleza tiene causas préximas y causas Ultimas. Las primeras se
refieren a las redes de regulacidon genética que guian el desarrollo, y las segundas
a los cambios evolutivos de esas redes (Baum, 1998). Se ha demostrado que los
reguladores de la transcripcion juegan un papel muy importante en el desarrolio de
los individuos (Schwechheimer y Bevan, 1998). Cambios en los elementos cis-
regulatorios (e.g. promotores) que modifiquen el patron de expresion espacio-

temporal de los genes que regulan la transcripcién, pueden ser uno de los




mecanismos genéticos mas importantes en el origen evolutivo de fenotipos
novedosos (Doebley y Lukens, 1998; Wang ét al.,, 1998, Alvarez-Buylla et al.,
2000a). Ilgualmente, la duplicacién de estos reguladores junto con la diversificacion
de sus regiones codificantes y no codificantes podrian modificar los fenotipos (Ng
y Yanofsky, 2001). Dentro de estos genes reguladores, destacan de manera muy
importante aquellos que codifican para factores de transcripcion.

La genética molecular del desarrollo ha permitido la caracterizacion de
genes involucrados en la regulaciéon de procesos ontogenéticos. Esto ha sido
posible gracias al uso de mutantes con defectos especificos en su desarrollo.
(Scheres y Wolkenfelt, 1998; Tautz y Schmid, 1998). Existen dos aproximaciones
diferentes para entender la contribucién de un gen en estos procesos. La “clasica”
se basa en la identificacion de un fenotipo mutante, y en la localizacién posterior
del gen interrumpido que causa dicho cambio en el desarrollo. Por otro lado, la
aproximacion “inversa” parte de la interrupcion de un gen cuya secuencia es
conocida para analizar posteriormente el fenotipo resultante.

La duplicacién génica ha sido uno de los principales factores en la evolucién
de los genomas de las plantas. Por lo tanto, genes muy cercanos
flogenéticamente pueden compartir la misma funcion. En consecuencia, el
fenotipo de un mutante de pérdida de funcion total sélo puede ser apreciado
cuando ambos genes se encuentran inactivados (Smyth, 2000). En este caso, la
aproximacién cldsica puede no ser la adecuada. Sin embargo, a través de la
genética inversa se pueden generar mutantes multiples que revelen las funciones

de genes total o parcialmente redundantes.



1.2 Arabidopsis thaliana como sistema modelo en plantas

A pesar de que a lo largo del tiempo se ha estudiado el desarrollo de una
gran variedad de organismos, la gran mayoria del conocimiento acerca de los
mecanismos moleculares del desarrollo proviene de un numero pequefio de
especies modelo (Wolpert et al, 1998). Dentro del grupo de las plantas,
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ha sido utilizada por mas de 55 afios en
experimentos de genética clasica. Hace unos 15 afos, esta planta fue adoptada
por algunos laboratorios en estudios de genética molecular para resolver
problemas de fisiologia, bioquimica y desarrollo (Meyerowitz, 1989). Las razones
del interés en esta planta son que, ademas de poseer un desarrollo, fisiologia y
respuestas al ambiente tipicas de una angiosperma, posee propiedades en su
ciclo de vida y en su organizaciéon gendmica que la hacen conveniente para el uso
de metodologias empleadas por la genética molecular (Meyerowitz, 1989).

El tamano pequefo de los individuos de esta especie y su capacidad para
crecer en luz fluorescente constante a temperatura ambiente, tanto en suelos
como en medios de cultivo estériles, hacen que su mantenimiento en camaras
ambientales sea facil y barato. Ademas, el reducido tamafio de la semilla
permite almacenarlas en pequefnos volumenes y realizar mutagénesis a gran
escala (Meyerowitz, 1989). La duraciobn de cada generacion es de
aproximadamente seis semanas, lo cual permite la regeneracién de semillas en
tiempos relativamente cortos.

Esta planta produce flores perfectas que se autofecundan y que tienden a

no polinizarse cuando estan abiertas. Una ventaja de esto es que los mutantes



pueden ser propagados como lineas puras (Howell, 1998). La flor de A. thaliana
produce un fruto que contiene alrededor de 56 semillas. Cada individuo produce
de cientos a miles de semillas. Estos rasgos permiten obtener una gran cantidad
de individuos en cada generacion, lo cual es muy conveniente para analisis de
segregacion genética después de realizar mutagénesis o cruzas.

El genoma haploide consta de cinco cromosomas pequefios, con un
tamafio gendmico total de unos 125 megabases (The Arabidopsis Genome
Initiative, 2000), lo que lo hace uno de los genomas mas pequenos de las plantas
superiores (Meyerowitz, 1989; Meyerowitz, 1994). Actualmente ya se cuenta con
la secuenciacion completa de su genoma, cuyos analisis han revelado que posee
una cantidad relativamente baja de DNA repetitivo disperso (The Arabidopsis
Genome Initiative, 2000). Esto permite una busqueda constante y rapida de
librerias gendmicas con un esfuerzo relativamente bajo. Sin embargo, A. thaliana
tiene un numero elevado de genes duplicados, lo que limita el numero de
mutaciones que pueden ser facilmente reconocidas partiendo del fenotipo de
mutantes sencillos (Howell, 1998).

Ademas de las ventajas anteriores, es posible introducir fragmentos de DNA
al genoma de esta planta, ya sean genes heterdlogos clonados de otros
organismos o secuencias de su propio genoma. Para ello se utiliza el plasmido Ti
como vector y la bacteria Agrobacterium tumefaciens como agente infeccioso
(Meyerowitz, 1989). Esto ha permitido generar mutantes por insercion de T-DNA
asi como realizar experimentos de sobre-expresién, las cuales son estrategias

muy Utiles en las caracterizaciones funcionales de genes.



1.3 Genes MADS-box de plantas

Entre los factores de transcripcion que han demostrado ser relevantes en el
desarrollo de las plantas, destacan de manera muy importante los codificados por
los genes MADS-box. Estos genes estan relacionados evolutivamente entre si, y
se encuentran presentes en animales, plantas y hongos (Schwarz-Sommer et al.,
1990; Baum, 1998). Los genes MADS-box forman una familia multigénica debido a
que codifican para proteinas que comparten un dominio de unién a DNA llamado
MADS. Este témmino fue construido a partir de las iniciales de los primeros
miembros descritos de la familia: MCM1 de Sacaromyces cereviseae, AG de
Arabidopsis thaliana, DEF de Antirrhinum majus L. y SRF de Homo sapiens.
(Vergara-Silva et al., 2000; Jack, 2001; Ng y Yanofsky, 2001).

Existen aos tipdé de pr'oteihas MADS-box que difieren entre si en la
secuencia consenso de aminoacidos del dominio MADS. El tipo | (SRF-like) y el
tipo Il (MEF2-like) son resultado de una duplicacién génica ancestral anterior a la
divergencia de las plantas y los animales (Alvarez-Buylla et al., 2000b).

En plantas, la mayoria de los genes MADS-box codifican para proteinas tipo
Il (Alvarez-Buylla et al.,, 2000b). En este grupo de organismos, los genes que
codifican para el tipo | no han sido caracterizados funcionalmente hasta este
momento. Las proteinas MADS-box tipo Il poseen una estructura modular
estereotipica llamada tipo MIKC (figura 1). En ella se puede reconocer en el
extremo amino-terminal el dominio MADS de 60 aminoacidos, que ademas de
mediar la unién al DNA, tiene una funcién relacionada con la dimerizacion de la

proteina. Asimismo, existe una segunda region altamente conservada llamada



dominio K, de 70 aminoacidos. Este segundo dominio forma un motivo tipo coiled-
coil que tiene una similitud con la estructura secundaria de la queratina, una
proteina de citoesqueleto animal. Este dominio parece estar involucrado en
interacciones proteina-proteina. Los dominios MADS y K se encuentran
conectados por la regién |, la cual esta moderadamente conservada y parece
también estar relacionada con interacciones proteina-proteina. Finalmente la
region C es un dominio de transactivacion putativo que esta poco conservado
entre las secuencias, y que funciona como estabilizador de las interacciones

protefna-proteina (Vergara-Silva et al., 2000; Jack, 2001; Ng y Yanofsky, 2001;).

| l i ] 1 1 1 | ] | J
@) 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Aminoacidos
Figura 1. Estructura modular de las proteinas MADS-box de plantas tipo Il.

Los analisis genéticos y moleculares de los mecanismos que controlan la
morfogénesis floral en Arabidopsis thaliana y en Antirrhinum majus han permitido
el planteamieh{o del modelo ABC para la especificaciéh de la identidad de los
organos florales. En este modelo, la actividad combinada de un pequefo numero
de genes es responsable de determinar la indentidad de los 6rganos de la flor, y
cambios en su expresiéon pueden dar origen a mutantes homedticos. Todos los
genes comprendidos en este modelo, a excepcion de uno, pertenecen a la familia

MADS-box (Coen y Meyerowitz, 1991; Vergara-Silva et al., 2000).



Adicionalmente, se han realizado otros estudios funcionales de genes que
pertenecen a esta familia, basados en mutantes con fenotipos de pérdida y de
ganancia de funcion. De esta manera, se ha demostrado que los genes MADS-box
son importantes en la determinacion de la identidad y del tiempo de formacion de
los meristemos de inflorescencias y florales, regulando la transicién entre el
desarrollo vegetativo y el reproductivo (Bowman et al.,, 1993; Blazquez et al., 1998;
Michaels y Amasino, 1999; Ferrandiz et al., 2000; Lee et al, 2000, Onouchi et al.,
2000; Samach et al., 2000). Otros miembros participan en la diferenciacién de
tipos celulares al determinar apropiadamente la zona de dehiscencia de los frutos
(Liljegren et al., 2000). Ademas, algunos regulan los patrones normales de divisidon
celular, expansién y diferenciacion en las valvas de las vainas y el desarrollo de
las hojas (Gu et al., 1998; Ferrandiz et al.,, 2000). En resumen, los genes MADS-
box juegan un papel funcional importante en el desarrollo de las plantas y en
general en el de los eucariontes (Riechmann y Meyerowitz, 1997; Theissen et al.,
2000).

A partir de analisis filogenéticos, se ha mostrado que los genes MADS-box
de plantas que se expresan en estructuras reproductivas forman grupos
monofiléticos (subfamilias) y comparten funciones similares (Purugganan et al.,
1995; Theissen'et al., .1 996). Recientemente, se ha mostrado también que hay
grupos monofiléticos de genes expresados en estructuras vegetativas (figura 2).
Andlisis de mapeo de patrones de expresion sobre la filogenia de la familia MADS-
box de Arabidopsis thaliana han mostrado que los ancestros hipotéticos tenian

patrones de expresion generalizados a partir de los cuales evolucionaron genes



con patrones mas especificos tanto en estructuras reproductivas como vegetativas

(Alvarez-Buylla et al., 2000a).

[-2]

Figura 2. Filogenia de los genes MADS-box de Arabidopsis thaliana. El color indica la
expresion de mRNA de los genes en estructuras reproductivas (rojo), vegetativas (verde) o
aszul (ambos). Para las proteinas codificadas por los genes enmarcados en el cuadro azul se
rredice un motivo coiled-coil en el dominio K (Alvarez-Buylla et a/, 2000b). Las proteinas
codificadas por los genes enmarcados en el cuadro con lineas punteadas poseen
aminoacidos conservados en el dominio K, aunque no se predicen estructuras tipo coiled-
coil. Los clados A, B y C se indican en el arbol con puntos rojos en sus nodos y con la letra

correspondiente a la derecha. (Tomada de Alvarez-Buylla et al, 2000a).



Actualmente se conoce muy poco acerca de la posible funcién de los genes
MADS-box en el desarrollo de estructuras vegetativas. Los patrones de expresion,
junto con los anadlisis filogenéticos de los genes MADS-box, pueden ser una guia
para identificar genes con funcion redundante y para dirigir posteriormente los
analisis Agenéticos, funcionales y evolutivos (Vergara-Silva et al., 2000; Burgeff et
al., 2002).

Hasta la fecha, todos los genes MADS-box caracterizados funcionalmente
han demostrado ser fundamentales en el desarrollo de las estructuras en las que
se expresan. Por esto se ha sugerido que los patrones de expresién de los genes
MADS-box son una guia para determinar el lugar en el que se lleva a cabo la
funcion de las proteinas codificadas por ellos (Rounsley et al.,, 1995; Burgeff et al.,
2002). Ademas, en algunos casos los patrones de expresion de los genes MADS-
box han permitido predecir el tiempo, el lugar y el tipo de efecto fenotipico del
mutante por pérdida de funcién correspondiente (Gu et al.,, 1998; Liljegren et al.,
2000).

Uno de los grupos monofiléticos de genes MADS-box que se expresan
principalmente en tejidos vegetativos y algunos especificamente en raiz se conoce
como tipo TMS"”(Decroocq et al.,, 1999; Rounsley et al., 1995; Shinozuké et al.,
1999; Walden et al.,, 1998; Theissen et al., 2000). En Arabidopsis thaliana a este
clado se le ha llamado tipo SOC7 y esta conformado por los genes AGAMOUS-
LIKE 14 (AGL14), AGAMOUS-LIKE 19 (AGL19), SUPPRESOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOCT7) (antes llamado AGL20) y
AGAMOUS-LIKE 42 (AGL42) (Alvarez-Buylla et al., 2000a). Recientemente, con el

término de la secuenciacion del genoma de A. thaliana, se han identificado dos

9



ORFs llamados AGAMOUS-LIKE 71 (AGL71) y AGAMOUS-LIKE 72 (AGL72) que
se agrupan en este clado (Martinez-Castilla, com. pers.) La funcién de los genes
del clado tipo TM3 permanece desconocida (Walden et al.,, 1998) a excepcién de
SOC1, el cual se ha demostrado que es importante en la regulacién del tiempo de
floracion (Samach et al., 2000).

Actualmente se han clonado y se han caracterizado los patrones de
expresion de varios genes MADS-box cuyo mRNA se localiza predominantemente
o exclusivamehte en la raiz de Arabidopsis thaliana. Lo anterior sugiere que estos
genes estan involucrados en la regulacion del desarrollo de este érgano, a través
de funciones diversas y contrastantes (Rounsley et al.,, 1995; Alvarez-Buylia et al.,
2000a; Vergara-Silva et al., 2000; Burgeff et al.,, 2002). Sin embargo, no existen
analisis funcionales basados en fenotipos mutantes o en lineas de sobre-
expresion de estos genes MADS-box. Probablemente no se han identificado
fenotipos mutantes hasta este momento debido a una posible redundancia
funcional entre los miembros de esta familia (Liljegren et al,, 2000; Pelaz et al.,
2000; Jack, 2001; Smyth, 2000). Otra posibilidad es que los mutantes poseen
fenotipos letales o sutiles cuando se crecen en condiciones estandares (Burgeff et
al., 2002).

El unico gen MADS-box que se expresa en raiz y que ha sidé caracterizado
funcionalmente es ARABIDOPSIS NITRATE REGULATED 1 (ANRT). A través de
una linea dé co-supresion, se ha mostrado que este gen es importante en el
crecimiento de raices laterales en respuesta a la disponibilidad local de altas
concentraciones de nitratos (NO3’) (Leyser y Fitter, 1998; Zhang y Forde, 1998;

Zhang et al., 1999). Se ha sugerido que los genes MADS-box que se expresan en
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tejidos vegetativos podrian participar en la regulacion del desarrollo de la planta en

respuesta a sefales ambientales (Zhang y Forde, 2000).

1.4 La raiz primaria de Arabidopsis thaliana

El desarrollo en las plantas, a diferencia de los animales, implica la
formacion de unidades estructurales que se repiten a lo largo de la vida del
organismo (Dolan, 1999). La produccion de nuevas células que contribuyen al
crecimiénto de la planta depués de la germinacién esta restringida a regiones
especificas llamadas meristemos. Durante la embriogénesis, en el cigoto se
forman dos meristemos. En la planta madura, uno de estos meristemos (SAM) da
origen al tallo, a las hojas y a las inflorescencias, y el otro (RAM) a la raiz primaria
y a la cofia. Es‘toé‘ meristemos son tejidos complejos e integrados que juegan un
papel muy importante en la organizacion estructural y funcional de los érganos que
producen (Webster y MaclLeod, 1996).

Las raices son organos axiales de los esporofitos de las plantas vasculares.
Poseen un crecimiento restringido al apice, normalmente se encuentran por
debajo de la tierra, y generaimente tienen respuestas gravitropicas y fototropismo
negativo (Raven y Edwards, 2001). Tradicionalmente, se considera aue las
funciones de la raiz al formar un sistema radical son el anclaje de la planta al
suelo, la absorcién y el transpcrte de agua y nutrientes minerales al resto de la
planta, ademas del almacenamiento de sustancias procesadas.

Para realizar estas funciones, es necesario que se establezca y se

mantenga la estructura ordenada de la raiz. El hecho de que en el desarrollo de
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las plantas no exista una migracién celular ni movimientos de tejidos como en los
animales, hace que la division y la expansion celular tengan un papel muy
importante en la morfogénesis (Wolpert et al.,, 1998; Wysocka-Diller y Benfey,
1997). Por lo tanto, los estudios de desarrollo en la raiz de A. thaliana buscan
definir la base molecular de la formacion de patrones morfogenéticos junto con la
regulacién de procesos como la division y la expansion celular (Dolan, 1999).

Para entender procesos del desarrollo es (util analizar sistemas simples
(Benfey y Scheres, 2000). Ademas de las ventajas ya mencionadas que presentan
los individuos de A. thaliana, su raiz presenta otros rasgos que la hacen uno de los
sistemas mas adecuados para el estudio de la organogénesis en plantas. El apice
de este o’rganb se puede dividir a lo largo de su eje longitudinal en tres zonas
diferentes y sucesivas que se sobrelapan (figura 3). La zona proliferativa o
meristematica se localiza en el extremo distal y se caracteriza por tener células
pequeias que se dividen activamente. Proximalmente a esta zona se encuentra la
zona de elongacion, en la cual las células dejan de dividirse y continuan
elongandose. Por ultimo, la region mas proximal es la zona de diferenciacién, en la

que las células dejan de elongarse y alcanzan su estado completo de maduracion.

Figura 3. Zonas de desarrollo de la raiz de Arabidopsis thaliana.
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La organizacion celular de la raiz de A. thaliana es constante, lo que
permite identificar claramente a las células por su posicion. En corte longitudinal,
cada tejido se puede ver como una fila de células que pueden reconocerse
facilmente por sus caracteristicas morfolégicas. En corte transversal, la zona de
proliferacion de la raiz de A. thaliana muestra una organizacion radial sencilla, en
la que se aprecian capas unicelulares concéntricas de tejidos (figura 4a) (Scheres

et al.,, 1998; Dolan et al. 1993).

‘}Epldormls }» BEBEm Centro
qulescents

_ cmln Lahrll - COIumoIa

Periciclo

Figura 4. Estructura del dpice de la raiz primaria de Arabidopsis thaliana. (a) Dibujo de un
corte transversal en el que se aprecia cada tejido formando filas de células que en su
conjunto constituyen anillos concéntricos. (b) Dibujo de las células iniciales dan origen a
todos los tipos celulares y que rodean al centro quiescente. T, tricoblastos; AT,
atricoblastos. (Tomada de Benfey y Scheres, 2000)
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El conjunto de tejidos mas interno es el cilindro central, que consta de los
tejidos vasculares y de una capa que los rodea llamada periciclo. Los haces
vasculares estan formados por dos elementos floematicos y dos xilematicos. El
periciclo es un tejido cuya circunferencia estd compuesta generalmente de 12
células. Cubriendo a este tejido esta la endodermis, formada por ocho células. El
cortex, que colinda con la parte externa de la endodermis, también posee ocho
células. La epidermis posee de 16 a 23 células y esta compuesta de dos tipos
celulares, cuya identidad depende de su posicion relativa con respecto a las
células de cértex que estan por debajo de ella. Las células epidérmicas que estan
en contacto con paredes anticlinales que dividen dos células corticales se
diferencian en células que producen pelos radiculares (tricoblastos). En cambio,
las células epidérmicas que son adyacentes a una sola célula de cortex
generalmente no producen pelos radiculares (atricoblastos). La zona
meristematica esta rodeada por la cofia, que secreta una gran diversidad de
moléculas. Estos compuestos permiten la proteccion del meristemo mientras la
raiz crece en el sustrato y ademas pueden estar involucrados en procesos de
sefalizacion durante el desarrollo (Dolan et al., 1993; Dolan, 1999).

Todos los tejidos de la raiz derivan de cuatro grupos de células iniciales
(figura 4b) que rodean al centro quiescente, el cual esta formado por cuatro
células que rara vez se dividen en etapas tempranas del desarrolio después de la
germinacion. La cofia surge a partir de dos grupos de células iniciales. El primero
da origen a la columela (también lamada cofia central) y el segundo da origen a la

cofia lateral y a la epidermis. Un tercer grupo de iniciales da origen a las células de
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coértex y de endodermis. Finalmente, el cuarto origina al periciclo y a los tejidos
provasculares (Dolan et al.,, 1993).

La secuencia de los planos de divisién que da origen a cada tejido se
encuentra bien documentada (Dolan et al, 1993; Dolan, 1999; Webster y
MaclLeod, 1996). El linaje celular también es constante, lo cual es poco frecuente
en las plantas (Scheres y Wolkenfelt, 1998). Esto significa que las células del
meristemo poseen destinos predecibles a lo largo del desarrollo, debido a que la
secuencia de planos de division de las células iniciales y de sus descendientes es
practicamente invariante. Esta predictibilidad del destino celular facilita
enormemente la interpretacion de los mutantes y de las cruzas, especialmente con
marcadores celﬁlafes (Schéres y Wolkenfelt, 1998). ‘

La naturaleza de las senales que estan implicadas en la especificacion de la
identidad celular no se conoce. Sin embargo, se sabe que existe informacion
posicional que juega un papel fundamental en la determinacién del destino celular
(Dolan, 1999; van den Berg et al.,, 1995). Los datos obtenidos indican que estas
sefales posicionales provienen de las células mas maduras, guiando el destino de
las células iniciales del mismo tejido (van den Berg et al,, 1995). Ademas, se ha
demostrado que en A. thaliana el centro quiescente inhibe la diferenciacion de las
células que lo rodean, manteniéndolas como células iniciales (van den Berg et al.,
1997). Estos datos parecen indicar que la formacién del patrén en el meristemo de
raiz podria controlarse a partir de un balance entre senales de corto alcance que
inhiben la diferenciacion y sefales que refuerzan las decisiones de destinos

celulares (van den Berg et al., 1997).
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Por lo tanto, el meristemo de la raiz ofrece una combinacién unica de una
organizacion celular practicamente constante y una determinacién del destino
celular dependiente de la posicion (Scheres, 1998). Es importante recalcar que
durante todo el desarrollo de la raiz las distintas etapas de diferenciacion celular
se pueden apreciar para cada tipo tisular en un momento particular. Esto permite
caracterizar la secuencia progresiva de diferenciacién de un tejido en un solo
instante.

Otro rasgo distintivo de la raiz de A. thaliana es su tamano relativamente
pequeno (80-100 um de dlametro) y su semitransparencia, o que permite una facil
mannpulacnon y una vnsuahzacnon adecuada de las células. A pesar de su
simplicidad estructural, la raiz de A. thaliana contiene caracteristicas fenotipicas
distintivas que han permitido la identificaciéon de mutantes (Benfey y Schiefelbein,
1994; Scheres, 1998). Por ejemplo, la morfologia y la distribucion de los pelos
radiculares, la elongacidén celular y la actividad meristematica han sido rasgos
comunmente usados para su aislamiento. Sin embargo, aigunos mutantes como
los que poseen defectos en la determinacién del patrén radicular (ya sea radial o
apico-basal) se han identificado por el criterio de crecimiento de la raiz (Scheres,
1998). Esta aproximaciéon supone que un defecto en el crecimiento es el resulitado
de una alteracidn en la proliferacién y/o elongacion celular.

Ei embrion de A. thaliana también presenta divisiones celulares
estereotipadas, lo cual permite conocer la contribucion de las células embrionarias
a los diferentes primordios que forman a los érganos. Debido a lo anterior, el

origen embrionario de la raiz de A. thaliana se ha caracterizado con precisién. Es
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decir, se sabe el origen celular en cualquier estado de desarrollo de la raiz, con la
excepcién de la regién limitrofe entre la raiz y el hipocétilo (Scheres et a/, 1998).
Se ha demostrado que el uso de la genética inversa en el analisis de la
funcién de miembros de la familia MADS-box ha sido exitoso y ha dado lugar a
descubrimientos recientes importantes (Pelaz et al., 2000; Liljegren et al., 2000).
Debido a que practicamente no se conoce la funcion de los genes MADS-box que
se expresan en estructuras vegetativas, y aprovechando las ventajas que ofrece la
raiz de A. thaliana como sistema modelo para la organogénesis en plantas, la
intencidn principal de este trabajo es la de explorar el papel funcional del gen
MADS-box AGL 74 en el desarrollo de la raiz de A. thaliana, usando un enfoque de

genética inversa.
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2. ANTECEDENTES

Con la intencion de identificar un nimero mayor de miembros de la familia
MADS-box de A. thaliana, se clonaron nuevos genes por homologia con la ayuda
de oligonucledtidos degenerados para secuencias internas de la caja MADS
(Rounsley et al.,, 1995). Estos genes se designaron AGL717 (GenBank: U20182),
AGL12 (GenBank: U2193), AGL713 (GenBank: U20183), AGL74 (GenBank:
u20184), AGL15 (GenBank U20185) y AGL17 (GenBank: U20186) (AGL por
AGAMOUS-like). Ademas, por medio de RT-PCR se comprobé que son genes que
se transcriben. Con RFLP se determind su posicién en el mapa genético, el cual
muestra que no se encuentran formando un cluster. Por medio de analisis de
northern blot, sé detectaron los transcritos de AGL12, de AGL14 y de AGL17
unicamente en tejido de raiz. Estos son los primeros genes MADS-box reportados
cuya expresion se encuentra fuera de los tejidos florales (Rounsley et al., 1995).

Con la idea de obtener un alelo mutante para iniciar el analisis funcional de
estos genes, E. Alvarez-Buylla en colaboracion con S. Pelaz y G. S. Ditta, del
laboratorio del Dr. M. F. Yanofsky (University of California, San Diego), realizaron
una busqueda de alelos mutantes para el gen AGL 74 en un banco de semillas del
Center for Functional Genomics in Arabidopsis, del Max Planck Institute for Plant
Breeding Research de Colonia, Alemania. Como resultado de este trabajo, se
localizaron dos alelos mutantes de pérdida de funcidn por insercidon del transposén
En-1 (nimero de acceso de la secuencia en la libreria de genes EMBL.: M 25427),
los cuales se denominaron W14.2-6 y W14.5-1 (figura 5). Actualmente ya se ha

descrito el comportamiento de este elemento transponible auténomo de la familia
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En/Spmn, al igual que las técnicas utilizadas para realizar la busqueda de mutantes
en este banco y las ventajas obtenidas al utilizar este transposdn en particular
(Baumann et al.,, 1998; Cardon et al.,, 1993; Wisman et al.,, 1998; http://www.mpiz-
koeln.mpg.de/, Septiembre 2001). Existen trabajos importantes en los que se han
utilizado muténtes de este banco, tanto de genes MADS-box florales como de
genes de otras familias que se expresan en raiz (ver por ejemplo Helariutta et al.,

1999 vy Pelaz et al., 2000).

W14.2-6 W14.,5-1
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Figura 5. Esquema que muestra los 6 intrones (lineas) y los 7 exones (cuadros) del gen
AGL14 y la posicion aproximada del transposon En-71 para las lineas W14.2-6 y W14.5-1. Los
colores indican la correspondencia entre los exones y los médulos de la proteina AGL14
para los cuales codifican. El sitio exacto de insercion del transposén En-1 para la linea
W14.2-6 esta en el cuarto intrén: AAATAAAATCTTC - 3’En5’ — ACTCTTATCATATGGTT. Para
W14.5-1 la insercién esta al terminar el quinto exén: AATTAAAAGAAAAG - 5En3’ -
GTAACATGTAGCTTT.
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3. OBJETIVOS
General:
Explorar el papel funcional del gen MADS-box AGL 74 en el desarrollo de la raiz de

Arabidopsis thaliana, usando un enfoque de genética inversa.

Particulares:

- Determinar si los mutantes de pérdida de funciéon (W14.2-6 y W14.5-1) son
homdcigos y estables para la insercion del transposdén.

- Determinar si los mutantes (W14.2-6 y W14.5-1) son nulos a nivel de la
expresién de mRNA.

- Seleccionar un medio de cultivo sdlido en el cual se aprecien diferencias en el
crecimiento entre WT y los mutantes (W14.2-6, y W14.5-1).

- Analizar con parametros celulares la dinamica de crecimiento y la diferenciacion
del fenotipo de los mutantes (W14.2-6 y W14.5-1) en el medio seleccionado,
comparandolo con el fenotipo WT.

- Proponer las causas a nivel celular de la probable diferencia en el crecimiento
entre WT y los mutantes (W14.2-6 y W14.5-1).

- Buscar si existen motivos en las regiones cis-regulatorias de AGL 74 que estén

ligados a procesos de senalizacion que intervengan en el desarrollo.
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4. HIPOTESIS

- El gen AGL174 esta implicado en la regulacion del desarrollo de la raiz de
Arabidopsis thaliana.

- Existen diferencias en el crecimiento de la raiz de los mutantes (W14.2-6 y
W14.5-1) y la raiz de WT,

- Las diferencias en el crecimiento de la raiz de los mutantes (W14.2-6 y W14.5-1)
y WT se debe a una diferencia en la produccién o en la elongacién celular.

- El fenotipo de los mutantes (W14.2-6 y W14.5-1) no sera tan drastico si
presentan una expresion a nivel de mRNA,

-.Existen motivos en las regiones cis-regulatorias de AGL74 que estan ligados a

procesos de sefalizacidn que intervienen en el desarrollo, como hormonas.
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5. MATERIAL Y METODO

5.1 Caracterizacién molecular de los mutantes W14.2-6 y W14.5-1
5.1.1 Comprobacion por PCR de la presencia del transposén en el gen AGL 14 de

las plantas W14.2-6 y W14.5-1

Se crecieron dos individuos WT de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia
(Col), 10 individuos W14.2-6 Col y 10 W14.5-1 Col en tierra Metromix 200 (Scotts-
Sierra Horticultural Products Company, Marysville, OH, EUA), en un cuarto de
crecimiento con fotoperiodo (18 horas de luz por 6 de oscuridad) a 20°C. La
generacion de estas plantas se designé Fo. Las plantas WT se nombraron WT 1 y
WT 2; las plantas W14.2-6 se nombraron W14.2-6 1, W14.2-6 2, y asi
sucesivamente hasta W14.2-6 10. Lo mismo se hizo para W14.5-1. Se hizo una
extraccion de DNA genémico de hoja caulina de las 10 plantas W14.2-6 y de las
10 plantas W14.5-1 con el protocolo “Extracciéon de DNA geno’mico de planta para
PCR” (ver anexo A). Se diluyé cada muestra 1:10 en ddH20. Se hizo un PCR

(termociclador Perkin Elmer 9600) con las siguientes condiciones:

[ s e S A A R N L A R e
ddH,O 13.95 ul 13.95 pl
Buffer 10X 2 ul 2 pl
MgCl, (25mM) 1.2 1.2 pl
dNTPs (10 mM) 0.4 ul 0.4 pl

Oligonucledtido Forward (20 uM) { 0.4 wl (EN205) 0.4 pl (EN8130)
Oligonucledtido Reverse (10 uM) 10.8 ul (EOMR2) 0.8 ul (EOMR2)
Templado (1:10) 1 pl 1l

Enzima Taq:Pfu (10:1) 0.25 pl 0.25 pl
Nota: Buffer 10X= 100 mM KCI, 60 mM (NH4)2S04, 200 mM Tris-Hcl (pH 8.0), 20 mM MgSQs, 1% Tritén X-100

y 1 mg/ml de BSA.

Desnaturalizacion inicial: 94 °C 2'. Desnaturalizacion, annealing y elongacion (40 ciclos): 94 °C 40",
65 °C 1'y 72 °C 2', respectivamente. Elongacién final: 72 °C 5'.
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5.1.2 Comprobacion por Southern blot de la homocigosis para el transposén en el
gen AGL 174 de las plantas W14.2-6 Y W14.5-1

Se hicieron extracciones de DNA gendmico de las mismas plantas
(generacion Fo) WT1, WT2, W14.2-6 6, W14.2-6 7, W14.2-6 8, W14.2-6 9, W14.2-
6 10, W14.5-1 6, W14.5-1 7. W14.5-1 8, W14.5-1 9 y W14.5-1 10 con el protocolo
del producto “DNeasy plant Mini Kit” (QIAGEN GmbH. Alemania. Num. cat.
69106). La muestra WT1 se dividié en dos partes (WT1A Y WT1B), al igual que la
muestra WT2 (WT2A y WT2B). Se realizé una digestion para cada muestra de

DNA gendmico segtin el protocolo “Digestion por enzimas de restriccion de DNA

genémico” (ver anexo A), con las siguientes cantidades:

2
X ul
Buffer 10X 40 pi 40 ul 40 pl 40 pul
Espermidina (0.1 M) 10 pl 10 ul 10 pl 10 pl
BSA (10mg/ml) | emmmmeme | emcmemen | emmeoee- 4 pl 4 ul
DNA gendémico X ul X ul X ut X ul Xl
Hind 1l (10 U) 1.25 ul 1.25 ul 1.25 pl
Bglll(1oU) = | =mmemme= ] —mmeseme | semommee 1.25 pl 1.25 ul 1.25 ul
EcoRV((20U) |  eeeeeeee 0.625 pl 0.625 pl 0.625 ul
Volumen final 400 pl 400 pl 400 pl 400 pil 400 ul 400 pi

Se realizé un Southern blot (ver el protocolo en anexo A). La sonda utilizada
se marcé radioactivamente utilizando [0®?P]dCTP segun el protocolo “Marcado
Radioactivo de Sonda de DNA" (ver anexo A). El fragmento de DNA utilizado para
la sintesis de la sonda fue amplificado por PCR con los oligonucleétidos OEAB145
y OEAB 147, usando como templado DNA gendémico de Arabidopsis thaliana
ecotipo Col. La sonda resuitante corresponde a una parte del gen AGL74 que no

incluye la caja MADS. Se dejé exponiendo la placa fotografica tipo Biomax
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(Eastman Kodak Company. Rochester, New York, E.U.A. Nim. cat. 8715187) a la
membrana de nylon hibridada tipo Hybond-N (Amersham Pharmacia Biotech UK
Litd. Buckinghamshire, Inglaterra. Nium cat. RPN303N) durante una semana.
Posteriormente la placa se reveld y se fij6.

Se colectaron semillas de las plantas W14.2-6 6, W14.2-6 7, W14.2-6 8,
W14.2-6 9, W14.2-6 10, W14.5-1 6, W14.5-1 7. W145-1 8, W145-1 9 vy
W14.5-1 10, producto de la autofecundacion. Estas semillas (generacién F,) se

mantuvieron separadas por planta progenitora en un tubo eppendorff.

5.1.3 Comprobacién por northern blot y por RT-PCR del nivel de expresion de
mARNA del gen AGL 74 en las plantas W14.2-6 y W14.5-1

Se lavaron, esterilizaron y vernalizaron semillas WT, W14.2-6 9
(generacion Fy) y W14.5-1 7 (generacion F,) siguiendo el protocolo “Lavado y
esterilizacién de semillas” (ver anexo A). Se sembraron en cajas de Petri en
medios de cultivo sdlidos MS 0.2X con 2% de sacarosa, preparado segun el
protocolo “Medios de cultivo para Arabidopsis thaliana” (ver anexo A). Las placas
se colocaron en un cuarto de crecimiento de plantas con fotoperiodo (16 horas de
iluz por 8 de oscuridad) a 20°C. Se crecieron las plantas durante 20 dias. Se
extrajo RNA total de raiz, segun el protocolo “Extraccién de RNA total con trizol”
(ver anexo A). Se utilizaron 3 raices WT para la primera muestra, una raiz W14.2-
619 (géneracidn Fi) para la éegunda, una raiz W14.5-1 7 (generabién F.) para la
tercera y tres raices WT para la cuarta. El RNA total se solubilizé en 20 pl de

ddH-O tratada con DEPC. Se cuantificdé el RNA total extraido. Se realizé un RT-
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PCR de acuerdo con el protocolo “Sintesis y amplificacién de cDNA” (ver anexo A)
partiendo de 1 ug de cada muestra extraida de RNA total, utilizando los
oligonucledtidos EOMF1 y EOMR2 a una temperatura de annealing de 57°C. Las
muestras obtenidas de corrieron en un gel de agarosa al 1%.

Se realizé un northern blot siguiendo ei protocolo “Northern blot (Geles de
RNA con formaldehido)” (ver anexo A). Se partié de 2.5 ug de RNA total de cada
muestra. El fragmento de DNA utilizado para la sintesis de la sonda se encuentra
contenido en el plasmido pEOM6 (pGEMTeasy. Promega Corp. Madison,
Wisconsin, AE.U.A. NUm cat. A1360). Este fragmento, clonado utilizando los
oligonucledtidos EOMF1 y EOMR2 a partir de cDNA de raiz de Arabidopsis
thaliana, se secuencio antes de ser utilizado como sonda. Esta sonda corresponde
a una parte del gen AGL74 que no incluye la caja MADS. La sonda se marcd
radioactivamente segun el protocolo “Marcado Radicactivo de Sonda” (ver anexo
A). Se dejé exponiendo la placa fotografica a la membrana hibridada durante

cuatro dias. Posteriormente la placa se reveld y se fijé.
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6.2 Caracterizacion fenotipica de los mutantes W14.2-6 y W14.5-1
5.2.1 Analisis del crecimiento de la raiz de las plantas WT, W14.2-6 Y W14.5-1 en

diferentes medios de cultivo

Se esterilizaron y se vernalizaron semillas WT, W14.2-6 9 (generacién Fq) y
W14.5-1 7 (generacion Fy) segun el protocolo “Lavado y esterilizacion de semillas”
(ver anexo A). Posteriormente se sembraron en cajas de Petri con los siguientes
medios de cultivo sdlidos con mezcla de sales tipo Murashige & Skoog (MS) (Life
Technologies, Inc. E.U.A. Num cat. 11117006), preparados siguiendo el protocolo
“Medios de cultivo para Arabidopsis thaliana’ (ver anexo A): MS 0.5X sin sacarosa,
MS 0.5X con 0.5% de sacarosa, MS 1X sin sacarosa, MS 1X con 1% de sacarosa
y MS 1X con 4.5% de sacarosa. Se colocaron las cajas en posicion vertical (dia O)
dentro de una camara de crecimiento de plantas (Lab-line Bionette) con luz
continua a 22°C. Se marco sobre la caja de petri el crecimiento de la raiz de cada
planta con un plumén indeleble cada 24 horas, durante 8 dias. Se midié la longitud
alcanzada por la raiz diariamente, con un vernier electréonico (Mitutoyo Corp.
Japdén). Se midioé la longitud de entre 10 y 20 raices de cada tipo de planta (WT,
W14.2-6 y W14.5-1). Esta variacién se debe a que no germinaron todas las
plantas que se sembraron.

Se repitié lo anterior en medio MS 0.2X con 2% de saéafosa, pero se
mantuvieron las cajas en un cuarto de crecimiento con fotoperiodo (16 horas de
luz por 8 de oscuridad) a 20°C. En este medio se midié la longitud de

aproximadamente 40 raices de cada tipo de planta (WT, W14.5-1, W14.2-6). Se
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calculd y se graficé el promedio de la longitud alcanzada cada dia por cada tipo de

raiz en cada condicién.

5.2.1 Medicion y calculo de parametros celulares en WT, W14.2-6 y W14.5-1

Se lavaron, esterilizaron y vernalizaron 20 semillas WT, 20 semillas W14.2-6 9
(generacion Fi) y 20 semillas W14.5-1 7 (generacion F,) siguiendo el protocolo
“Lavado y esterilizacion de semillas” (ver anexo A). Se sembraron en cajas de
Petri en medios de cultivo sdélidos MS 0.2X con 2% de sacarosa, preparado segun
el protocolo “Medios de cultivo para Arabidopsis thaliana’ (ver anexo A). Se
colocaron las placas (tiempo 0) en un cuarto de crecimiento de plantas con
fotoperiodo (16 horas de luz por 8 de oscuridad) a 20°C. Las plantas se dividieron
en dos grupos: 10 raices WT, 10 raices W14.2-6 9 (generacion Fy) y 10 raices
W14.5-1 7 (generacion F{) se nombraron grupo A y a las otras 10 raices WT, 10
raices W14.2-6 9 (generacion F,) y 10 raices W14.5-1 7 (generacion F;) se
nombraron grupo B. A las 144 horas (6 dias) se marcé con un plumén indeleble
sobre cada caja de petri la longitud alcanzada por las raices del grupo A. Esto se
realizd para asegurar que en la siguiente medicion (154 horas) las raices se
encontraban creciendo. A las 154 horas (6 dias y 10 horas) se marcé con un
plumoén indeleble en la caja de petri la longitud alcanzada por las raices de los
grupos A y B. A las 168 horas (7 dias) se marcé nuevamente con un pluman
indeleble la longitud alcanzada por cada raiz de los grupos A y B. Inmediatamente
se aclararon las raices del grupo B segutin el protocolo “Aclaramiento de raices”

(ver anexo A). Con un vernier electronico se midid la longitud existente entre las
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lineas trazadas a las 154 y a las 168 horas para cada raiz de ambos grupos, con
lo que se calculd la tasa de crecimiento V (um/h). Para cada una de las 10 raices
WT y de las 10 raices W14.5-1 7 del grupo B, se midid con ayuda de un
Microscopio con 6ptica Nomarski (Olympus BX60. Olympus America Inc., Melville,

N.Y., E.U.A. ) y se calculd lo siguiente:

a) Longitud de la zona meristematica (um), Lm. Se mide sobre una fila de cdrtex
desde la célula inicial de cértex/endodermis hasta la pared anticlinal mas apical de
la primera célula cuya longitud haya excedido el doble de la longitud de una célula

meristematica recién dividida.

b) Numero de ceélulas que forman la zona meristematica (células), Nm. Se cuenta
el numero de células incluidas en una fila de cértex de la regidn determinada en el

punto anterior.

c) Longitud promedio de una célula meristematica (um/célula), Lmc. Se calcula de

la siguiente manera: Lcm = _Lm
Nm

d) Longitud de la zona de elongacién (um), Le. Se mide sobre coértex desde la
pared anticlinal mas apical de la primera célula cuya longitud haya excedido el
doble de la longitud de una célula meristematica recién dividida hasta la pared
anticlinal mas apical de la célula de cértex que esta por debajo de la primera célula
de epidermis que comienza a formar una protuberancia que dara origen a un pelo

radicular.
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o) Numero de células que forman {a zona de elongacion (células), Ne. Se cuenta
el niumero de células incluidas en una fila de cértex de la region determinada en el

punto anterior.

f) Longitud de la zona de crecimiento de la raiz (um), Lgpr. Se calcula de la

siguiente forma: Lgpr=Lm + Le

g) Longitud promedio de las ceélulas completamente elongadas (um), Le. Se mide
la longitud en una fila de cortex de una célula (célula 1) que se encuentre a una
distancia del centro quiescente equivalente a 2 veces Lgpr. Posteriormente se
mide la longitud de la célula inmediata (célula 2) sobre la misma fila, hacia la parte
basal de la raiz. Se continua asi sucesivamente, hasta completar en total diez
mediciones. Se grafica el promedio de la longitud para cada célula con base en su
posicién, a partir de los datos de varias raices de un mismo tipo de planta (e.g. WT
o mutantes). Si no existe un aumento en el tamafo de las células en diferentes
posiciones (como es de esperarse), se puede promediar la longitud de las diez
células de cada raiz y con ello sacar un promedio de varias raices de un mismo
tipo de planta (e.g. WT o mutantes). Este ultimo promedio constituira el parametro

llamado longitud promedio de las céluias completamente elongadas (Le).

h) Duracién del ciclo celular, T. Se calcula como T= (Nm)(in2)(Le)
v

i) Tasa de produccion celular, CPR. Se calcula como CPR = _V
Le
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j) Longitud hasta el punto de reconocimiento del protoxilema (um), PRP. En corte
optico medio de la raiz, se mide la distancia desde el QC hasta el punto en el que
se puede reconocer el inicio de la formacion del protoxilema, caracterizado por la

formacién anillos que corresponden a los elementos de vaso.

k) Tiempo de diferenciaciéon del protoxilema (h), Tpd. Se calcula de la siguiente
forma:

Tpd= 2Le + PRP - Lgpr
VvV \%

) Crecimiento celular en la zona de diferenciacion (um). Se midié en epidermis la
longitud de la primera célula que comienza a formar una protuberancia que dara
origen a un pelo radicular. Se midié la longitud de la siguiente célula epidérmica
sobre la misma fila hacia la base de la raiz, y asi sucesivamente hasta completar
10 mediciones. Cuando fue posible (la mayoria de las ocasiones), se midid la
longitud de las células en dos filas epidérmicas de cada raiz. Para confirmar si es
adecuado el criterio que define el inicio de la zona de diferenciacién con base en la
aparicion de protuberancias que daran origen a pelos radiculares se realizd esta
medicion, la cual busca verificar si existe crecimiento celular en la zona de
diferenciacion.

Para cada parametro, se calculd con los datos anteriores el promedio y el error
estandar, tanto para las muestras WT como para las W14.5-1. A cada grupo de
datos se le aplicd la prueba estadistica no paramétrica de Wilcoxon-Mann-Whitney

no pareada.
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Para el calculo de los parametros anteriores se utilizé un modelo que relaciona
la tasa de crecimiento de la raiz, la tasa de produccién celular y el nimero de
células meristematicas (lvanov y Dubrovsky, 1997; Dubrovsky et al, 1998),
ademas de otras ecuaciones (Dubrovsky et al, 2000). Este método utiliza
variables que pueden ser medidas de una manera relativamente senciila: numero
de células meristematicas, tasa de crecimiento de la raiz y longitud de las células
completamente elongadas. Este modelo parte de supuestos estan basados en el
analisis de la organizacién meristematica y en el funcionamiento de la raiz con
crecimiento estacionario (lvanov y Dubrovsky, 1997) y asume lo siguiente:

‘ 1) La duracion del ciclo es la misma para todas las células meristematicas.

2) Todas las células meristematicas son proliferativas. )

3) El numero de células en el meristemo (o en una fila celular dentro del

meristemo) es constante para cada tejido.

4) EIl flujo de células que entra y sale de la zona de elongacion no proliferativa

es el mismo.

5) No hay desplazamiento entre diferentes filas celulares.
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5.3 Busqueda de motivos en la secuencia cis-regulatoria de AGL74
asociados a procesos de sehnalizaciéon

Como ya se ha mencionado, la expresion de los genes esta determinada
por sefnales que intervienen en el desarrollo de los organismos (como hormonas y
factores de transéripcién). Por ello se realizé una blsqueda en la secuencia cis-
regulatoria de AGL 14 de motivos asociados a procesos de senalizacién, a través
de una base de datos localizada en la WWW. La base de datos contiene
informacidn especifica de plantas, y se consulté el 6 de noviembre de 2001. La
secuencia utilizada para esta busqueda es de 2794 pb, y corresponde a la
secuencia rio arriba del inicio de la transcripcion de AGL74 (de -1 a —2794;
numero de acceso de secuencia gendmica de AGL74 en GenBank: At4G11880)
hasta el siguiente ORF identificado. El sitio web de la base de datos PLACE (Plant

cis-acting regulatory DNA elements) es el siguiente: http://www.dna.affrc.go.jp/mtdocs/PLACE
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6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacion molecular de los mutantes W14.2-6 y W14.5-1
6.1.1 Comprobacion por PCR de la presencia del transposén en el gen AGL14 de
las plantas W14.2-6 y W14.5-1

En la figura 6 se observan las amplificaciones obtenidas por PCR. Las
plantas W14.2-6 1, W14.2-6 2, W14.2-6 4 y W14.2-6 5 no presentan ninguna
banda, lo cual puede indicar que no contienen el transposén. Sin embargo, el DNA
genémico extraido para estas plantas se encuentra ligeramente degradado (datos
no mostrados). Esto podria explicar también la ausencia de una amplificacion en
los carriles 1, 2, 4 y 5. Las muestras W14.2-6 3, W14.2-6 6, W14.2-6 7, W14.2-6 8,
W14.2-6 9 y W14.2-6 10 contienen una banda del tamafio esperado (990 pb), con
lo que queda confirmada la presencia, la posicion y la orientacién del transposoén

en esas plantas de la linea W14.2-6.

- 2027

1.2 3 4 5 6 7 8 910 111213141516 171819

v
W1 4.2-6 w14.5-1 W14.2-6 W14.5 1 W1 4.5-1

Figura 6. Amplificaciones obtenidas por PCR a partir de DNA gendmico de las plantas
mutantes. Carriles: 1 W14.2-6 1, 2 W14.2-6 2, 3 W14.2-6 3; 4 W14.2-6 4, 5 W14.2-6 5, 6 W14.5-
11,7 W14.5-1 2, 8 W14.5-1 3, 9 W14.5-1 4, 10 W14.5-1 5, 11 W14.2-6 6, W14.2-6 7, 13 W14.2-6
8, 14 W14.2-6 9, 15 W14.2-6 10, 16 W14.5-1 6, 17 W14.5-1 7, 18 W14.5-1 8, 19 A Hind I,
20 A Hind I, 21 W14.5-1 19, 22 W14.5-1 20.
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Todas las muestras W14.5-1 presentan una banda del tamafo esperado
(667 pb). Con esto se reitera la presencia, la posicion y la orientacion del

transposoén para las 10 plantas analizadas de la linea W14.5-1.

6.1.2 Comprobacién por Southern blot de la homocigosis para el transposén en el
gen AGL 14 de las plantas W14.2-6 Y W14.5-1

En la figura 7 se muestra el Southern blot. El patron obtenido corresponde
al esperado para todas las muestras, excepto para W14.5-1 6 (carril 8). Las
bandas esperadas para WT1A y WT2A (carril 1 y 2 respectivamente) son de 2642
pb y de 982 pb. Para las muestras W14.2-6 se esperan bandas de 2642 pb y de
1801 pb. Para W14.5-1 se esperan dos bandas, una de 2750 y la otra de 1592.
Para WT1B y WT2B (carril 13 y 14 respectivamente) se espera una sola banda de
1806 pb. Por lo anterior se corrobora que WT no presenta la insercion del
transposoén. El patréon observado en la muestra W14.5-1 6 (carril 8) puede deberse
a una digestion parcial.

La muestra W14.2-6 8 (carril 5) presenta una banda muy tenue a la misma
altura que WT1A y WT2A (982 pb). Las muestras W14.5-1 8 y W14.5-1 9 (carril 10
y 11 respectivamente) parecen tener también una banda muy tenue del mismo
témaﬁo que la de WT1B y WT2B (1806 pb). A pesar de que estas muestras de
W14.2-6 y W14.5-1 presentan una banda a la altura de la esperada sélo para WT,
no pueden interpretarse como heterécigas para la insercion. Esto es debido a que
la banda no esperada es de una intensidad mucho menor que las bandas
esperadas para WT. Por lo tanto todas las muestras, excepto W14.5-1 6 (carril 8),

son homdcigas para la insercion. La presencia de las bandas no esperadas indica
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que en algunas células de estas plantas se esta produciendo la excisién del
transposdén, lo que puede conducir a un fenotipo WT local. A partir de estos
resultados se decidié seguir trabajando en los experimentos posteriores sélo con
plantas de la siguiente generacién (F1) de W14.2-6 9y de W14.5-1 7.

WT w14.2-6 wW14.5-1 wT
— — v " ~—
1 2 4 5 6 7 8{» 9 10@;11 1213 14

ﬂ‘{ 7 §% 2 '. o3 e, L

Hind 11 EcoR V/ Bgl I

Figura 7. Southern blot en el que se muestra que las plantas mutantes analizadas son
homdcigas para la insercion det transposon en el gen AGL174. Carriles: 1 WT1A, 2 WT2A, 3
W14.2-6 6, 4 W14.2-6 7, 5 W14.2-6 8, 6 W14.2-6 9, 7 W14.2-6 10, 8 W14.5-1 6, 9 W14.5-1 7, 10
WwW14.5-1 8, 11 W14.5-1 9, 12 W14.5-1 10, 13 WT1B, 14 WT 2B.

6.1.3 Comprobacién por northern blot y por RT-PCR del nivel de expresion de
MRNA del gen AGL 74 en las plantas W14.2-6 y W14.5-1

En la figura 8(a) se observa el gel con la misma cantidad de RNA total de
WT, W14.2-6 y W14.5-1 utilizado para la hibridacion. En la figura 8(b) se muestra

el northern blot obtenido a partir de la membrana correspondiente. En el carril 1 se

35



.

aprecia una expresion de mRNA del gen AGL 14 en tejido de raiz de WT. En los
carriles 2 y 3, que corresponden a W14.2-6 y W14.5-1 respectivamente, no se
detecté la expresion de mRNA de AGL714. Con el nivel de resolucion de este
experimento, no es posible asegurar que no existe una expresion de mRNA del
gen AGL174 en los mutantes W14.2-6 y W14.5-1. Sin embargo, la diferencia en la
expresién entre WT y los mutantes es evidente.

En la figura 8(c) se observan las amplificaciones obtenidas después del RT-
PCR. En el carril 3 (WT) se observa una amplificaciéon del tamaino esperado. (413
p'b').Elvc‘arriI 1 (Wi4.2-6) breé'éﬁta uﬁé banda a la hiisfna altura q'u'e WT, aunque
es mas tenue. En el carril 2 (W14.5-1) no se obtuvo ninguna amplificacion. Estos

resultados indican que W14.5-1 es un mutante nulo en la expresion de mRNA del

gen AGL 74 mientras que W14.2-6 es un mutante parcial.

Figura 8. Expresion de mRNA del gen AGL74 en WT, W14.2-6 y W14.5-1. (a) Extracciéon de
RNA, en la que se muestra que la cantidad utilizada de cada muestra para el Northern blot es
aproximadamente la misma. Carriles: 1 WT, 2 W14.2-6, 3 W14.5-1. (b) ' Analisis de ia
expresion del gen AGL 74 por medio de Northern blot. Carriles: 1 WT, 2 W14.2-6, 3 W14.5-1.
(c) Anadlisis de la expresion del gen AGL74 por medio de RT-PCR, en el que se muestra que
WT y W14.2-6 lo expresan en raiz. Carriles: 1, W14.2-6, 2 W14.5-1, 3 WT.
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6.2 Caracterizacion fenotipica de los mutantes W14.2-6 y W14.5-1
6.2.1 Analisis del crecimiento de la raiz de las plantas WT, W14.2-6 Y W14.5-1 en
diferentes medios de cultivo

Se graficé la longitud promedio alcanzada por cada tipo de raiz (WT,
W14.2-6 y W14.5-1) en los diferentes medios de crecimiento. Las barras indican
un limite del 95% de confianza para el promedio de cada punto. En todas las
graficas se muestra que las plantas analizadas germinaron entre el dia 1 y el dia 2
después de haber sido sembradas. En la grafica 1 (MS0.5X sin sacarosa) y en la
grafica 2 (MS1X sin sacarosa) se observa que a partir del segundo dia las plantas
WT, W14.2-6 y W14.5-1 no continian creciendo. En estos dos medios no se

aprecia una diferencia en el crecimiento entre las plantas mutantes y WT.

Grafica 1. Crecimiento de la raiz de W14.2-6, W14.5-1 y WT
.en medio MS 0.5X sin Sacarosa
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Grarfica 2. Crecimiento de la raiz de W14.2-6, W14.5-1 yWT
en medio MS 1X sin sacarosa
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En la grafica 3 (MS 0.5X con 0.5% de sacarosa) el crecimiento diario
promedio de WT es ligeramente mayor que el dé W14.2-6 y W14.5-1, aunque no
es posible asegurar que son diferentes con un 95% de confianza en ningun dia.
En la grafica 4 (MS1X con 1% de sacarosa) el crecimiento de WT es mayor que el
de las mutantes. En el dia 8 el promedio de la longitud alcanzada por las raices
WT es de 28.2 mm, mientras que para W14.2-6 y W14.5-1 es de 155 mm vy 12.7
mm respectivamente. En la grafica 5 (MS 1X con 4.5% de sacarosa) también se
observa una diferencia en el crecimiento entre WT y las plantas mutantes. En el

dia 8, la longitud promedio alcanzada por WT, W14.2-6 y W14.5-1 es de 35mm,

23.3 mm y 24.2 mm respectivamente.
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Grafica 3. Crecimiento de la raiz de W14.2-6, W14.5-1 y WT
en medio MS 0.5X con 0.5% de sacarosa
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Grafica 4. Crecimiento de la raiz de W14.2-6, W14.5-1 y WT
en medio MS 1X con 1% de sacarosa.
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Gréfica 5. Crecimiento de la raiz de W14.2-6, W14.5-1 y WT
en medio MS 1X con 4.5% de sacarosa.
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Debido a que WT presenta una diferencia en el crecimiento entre los
medios MS 0.5X con 0.5% de sacarosa y MS1X con 1% de sacarosa y los
mutantes no la exhiben, se decidié repetir el crecimiento en un medio rico en
sacarosa. Ya que esta condicion no habia sido probada con una cantidad baja de
sales, se decididé crecer WT, W14.2-6 y W14.5-1 en un medio MS 0.2X con 2% de
sacarosa. En la grafica 6, se muestra el crecimiento de las raices de las plantas
WT, W14.2-6 y W14.5-1 en el medio MS 0.2X con 2% de sacarosa. Desde el
quinto dia existe una diferencia en el crecimiento entre WT, W14.2-6 y W14.5-1.
En el octavo dia, el promedio del tamano de la raiz para WT, W14.2-6 y W14.5-1
es de 32 mm, 25.4 mm y 21.6 mm respectivamente. En el décimo dia, la diferencia
entre WT y los mutantes sigue siendo clara; aunque la diferencia entre W14.2-6 y'

W14.5-1 ya no se aprecia. En este dia, el promedio para WT, W14.2-6 y W14.5-1
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es de 46.8 mm, 34.1 mm y 33.1 mrh respectivamente. En todos los medios en los
que se observaron diferencias significativas entre el crecimiento de la raizde WT y

de los m'utante's., el primero crecié mas que W14.2-6 y que W14.5-1.

Grdfica 6. Crecimiento de la raiz de W14.2-6, W14.5-1 y WT
en medio MS 0.2X con 2% de sacarosa
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6.2.3 Medicién y calculo de parametros celulares en WT, W14.2-6 y W14.5-1

La tabla 1 contiene los valores de los parametros celulares calculados para
WT y W14.5-1. En todos los parametros analizados se encontraron diferencias
significativas con la prueba estadistica Wilcoxon-Mann-Whitney con una o < 0.05,
a excepcion de la longitud del meristemo (Lm), de la longitud promedio de una

célula meristematica (Lcm) y de la duracién del ciclo celular (T).
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WT 265.15 173.05 33.3 5.2 509.75 20.1
+10.57 +11.53 +2.14 +0.14 +32.15 + 0.99

(20) (10) (10) (10) (10) (10)

W14.5-1 163.25 142.60 26.5 54 385.35 16.5

WT 682.85 156.15 12.27 1.89 773.6 3.81
+31.88 +5.92 +0.74 +0.08 +19.67 +0.13
(10) (10) (10) (10) (10) (2)
W14.5-1 527.95 113.45 12.69 1.48 641.4 5.35
+22.02 +4.16 +1.03 +0.6 +29.32 +0.28
(10) (0)_ (19) (10) (10) (8)

Tabla 1. Parametros celulares calculados para WT y para W14.5-1 en raices del dia 7
crecidas en medio MS 0.2X con 2% de sacarosa. Promedio + ES. Numero de réplicas en
paréntesis. Diferencia estadistica con una a < 0.1, o. < 0.05, o < 0.02, < 0.005, o < 0.002, o <
0.001 se indica como *, **, ***, **** sty swdiat respectivamente.

Fotografia 1. Longitud alcanzada por las raices de W14.5-1, W14.2-6 y WT en el dia 7,

crecidas en medio MS 0.2X con 2% de sacarosa.
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La tasa de crecimiento de WT, de W14.2-6 y de W14.5-1 es de 265.15
wm/h, 207.5 um/h y 163.25 um/h respectivamente. Estas diferencias quedan
manifiestas al observar la longitud alcanzada por cada raiz en el dia 7 después de
haber sido sembradas (fotografia 1).

Con la prueba estadistica utilizada no se detecta una diferencia significativa
entre la longitud de!l meristemo (Lm) de WT y W14.5-1, ya que el valor calculado
de U se encuentra entre una o de 0.1 y 0.05. Sin embargo, de manera
contundente no se ven diferencias significativas en la longitud promedio de una
célula meristéhética (Lcm), mientras que el nimero de células meristematicas
(Nm) es claramente diferente entre WT y W14.5-1 (fotografia 2). Lo anterior
sugiere que la prueba estadistica no es lo suficientemente sensible para detectar
la diferencia entre las longitudes de los meristemos (Lm). Ademas de lo anterior, si
se encuentran diferencias significativas entre Lm de WT y de W14.5-1 utilizando la
prueba estadistica paramétricade T.

La zona de elongacion (Le) de W14.5-1 es mas pequena que en WT, al
igual que el numero de células que Ia‘conforinan {Ne) (fotografia 3). La longitud de
la zona que contribuye al crecimiento de la raiz (Lgpr) es claramente mayor en WT
que en W14.5-1 (ver fotografia 4). Las células de cértex en la zona de
diferenciacion no presentan un crecimiento (ver grafica 7), por lo que se pudo
calcular la longitud promedio de las células completamente elongadas (Le), la cual
es mayor en WT que en W14.5-1 (fotografia 5). El punto de reconocimiento del
protoxilema (PRP) es mayor en WT que en W14.5-1, mientras que ;al tiempo de

diferenciacién del mismo (Tpd) es menor en W14.5-1. Es importante recalcar que
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g,

la duracion del ciclo celular (T) es la misma para WT que para W14.5-1.
Finalmente, la tasa de produccién celular (CPR) es claramente menor en W14.5-1

que en WT.

Fotografia 2. Meristemos de raiz primaria de WT y de W14.5-1 en el dia 7. Las barras
muestran que los meristemos son claramente diferentes en longitud (Lm) y en nimero de
células meristematicas (Nm), aunque la longitud promedio de una célula meristematica

(Lmc) es la misma.
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Fotografia 3. Zona de elongacién en raices WT y W14.5-1 en el dia 7. Las flechas indican
aproximadamente los limites de esta zona.
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Fotografia 4. Longitud aproximada de la zona que contribuye al crecimiento de la raiz (L.gpr)
en WT y en W14.5-1 en el dia 7, indicada con una linea. Esta zona esta delimitada en la
regién proximal por el inicio de la formacién de un pelo radicular (flecha).
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Fotografia 5. Longitud de las células completamente elongadas (Le) de WT y de W14.5-1 en
cl dia 7. Las flechas muestran los limites aproximados de una célula en cértex.
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Grafica 7. Longitud de células completamente elongadas

200
190
180
170
160
150
140
130
120
110

Longitud (um)
8

[o] T v T v T T T T — T

o] 1 .2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Namero de célula

—A— WT
—o— W14.5-1

Se grafico la longitud de las células epidérmicas de WT y de W14.5-1 que
inician su diferenciacion. En la grafica 8 se puede observar que la célula
epidérmica de W14.5-1 que inicia su diferenciacién al formar una protuberancia
para dar origen a un tricoblasto (célula 1) es claramente menor que la célula 1 de
de WT. En ambos casos las células de epidermis contintian creciendo ain cuando
hayan iniciado su diferenciacion. Lo anterior se puede apreciar debido a que hay
diferencias significativas entre la célula 1 (e incluso la 2) y la 10 de WT por un
lado, vy la célula 1 (e incluso la 2) y la 10 de W14.5-1 por el otro. Las células de
este tejidb continlan creciendo, aunque en la posicibn 10 ya no son
significativamente diferentes entre WT y W14.5-1. Sin embargo, dada la dificuitad

de medir las longitudes en las células mas basales (por ejemplo en las células 10),
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se obtuvo para ellas un nimero menor de datos en comparacion con las células
mas apicales (por ejemplo la célula 1). Es probable que con un nimero mayor de
datos se obtengan diferencias significativas entre las células que se encuentran en

la posicion 10 de WT y de W14.5-1.

Grafica 8. Longitud de células que ya iniciaron su diferenciacion
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6.2.4 Datos cualitativos del fenotipo de W14.5-1 y W14.2-6

De manera cualitativa, se observa en el mutante W14.5-1 una
desorganizacion en general de la cofia de la raiz. Esto es especi.almente notorio
en la columela. En este tejido, se aprecia que algunos planos de divisidon son
atipicos (ver fotografia 6 y 8), y parece ser que la elongacién de algunas células
_también esta alterada ya que . su morfologia es anormal (fotografias 6).

Aparentemente, las células resultantes de la division periclinal de las iniciales de
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columela se estan elongando lentamente o se estan dividiendo rapidamente
(fotografia 7). Ademas, los granulos de almidén caracteristicos de este tejido no se
aprecian en las raices analizadas (fotografia 8). Por lo tanto, es probable que

existan alteraciones en la la divisién y en la diferenciacién celular de la columela.

Fotografia 6. Cofia de la raiz de WT (1,2y 3) y de W14.5-1(4, 5,6, 7 y 8) en el dia 7.
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Fotog afia 7. Zona proliferativa y éoﬁé bde WT y de W14.5-1. Los circulos sehalan la
zona que rodea al centro quiescente. Al parecer en W14.5-1 hay en al menos una fila extra de
células por debajo del centro quiescente, lo que sugiere que las células iniciales de la
columela no se estan elongando apropiadamente o se estan dividiendo rapidamente.
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Fotografia 8. Cofia de WT y de W14.5-1. En WT se muestran células con granulos de almidén
(A), mientras que en W14.5-1 no se encuemran (B). Algunas células de la columela de
W14.5-1" presentan ‘planos” de"dmslt‘m*im‘:‘prr’ectos (C), répréséiitados como lineas amanllas

en el recuadro inferior.




También de manera cualitativa, se noté un retraso comparado con WT en el
crecimiento de la parte aérea de las plantas mutantes (W14.2-6 y W14.5-1)
crecidas en tierra y en condiciones de fotoperiodo. Este retraso en la transicién de
la fase vegetativa a la reproductiva fue mas drastico en W14.5-1 que en W14.2-6.
Las plantas mutantes (W14.2-6 y W14.5-1) tardan mas tiempo en producir el eje
que dara origen al tallo y a las inflorescencias. Sin embargo, las hojas de roseta
contindan creciendo en numero y en tamano, sobrepasando la cantidad y la
longitud de las de WT. En algunos casos el tallo practicamente no se elonga, por
lo que las flores se producen en una posicidon muy cercana a las hojas de roseta.
En ciertos casos, el retraso implicé varios meses de diferencia entre la aparicion
de flores en WT y en los mutantes. A pesar de eso, el desarrollo de los primordios
florales producidos es normal. Este comportamiento de floracion tardia no se
observa en plantas que en un principio fueron crecidas en medio MS 0.2X con 2%
de sacarosa y que posteriormente (a los 15 dias) fueron trasplantadas a tierra,

también en condiciones de fotoperiodo.
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6.3 Busqueda de motivos en la secuencia cis-regulatoria de AGL74
asociados a procesos de sefalizacion

En la base de datos PLACE se encontraron motivos en la secuencia cis-
regulatoria de AGL74 asociados a procesos de senalizaciéon. Estos motivos han
sido reportados en las secuencias cis-regulatorias de otros genes. Se ha
demostrado que algunos de los motivos encontrados intervienen en la expresion
de genes en respuesta a hormonas especificas. Se localizaron elementos

relacionados con respuesta a auxinas, ABA y giberelinas. La descripcion reportada

en el sitio web para cada motivo se presenta en la siguiente tabla:

2460 ( ) TGTCTC Smo de umén a factores de respuesta a auxinas encontrado en los
promotores de los genes que responden a auxinas de manera
temprana en Arabidopsis thaliana.

1884 (+) TGACGTAA | TGA-box #1, encontrado en el elemento de respuesta a auxinas
putativo del promotor GH3 de Glycine max (soya)

169 (+) CATATG Sitio encontrado en el elemento NDE de Glycine max (soya) del
promotor del gen SAUR (Small Auxin-Up RNA) 15A implicado en la
respuesta a auxinas

466 (+) ACTTTA Se requuere para la expresion tejido- especiflca y para la induccién por

1992 (+) auxinas

2182 (+)

2701 (+)

239 ()

671 (-)

1739 (+) TGACG Motivo encontrado en muchos promotores implicados en la activacion

1884 (+) transcripcional de genes por medio de auxinas o acido salicilico

518 (+) ACACNNG Motivo encontrado en promotores cuya activaciéon es inducida por

1745 (+) ABA y acido salicilico

1040 (-)

1777 ()

1014 (+) CCGAC Implicado en la respuesta a ABA

1692 (+)

2405 (+)

1763 ()

764 () CACATG Implicado en la respuesta a ABA

292 (+) - TAACAAA Elementod central del complejo de respuesta a giberelinas (GARC)

2050 (+)

833 (-)

2343 (-)
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7. DISCUSION

Entender como regulan las plantas su crecimiento es una de las preguntas
centrales de la fisiologia vegetal. El crecimiento de la raiz, al igual que el de otros
érganos, esta determinado por sefales del ambiente externas y por sefales del
desarrollo internas (Mizukami, 2001). Para comenzar a determinar la naturaleza y
la relacion entre estas senales, es Gtil desarrollar herramientas que permitan el
estudio funcional de genes que pertenezcan a familias multigénicas cuya
importancia en el desarrollo haya sido demostrada.

Los resultados de este estudio permiten determinar lineas homdcigas de
mutantes de pérdida de funcion por insercion de transpos6n en AGL 74, un gen de
la familia MADS-box que se expresa en la raiz de Arabidopsis thaliana. Se
analizaron diferentes lineas de los dos alelos mutantes W14.2-6 y W14.5-1. Por
medio de analisis de Southem blot, se detecté en algunos casos para ambos
alelos cierto igr.ado de excisidon del transposoén en tejido de hoja. Sin embargo, los
analisis de expresion de mRNA indican que el gen AGL74 no se esta sixpresando
en la raiz de una linea homdciga del alelo W14.5-1 (W14.5-1 7). En una linea
homéciga del alelo W14.2-6 (especificamente W14.2-6 9) se detecté una
expresion muy baja de AGL74 en tejido de raiz en comparaciéon con WT, lo cual
indica que ésta no es una linea mutante nula. Estos resultados sugieren que
contamos con una linea mutante homdciga con una expresion nula a nivel de
mRNA del gen AGL14 en Arébidébsis thaliana‘(\.N14.-5-1 7Yy coﬁ otra linea

mutante homaociga débil del mismo gen con bajos niveles de expresion de mRNA.
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Ambas mutantes constituiran herramientas ttiles para el estudio funcional de este
gen.

El tipo de diferencias morfolégicas que se observan en ambos mutantes es
el mismo, aunque el impacto de la mutacion en el fenotipo de W14.2-6 no es tan
drastico como en W14.5-1. Debido a que se observa un fenotipo similar en los dos
alelos mutantes, se puede afirmar que las diferencias morfolégicas con respecto a
WT son causadas por la inactivacion de AGL 74. Sin embargo, las diferencias que
se encontraron entre los dos alelos pueden deberse a que W14.2-6 posee una
expresion parcial de mRNA de AGL74, lo cual puede estar produciendo una
proteina funcional. Adicionalmente, se encontré cierto nivel de excisién del
transposén en los mutantes. Esta excisidn podria provocar que algunas células de
la raiz de W14.2-6 tuvieran un genotipo WT, provocando una deteccién de mRNA
funcional de AGL 74. Para disminuir la posibilidad de la excisidn del transposon, es
necesario realizar en un futuro retrocruzas para eliminar la transposasa. Por otro
lado, para verificar si el mMRNA de AGL 74 producido en W14.2-6 es funcional se
requiere realizar su transcripcién reversa y posteriormente clonarlo y secuenciarlo.

Como prin:er paso en la caracterizacion funcional de AGL174, se
identificaron tres medios en los cuales se observan diferencias significativas en el
crecimiento de la raiz de WT, W14.2-6 y W14.5-1 (MS 1X con 1% de sacarosa,
MS 1X con 1% de sacarosa y MS 0.2X con 2% de sacarosa). En estos medios la
raiz de W14.5-1 crece mas lento que la de W14.2-6, y la de esta ultima crece a su
vez mas lento que la de WT. En estos tres medios es claro que ambos alelos
mutantes crecen mas lentamente que WT. Debido a que esta diferencia en el

crecimiento se detectd en diversos medios, se refuerza la relacion que existe entre
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la mutacion y el efecto observado en el crecimiento. Por lo tanto, se puede afirmar
que AGL 14 interviene en el desarrollo de la raiz en Arabidopsis thaliana. Lo
anterior apoya la idea de que, al igual que para las estructuras reproductivas, el
sitio de expresion de los genes MADS-box en estructuras vegetativas es predictivo
del lugar en el cual actia la proteina para la cual codifican, regulando el desarrollo
de ese 6rgano o tejido. El fenotipo de retraso en el tiempo de floracion que se
observé en el mutante de manera cualitativa podria indicar que la accién de
AGL 14 no esta restringida a la raiz. Debido a esto, no se descana la posibilidad de
que se exprese en tejidos aéreos.

Los pal;émetros celulares se midieron unicamente en el medio en el‘ que se
encontro la mayor diferencia en el crecimiento (MS 0.2X con 2% de sacarosa)
entre las raices de ambos alelos mutantes y WT. A pesar de que no se midieron
estos parametros en los medios en los que no se encontraron diferencias en el
crecimiento, es probable que el fenotipo mutante pueda ser visto mas claramente
al crecer la planta en medios que aceleren su tasa de crecimiento (por ejemplo en
medios con altas concentraciones de sacarosa). Lo anterior sucede con los
mutantés no alélicos cobra, lion’s tail y pom-pom, que poseen una expansion
celular anormal que provoca cambios radiales cuando crecen en medios con alta
sacarosa. Esta situacidon puede indicar que las mutaciones afectan algun factor
que limita la expansion celular apropiada cuando las raices crecen rapidamente,
pero que procesos redundantes pueden sustituir al producto génico faltante
cuando las raices crecen mas lentamente (Benfey et al, 1993; Benfey y

Schiefelbein, 1994).
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Al controlar la variacion de los factores ambientales extermnos, se puede
iniciar el analisis de las senales del desarrollo internas que determinan el
crecimiento de un érgano. Los cambios en el nimero y en la forma de las células
pueden estar relacionados con el tamafo y la forma de los dorganos y del
organismo en su conjunto. A pesar de que el crecimiento de un drgano esta
relacionado directamente con la expansion celular, la tasa de crecimiento también
tiene una correspondencia con la produccion celular, ya que determina cuantas
células se es;fén expandiendo en cierto momento (Beemster y Baskin, 1998). Los
estudios sobre la regulacion de la tasa de crecimiento y sobre la tasa de division
celular rara vez han medido la expansién (Beemster y Baskin, 1998). Sin embargo,
para entender cémo regulan las plantas el cu:ecimiento de sus drganos es
necesario cuantificar la expansion y la tasa de produccién celular distinguiendo
sus componentes.

En este trabajo se estudid la division y la expansion celular solamente en el

eié longitudinal dé la ral'é_,. sihplificéﬁdola cbmo una fiia sencilla de cértex. Este
supuesto es razonable debido a que la expansion radial de la raiz en A. thaliana 'y
las divisiones formativas se encuentran restringidas a la parte mas apical de la
zona de crecimiento (Dolan et al.,, 1993; Beemster y Baskin, 1998). En cada raiz
se midié la longitud de la zona meristematica (Lm) y de elongacion de la raiz (Le),
el nimero de células en cada una (Nm, Ne), la longitud de las células
completamente elongadas (Le) y la tasa de crecimiento (V). Con estos datos se

calcularon el resto de los parametro celulares (Lmc, Lgrp, T, CPR, PRP y Tpd). A

partir de los datos obtenidos se puede comenzar a entender la dinamica celular de
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la raiz de W14.5-1, cuya tasa de crecimiento (V) en comparacién con WT esta
reducida.

La tasa de produccion celular de un meristemo tiene dos componentes: el
numero de células en division (Nm) y su tasa de division. Se ha planteado que el
nuamero de células en divisién esta determinado por el tamafio celular (Lmc) y por
el tamafo del meristemo (Lm), mientras que la tasa de division celular esta
determinada por la regulacion del ciclo celular. Por lo tanto, diferentes
mecanismos pueden causar un cambio equivalente en la tasa de produccion
celular (Beemster y Baskin, 1998). En el caso de W14.5-1, la disminucidon en la
tasa de produccion celular (CPR) es consecuencia de un cambio en el niumero de
células en-divis-ién (Nm), ya que la duracidén del ciclo celular (T) no esta alterada.
Lo anterior se puede asegurar aun cuando no se haya medido la tasa de division
celular, ya que este parametro es inversamente proporcional a la duracién del ciclo
celular (T) (Baskin, 2000). En W14.5-1, parece ser que el cambio en el niumero de
células en division (Nm) es debido a una transicion mas rapida de las células
desde la zona meristematica hacia la zona de elongacion. Esto podria ser por un
proceso que disminuya la longitud de la zona meristematica ?Lm), ya que el
tamano de las células meristematicas es el mismo que en WT (Lcm).

La zona de elongacion (Le) también se encuentra disminuida en W14.5-1
comparada con WT y ademas contiene un numero menor de células (Ne).
Después de pasar por la zona de elongacion, la longitud de las células
epidérmicas que comienzan a formar una protuberancia es significativamente
menor en W14.5-1-que en WT. Se observd-que tas células epidérmicas de WT y

de W14.5-1 contintian creciendo ligeramente. En el cértex, la longitud final de las
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células completamente elongadas (lL.e) es significativamente mas pequeia en
W14.5-1 que en WT. Estos resultados indican que en W14.5-1 la diferenciacion
puede iniciarse en células mas cortas que en WT. Ademas, estas células que ya
iniciaron su diferenciacion nunca consiguen el tamafio normal (el que se observa
en WT) en etapas posteriores de su desarrollo.

Tradicionalmente, la regulacion del crecimiento y la morfogénesis en las
plantas se ha visto desde dos perspectivas distintas (Beemster y Baskin, 1998). La
teoria organismica o espacial propone que el crecimiento y la morfogénesis son
guiados por la expansion de érganos cuyas células simplemente reparten los
volumenes resultantes. En lugar de que la division y la expansion celular sean la
causa del crecimiento y de la morfogénesis, ellos representan la marca o el indicio
de estos ultimos. Bajo esta vision, la division y la expansidn celular se especifican
por sefales posicionales globales que pueden ser el resultado de comunicaciones
celularés. Esta senalizacion glébal podria ser una propiedad emergente de la red
de comunicacion celular de corto alcance. En particular se ha considerado que en
la raiz, el establecimiento de la transicion entre la zona meristematica y la zona de
elongacion esta especificada por controles posicionales que actian sobre el
proceso de expansion (Beemster y Baskin, 1998; Scheres y Heidstra, 1999).

La perspectiva celular sostiene que la division y la expansién auténoma de
las células dirigen el crecimiento y la morfogénesis. Las células son consideradas
entidades individuales que en su conjunto forman al organismo. Esto implica que

la duracion y el numero de divisiones celulares y el tiempo y la extension de la

“expansion celular determinan-directamente-el tamano del érgano y se especifican - - -

en las células (Scheres y Heidstra, 1999). En el caso de la raiz, esta perspectiva
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reconoce que la existencia de la zona de elongacion esta determinada por la
trayectoria de las células que se desplazan elongandose sin dividirse y sin iniciar
su diferenciacion desde el limite basal de la zona meristematica (Beemster y
Baskin, 1998; Scheres y Heidstra, 1999). Es interesante notar que la teoria
organismica tiene una correspondencia mayor con la especificacion del destino
celular por informacion posicional. Por el otro lado, podria existir una relacién entre
la teoria celular y la determinacién del destino celular con base en el linaje.

Desde la vision espacial, cambios uUnicamente en la produccién celular
modificérian el tamafio final de las células diferenciadas, pero no el tamaﬁo de la
zona de elongacion. Por el contrario, desde la vision celular, ailteraciones en la
produccion celular cambiarian el tamano de la zona de elongacion, pero no el
tamano final de las células diferenciadas (Scheres y Heidstra, 1999). Las vision
organismica y la celular no son incompatibles para explicar la regulacion del
crecimieto. Sin embargo, en la mayoria de los estudios sobre la tasa de
crecimiento de un organo no se han distinguido estas dos perspectivas, debido a
que en general se encuentran efectos tanto en la produccién como en la
elongacién celula:(Beemster y Baskin, 1998), como ocurre en W14.5-1.

Como ya se menciond, en el mutante W14.5-1 esta alterada la tasa de
produccion celular (CPR) debido a una disminucion en el numero de ceélulas
meristematicas (Nm). Ademas, la longitud final de las células maduras (Le) esta
reducida. Desde la visidn espacial, la disminucidon en la tasa de produccion celular
(CPR) podria explicar por si sola la reduccién de la longitud final de las células
maduras (Le); pero no de la'zona de elongacion  (EZ): Un desplazamiento hacia la

zona apical de las senales que promueven la diferenciacion e inhiben la
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elongacion podria dismiuir la longitud de la zona de elongacion (EZ). La
disminucion de la zona de elongacién podria a su vez disminuir aun mas la
longitud final de las células maduras (Le). Desde la perspectiva celular, la
disminucién en la tasa de produccién celular (CPR) podria explicar por si sola la
reduccion de la zona de elongacion (EZ), pero no las alteraciones en la longitud
final de las células maduras (Le). Un acortamiento del tiempo durante el cual una
celula debe elongarse sin dividirse para posteriormente dar inicio a su
diferenciacion podria disminuir la longitud final de las células maduras (Le). Esta
reduccion podria a su vez acortar aun mas la longitud de la zona de elorigacion
(EZ). Es importante hacer notar que bajo cualquiera de las dos visiones es
necesario que exista una relacion inhibitoria entre los procesos de elongacion y
diferenciacion, la cual no estaria sido modificada en el mutante W14.5-1. Esta
relacion ya ha sido planteada (Scheres y Heidstra, 1999), aunque no se ha
demostrado.

A través de un método cinematico y utilizando imagenes de video grabadas
cada cierto lapso de tiempo, trabajos previos han cuéntificado la expansion celular
y la tasa de producciéon celular en el contex de la raiz de Arabidopsis thaliana
(Beemster y Baskin, 1998). Se ha demostrado que la aceleracion del crecimiento
de la raiz con el tiempo (Baskin et al.,, 1995) es debida a un aumento en el numero
de células en el meristemo y no a una modificacion de la tasa de expansion
celular, de la longitud celular o de la tasa de division celular (Beemster y Baskin,
1998). Esto se refleja en el incremento de la longitud de la zona meristematica y
de elongacion, y en el aumento estable del nimero de células en estas zonas. La

zona de elongacidn se debe ir alargando con el tiempo para permitir que las

62



células alcancen su tamaiio normal' al madurar. Es decir, los tamanos de la zona
de division y de la zona de elongacion estan acoplados (Scheres y Heidstra,
1999).

Existen experimentos en donde se ha mostrado que la tasa de crecimiento
de una raiz no se altera al modificar la tasa de division celular (Scheres y Heidstra,
1999). Un incremento en la tasa de division celular resulta en una disminucién del
tamano de una célula madura, y viceversa. Alteraciones en la tasa de division
celular pueden producir mas células cortas o menos células mas largas en la zona
meristematica. Sin embargo, en una zona de elongacion inaiterada ellas no
alcanzarian su tamano normal. En experimentos en los cuales se modifica la tasa
de divisién celular las células si alcanzan su -tamaﬁo final normal (Scheres y
Heidstra, 1999). Estos resultados refuerzan la idea de que existe un acoplamiento
entre el tamafo de las zonas de division y de elongacion a través de senales del
desarrollo. Debido a que los tamafnos de la zona de division y de la zona de
elongacion ésf&h acbpl'a_d'os, se cree que constituyen una sola zona de desarrollo.
Esta idea sugiere a su vez que las senales que regulan los tamafos de estas
zonas también deben estar acopladas (Scheres y Heidstra, 1999).

El trabajo que hemos presentado aqui, muestra que en W14.5-1 los
tamanos de la zona meristematica y la zona de elongacidon se encuentran
desacoplados. Esto se debe a que en W14.5-1 la disminuciéon de la zona
meristematica no produce un aumento de la zona de elongacion tal que asegure
que las células maduras alcancen una longitud final normal (como en WT). Si
estuvieran acopladas, la‘longitud-de la zona de elongacion de W14.5-1 deberia ser

mas grande, para permitir que las ceélulas alcancen un tamaio final normal al
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iniciar su diferenciacién. Por lo tanto, se puede plantear que AGL74 es necesario
para el acoplamiento entre la zona meristematica y la zona de elongacién que
conlleve a la produccion de un nimero adecuado de células maduras con un
tamarno final normail.

En estudios previos, se ha demostrado que en WT los atricoblastos son
mas largos que los tricoblastos al diferenciarse (Beemster y Baskin, 1998). Lo
anterior indica que las filas de atricoblastos producen menos células que las de
tricoblastos. Esta diferencia en el nimero de células es debida a que ambas filas
deben tener la misma velocidad longitudinal en cualquier posicién (Beemster y
Baskin, 1998), ya que no existe en la raiz un desplazamiento entre las filas.
Ademas, se ha. visto que la longitud de los tricoblastos es practicamente igual que
la de las células corticales en la parte apical de la zona de crecimiento (Beemster
y Baskin, 1998). Debido a lo anterior, los tricoblastos y las células corticales
también se producen a tasas similares de produccién celular. Sin embargo, al
medir la tasé de division celular no se han observado diferencias entre los
tricoblastos, atricoblastos y las células corticales. Esto sugiere que la regulacion
del crecimiento de las filas de atricoblastos esta dado por un cambio e; el nimero
de células en divisién y no por un cambio en la duracion del ciclo celular
(Beemster y Baskin, 1998). Esto podria ser posible regulando el tamafo de la
célula inicial de epidermis (Beemster y Baskin, 1998)

A pesar de que en este trabajo no se midieron los parametros celulares en
epidermis, lo anterior muestra un proceso de regulacion del desarrollo de la raiz
‘WEFde Arabidopsis thaliana en-el cual se modifica-la ‘longitud-final-de las células

(Le) en filas que poseen una tasa de produccion celular diferente (CPR) y una
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misma duracion del ciclo celular (T). Es decir, podria existir una relacién entre el
numero de células en division (Nm) y el tamafio final de las células (Le). Sin
embargo, hacen falta mas estudios para probar esto. Por otro lado, el hecho de
que los tricoblastos y los atricoblastos tengan un origen comun durante el
desarrollo de la raiz y que detengan su elongacion al mismo tiempo habiendo
alcanzado una longitud diferente, podria apoyar la idea de que la elongacidon esta
determinada por informacién posicional.

Se ha visto que existen sefales de corto alcance mediadas por el contacto
entre células que provienen del centro quiescente, y que mantienen a las células
iniciales relativamente indiferenciadas (van den Berg et al., 1997). Se sabe que las
células maduras de la columela contienen granulos de almidén caracteristicos que
no se encuentran en las células iniciales. La ablacion de una célula del QC
provoca que la célula inicial de columela adyacente deje de dividirse y comience a
elongarse, acumulando granulos de almidén. Es decir, promueve su
diferenciacién. Por lo tanto, en condiciones normales las células del QC inducen la
division celular de las células iniciales de columela dentro de un rango celular
corto y tambiéh regulan negativamer?te su diferenciacion. Se ha demostrado que
las células del centro quiescente controlan el estado de diferenciacion de las
células iniciales de la columela en ausencia de divisidon celular. Esto quiere decir
que la divisidon celular no es un prerequisito para que el centro quiescente inhiba la
diferenciacion (van den Berg et al., 1997).

En la mayoria de las células de la columela de varias raices W14.5-1 no se
observan granulos de almidén como~en WT. ‘Sin embargo, -es necesario probar

que existen alteraciones en la formacion de granuios de almidéon. Esto podria
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hacerse por medio de tinciones (por ejemplo con lugol). Parece ser que en este
mutante las células iniciales de columela se estan dividiendo mas activamente o
se estan elongando mas lentamente, ya que en muchos casos se encuentran una
o dos filas de células con tamanos reducidos, es decir, del mismo tamafio que las
iniciales de columela. Esta situacién podria indicar que la diferenciacion de la
columela esta parcialmente inhibida, aunqde su proliferacion no. La ausencia de
granulos de almidén en algunos individuos de W14.5-1 podria estar asociado a un
alcance mayor de las sefales que inhiben la diferenciacién. Sin embargo, otra
posibilidad es que AGL 74 participe directamente en la elongacion de las células de
la columela.

En este trabajo se encontraron motivos en la secuencia cis-regulatoria de
AGL14 que se han encontrado previamente en promotores de otros genes que
responden a auxinas. Se ha demostrado que algunos de estos motivos son
determinantes en la respuesta que tienen los genes a la hormona. Es probable
que AGL14 esté regulado por auxinas, posiblemente a través de genes que
responden a su vez a esta hormona. Se encontraron otros motivos relacionados
con una respuesta a A_BA y a giberelinas. Sin embargo el numero de motivos
encontrados para estas hormonas es menor.

Se ha planteado que genes integrados en muiltiples médulos pueden tener
un efecto pleiotrépico mas amplio. Por el contrario, genes cuya accién esta
restringida a un solo mddulo podrian tener un impacto limitado en el organismo en
su conjunto (Doebley y Lukens, 1998). Las zonas de la raiz podrian considerarse

como modulos del desarrolio. Es probable que AGL 174 esté interviniendo en

diferentes procesos. AGL 14 podria intervenir en la determinacién del namero de
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células meristematicas, en ciertos planos de division (por ejemplo de algunas
células de la columela) y en la elongacién celular (e.g. longitud de una célula que
inicia su diferenciacion, tamano final de una célula diferenciada y elongacion de
células de la columeia), probablemente respondiendo a auxinas a través de otros
genes cuya respuesta a esta hormona ya ha sido demostrada.

Para identificar si hay una determinacion errénea de la identidad de las
células de la columela en W14.5-1, sera necesario obtener cruzas con plantas
transgénicas que poseen marcadores celulares especificos de ese tejido. La
generacion y el andlisis de lineas de sobre-expresion del gen AGL14 seran
fundamentales para proseguir con la caracterizacion funcional de este gen, ya que
permitiran confrontar lo que se ha planteado en este trabajo.

Existen patrones de expresion de mRNA reportados para genes MADS-box
que se expresan en la raiz de Arabidopsis thaliana (Burgeff et al.,, 2002). Estos
genes se expresan en diferentes regiones de la raiz, sugiriendo que poseen
funciones diversas. Estos patrones de expresion son indispensables para formular
hipotesis acerca de la relaciéon a nivel transcripcional de genes MADS-box
especificos de raiz y para guiar las caracterizaciones funcionales de estos genes
(por ejehplo al establecér posibles reiacibnes de redundancia funcional). Como
hipétesis se podria plantear que AGL 74 activa transcripcionalmente algunos de
estos genes MADS-box, los cuales podrian tener funciones diversas. Esta es otra
posibilidad para explicar la participacion de AGL 74 en diversos procesos.

Una parte fundamental en el analisis de la funcion de AGL1714 sera la
obtencion del patrén de expresion espacio-temporal de mRNA en la raiz de

Arabidopsis thaliana. Ya que de manera cualitativa se observa un fenotipo de
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floracion tardia en W14.5-1, es necesario realizar experimentos de expresiéon de
mRNA de AGL 74 también en tejido aéreo. De la misma manera, los analisis de la
secuencia cis-regulatoria de AGL 14 seran muy utiles para determinar los sitios
necesarios y suficientes para recuperar la expresion de mRNA y para mantener la
posible relaciéon con hormonas, como las auxinas, ABA y giberelinas.

Como ya se ha mencionado, existen ejemplos de redundancia funcional
entre genes de la familia MADS-box. Actualmente se han reportado datos sobre la
posible redundancia funcional de AGL 714 con otros genes de la familia MADS-box
(Alvarez-Buylla et al., 2000a). Para continuar con la caracterizacion funcional de
AGL 14, sera necesario realizar cruzas dobles y triples con mutantes de aquellos
genes, por ejemplo AGL19, AGL20, AGL42 y otros genes del élado tipo SOCI1.
Ademas, sera necesario realizar cruzas con plantas mutantes de genes que
compartan el patrén de expresion de AGL74, ya sean o no de la familia MADS-
box.

Por otro lado, se ha sugerido que la funcion de los genes MADS-box
pertenecientes a la funcién B del modelo ABC de desarrollo floral esta conservada
en las angiospermas (Ambrose et al., 2000). Se ha planteado que las raices
pudieron haber aparecido en dos eventos independientes (en licopodios y en otras
pteridofitas). Por lo tanto, se puede esperar que la base genética del desarrollo de
este érgano. sea diferente en estos grupos (Cronk, 2001). Para probar esta
hipétesis es necesario conocer mas acerca de la genética molecular del desarrollo
de la raiz en general, y particularmente en estos grupos. Especificamente, son
necesarios estudios funcionales de genes- MADS-box értélogos a aquellos que

participan en el desarrollo de la raiz, como AGL 14, en otras pteridofitas.
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El estudio del desarrollo de la raiz involucra un gran nimero de parametros
celulares. Por ello, es necesario que con ayuda de la biomatematica se generen
modelos dinamicos, que predigan el crecimiento de una raiz a partir de las

variables celulares involucradas.
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8. CONCLUSIONES

Se ha demostrado que los genes de la familia MADS-box codifican para
factores de transcripcion que son importantes en la determinacién de la identidad
de los 6rganos florales. Por otro lado, existen genes de esta familia que se
expresan especificamente en la raiz de Arabidopsis thaliana y que forman clados
monofiléticos. AGL 74 es uno de estos genes, cuya funcidon no se conoce. En este
trabajo se identificé una linea mutante homdciga por insercién de transposén para
el gen MADS-box AGL74, denominada W14.5-1. Se comprobd que esta linea es
nula_ en la expresion de mRNA. Con esta herramienta, se inicid la caracterizacion
funcional de este gen. La linea W14.5-1 posee una tasa de crecimiento menor que
WT. A partir de anadlisis celulares, se determind que en la raiz la zona
meristematica y la de elongacién son mdas pequefias y que el tamaiio de las
células diferenciadas es menor que el de WT. Es decir, en W14.5-1 no se produce
un numero normal (como el de WT) de células diferenciadas con un tamano
correcto (como el de WT). El meristemo posee una tasa de produccién celular mas
baja que WT, ya que esta formado por un numero menor de células
meristematicas. El tamaiio de estas células y la tasa de divisién celular son iguales
que en WT. Posteriormente en el desarrollo, estas células se elongan y comienzan
su diferenciacién cuando tienen una longitud menor que las células de WT. El
resultado es una raiz con un nimero menor de células maduras con tamanos
reducidos. En su conjunto, estos procesos son los responsables de la disminucion

de la tasa de crecimiento de la raiz de W14.5-1. Adicionalmente, en las células de
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la columela se observan probablemente defectos en los planos de division, en la
elongacion y en la diferenciacién celular.

En la region cis-regulatoria de AGL74 se encontraron motivos que estan
asociados a respuestas por accion de las auxinas y otras hormonas. AGL74
podria participar en respuesta a auxinas en la determinacion del numero de
células meristematicas, en el mantenimiento de los planos de division correctos de
la columela y en la elongacién adecuada de las células diferenciadas.

Es necesario seguir realizando estudios funcionales en AGL74 y en otros
genes MADS-box que se expresan en la raiz de Arabidopsis thaliana. Ademas,
seria importante comenzar a hacer estudios en otras especies, en donde se
aprecien de manera natural efectos fenotipicos como los mostrados en el mutante
de AGL 14, para ver si la funcion de los posibles ortélogos de este gen esta
conservada.

Parte de la diversidad fenotipica de las plantas vasculares es resultado de
la variacién en los patrones de crecimiento, en los que intervienen los meristemos.
Estos patrones son regulados genética y hormonalmente. Una parte de esta
regulacion la llevan a—cabo los factores de transcripcion, al intervenir en procesos
de proliferacion, elongacién y diferenciacion celular. La comprensién de la base
genética del desarrollo que contribuye a las inovaciones evolutivas permitira

comenzar a entender una parte de las causas proximas y udltimas que originan ia

diversidad de formas en la naturaleza.
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ANEXO A. PROTOCOLOS

Extraccion de DNA gendmico de planta para PCR

1. Cortar dos hojar pequefias de la planta y molerlas con un pistilo en un tubo eppendorf de 1.5 m}
a temperatura ambiente durante 15 segundos.

2. Agregar 400 pi de buffer de extraccién. Agitar en vértex durante 5 segundos. Se puede mantener
la muestra en este paso durante mas de una hora, para procesar el resto de las muestras.

3. Centrifugar un minuto a 13,000 rpm. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.

4. Agregar 300 pl de isopropanol, mezclar con vértex e incubar durante 2 minutos a temperatura
ambiente.

5. Centrifugar 5§ minutos a 13,000 rpm. Secar en vacio.
6. Resuspender la pastilla en 100 pi de ddH.O y agregar 1 de RNAsa. Mantener durante toda la
noche a 4 °C o durante 1 hora a 37 °C.

7. Utilizar 2.5 pl para un volimen de reaccién de 50 pl.

Digestion por enzimas de restriccién de DNA genémico
1) Para cada extraccion de DNA gendmico, cuantificar su concentracion y determinar el volimen
necesario para alcanzar la cantidad de DNA genémico que se desea digerir.
- Volimen de DNA gendmico () = (DNA genémico, pg) / (Concentracion de DNA gendmico, pg/pl)
2) Determinar las unidades y el volimen de enzima necesario para digerir cada muestra de DNA
gendémico.
- Unidades de enzima (U) = (DNA gendmico, ug) x 2.5
- Volumen de enzima (ul) = (unidades de enzima, U) (Concentracion de enzima, U/ul)

Para una reaccién de un volumen final de 400 pl, digerir 5 ng de DNA genémico y utilizar
10 ul de espermidina (0.1 M). Agregar la cantidad necesaria del huffer de la enzima y adicionar la
cantidad necesaria de ddH20 para alcanzar un volumen final de 400 pl. Dejar la digestién durante
toda la noche a 37°C. Posteriormente, realizar la precipitacion del DNA digerido de la siguiente
manera:

- Parar la reaccion adicionando NaCl 5§M hasta alcanzar una concentracién final de NacCl
0.25 M (20 ul para una reaccion de un volimen final de 400 pl).

- Agregar 2.5 volimenes de EtOH (1000, ui para una reaccién de un volumen final de 400u!)
mezclar bien y mantener a -80°C durante 30 minutos o a -20°C toda la noche. El DNA
precipitado se puede mantener a -20°C por tiempo indefinido.

- Centrifugar en una microcentrifuga a maxima velocidad (-~ 12,000 rpm) de 10 a 15 minutos.

- Eliminar sobrenadante y dejar que seque la pastilla formada durante toda la noche a
temperatura ambiente, o en un desecador con vacio de 10 a 15 minutos a bajo vacio.
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- Disolver la pastilla en 16 pul de buffer TE durante 3 horas con vértex a minima velocidad.

Southern blot

Agregar 4ul de Buffer de carga a cada muestra digerida con enzimas de restriccion y precipitada.
Cargarlas en un gel de agarosa al 1%. Correr el gel a 50 mA por 4 horas aproximadamente. Sacar
una fotografia. Colocar el gel en un recipiente “pirex" y desnaturalizarlo por 30 minutos con una
solucion NaOH 0.4 N y NaCl 0.6 M. Eliminar la solucién desnaturalizante y neutralizar el gel
durante 30 minutos con una solucién 0.5 M Tris pH 7.5 NaCl 1.5 M. Transferir el DNA contenido en
el gel a una membrana de nylon durante toda la noche con SSC 10X pH 7.4. Desmontar la
transferencia y marcar con lapiz la cara de la membrana que estuvo en contacto con el gel. Fijar el
DNA a la membrana con el aparato de crosslinking UV Stratalinker 2400 (Stratagene Corp. La
Joya, Cal. E.U.A.) dos veces a 1200 pJoules X 100. Prehibridar la membrana con 10 mi de buffer
de hibridacién durante 2 horas a 65°C. Eliminar el buffer de hibridacién. Adicionar nuevamente 10
ml de buffer de hibridacion y agregar la sonda marcada radioactivamente. Hibridar a 65°C toda la
noche y posteriormente eliminar o guardar la sonda radioactiva. Lavar la membrana durante 1
minuto con SSC 2X a temperatura ambiente. Repetir el mismo lavado. Lavar durante 20 minutos a
65°C con una solucién SSC 2X y con SDS al 10% (1 ml de SDS al 10% por cada 200 mi de SSC
2X). Si se detecta marca especifica después de este lavado, poner la membrana en una bolsa de
plastico y sellarla. Si existe marca inespecifica, repetir el lavado anterior. Si atin asfi la marca sigue
siendo inespecifica, realizar un ultimo lavado con la solucién anterior diluida 1:10 en agua, durante
20 minutos a 65°C. Colocar la membrana en una bolsa de plastico y sellarla. Exponer la membrana
a una placa fotografica dentro de un cassette durante el tiempo que se considere necesario.

Revelar y fijar la placa.

Marcado Radioactivo de Sonda de DNA
El marcado radioactivo de DNA se realiza con las soluciones de! kit High Prime DNA labeling kit

(Cat. No. 1585584, Boehringer Mannheim, Indianapolis, USA). Tomar 8 ul de DNA vy
desnaturalizarlc; ‘durante 10 minutos en un bafio de agua hirviendo. Inmediatamente pasarlo a
hielo. Agregar 4 ul de la mezcla High Prime Reaction 5X (que contiene la polimerasa Kienow, una
mezcla de random primers y un buffer), 3 ul de la mezcla de desoxiribonucledsidos trifosfatados
(dATP, dGTP, dTTP) y 5 pi de [o®?P]dCTP 10 uCiful. Incubar a temperatura ambiente durante toda
la noche o de una a dos horas a 37°C. Precipitar la sonda afiadiendo 1.5 pl de EDTA (Research
Organics, Inc. Cleavelan, Ohio, U.S.A. Num cat. 9572E) 0.5 M pH 8 o 2 ul de EDTA 0.2 M pH 8.
Ademas, agregar 0.75 ul de DNA espermatico de salmén 10 mg/ml, 30 ui de acetato de amonio 3M
..y 100 pl de EtOH al 100%. Centrifugar durante 10 minutos a ~14,000 rpm. Eliminar el
sobrenadante con pipeta y r_esuspender la sonda en 100 u!l de Buffer TE. Hervir la sonda a 95°C
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durante 5 minutos. Pasar inmediatamente la sonda a hielo y agregarla completamente al tubo de
hibridacion que contiene la membrana y 10 mi de buffer de hibridacion.

Extraccion de RNA total con Trizol

Este protocolo utiliza el producto “TRI REAGENT” (Molecular Research Center, Inc., E.U.A. Num
cat. TR118) y fue modificado a partir del manual contenido en é&l.

Trabajar en condiciones de manipulacién de RNA (usar guantes, H20 estéril y libre de RNAsas,

tubos estériles, puntas con filtro estériles y de uso exclusivo para RNA)

1. Homogenizacién

Colocar la muestra (50-100 mg de tejido, nunca mas del 10% del volumen usado de TRI
REAGENT para homogenizar la muestra) en un tubo estéril. Congelar con nitrégeno liquido.
Repetir lo mismo para todas las muestras. Agregar nitrégeno liquido directamente a la muestra,
ehpujar la muestra al fondo del tubo, espe}ar a que se evapore el nitrégeno liquido y con una
varilla de vidrio (previamente limpiada con EtOH al 96%) moler la muestra hasta que se forme un
polvo fino homogéneo. No dejar que se hidrate (en este caso, agregar mas nitrégeno liquido).
Agregar 1 ml de TRI REAGENT a la muestra. Homogenizar con la pipeta. Repetir lo mismo para
todas las muestras.

2. Separacion de Fase

Mantener la muestra homogenizada por 5 minutos a temperatura ambiente (eventualmente
puede mantenerse mayor tiempo). Agregar 0.2 ml de cloroformo por cada ml de TR! REAGENT.
Tapar las muestras y agitar con fuerza por 15 segundos. Mantener la mezcla a temperatura
ambiente de 2 a 15 minutos (10 minutos son adecuados). Centrifugar a maxima velocidad (12,000
g) por 15 minutos a 4°C (puede hacerse a temperatura ambiente). Después de la centrifugacién, la
mezcla se separa en una fase inferior roja de fenol-cloroformo, una interfase y una fase acuosa
incolora superior. EIl RNA permanece en la fase acuosa, mientras que el DNA y las proteinas se
encuentran en la interfase y en la fase organica. El volumen de la fase acuosa es alrededor del
60% del volumen de TRl REAGENT usado para la homogenizacion.

3. Precipitacion de RNA

Transferir la fase acuosa (alrededor de 600 pl) a un nuevo tubo. Guardar la fase orgdanica y la
interfase a 4°C para un posterior aislamiento de DNA y de proteinas. Agregar 0.5 mi de isopropanol
por cada mi de TRI REAGENT usado para la homogenizacién. Esto se hace para precipitar el RNA
de la fase acuosa. Mantener las muestras a temperatura ambiente de 5 a 10 minutos (7 minutos
son adecuados). Centrifugar a maxima velocidad (12,000 g) por 8 minutos de 4 °C a 25 °C. EI RNA
precipitado forma un pellet blanco.

4. Lavado de RNA

Remover el sobrenadante (directamente sobre un frasco ‘o vaso de desechos y eliminando
sobre un papel absorbente). Agregar 1 ml de EtOH 75% por cada mi de TRI REAGENT usado para
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la homogenizacion y mezclar con vortex. Centrifugar a ~9000 rpm (7,500 g) por 5 minutos de 4°C a
25°C.

5. Solubilizacion de RNA
Eliminar el EtOH (directamente sobre un frasco o vaso de desechos y eliminando sobre un papel
absorbente) y dejar que se seque el pellet de RNA de 3 a 5 minutos. No dejar que se seque
completamente. Disolver el RNA en 30 nl de agua o de SDS 0.5% tratadas con DEPC, pipeteando.
Incubar de 10 a 15 minutos a 55°C - 60°C. Guardar a - 80°C.

Sintesis y amplificacién de cDNA
Este protocolo utiliza el producto “3' RACE SYSTEM FOR RAPID AMPLIFICATION OF CDNA

ENDS"” (Life Technologies, inc., E.U.A. Nim cat. 18373019) y fue modificado a partir del manual
contenido en él.
Trabajar en condiciones de manipulacién de RNA (usar guantes, H20 estéril y libre de RNAsas,
tubos estériles, puntas con filtro estériles y de uso exclusivo para RNA)
1. Sintesis de la primera cadena de cDNA

Descongelar los componentes del kit para la reaccién y poner en hielo. (RNA, AP, 10X
PCR Buffer, MgCiz, dNTP mix, DTT). Mezclarlos y darles un spin antes de usar. Agregar un
volumen de muestra correspondiente a 1ug o hasta 5ug de RNA total, o 50 ng de mRNA en un
tubo eppendorff estéril de 0.5 ml y llevarlo a un volumen final de 11 pl con agua tratada con DEPC.
Anadir 1 pl de la solucién de Adapter Primer (AP) 10 uM. Mezclar y dar un spin. Calentar la
muestra a 70°C durante 10 minutos y poner inmediatamente en hielo por lo menos durante 1
minuto. Dar un spin.
Agregar a cada muestra:

PCR Buftfer 10X 2ul
MgCl; 25 mM 2ul
DNTO mix 1l
0.1M DTT 2pl

Mezclar, dar un spin. Incubar a 42°C de 2 a 5 minutos. Anadir 1 pl de la enzima
SUPERSCRIPT Il RT. incubar a 42°C durante 50 minutos. Incubar a 70°C durante 15 minutos para
terminar la reacciéon. Poner inmediatamente en hielo. Dar un spin. Agregar 1 pul de RNAsa H.
Mezclar e incubar a 37°C durante 20 minutos. Guardar la muestra de cDNA a -20°C hasta realizar
el PCR.

2. Amplificacion del fragmento especifico (target) de cDNA
A'un-tubo nuévo de 0.5 ml agregar:

Buffer PCR 10X sul
MgClz 25 mM 3ul

H,O destilada y estéril 36.5ul
dNTP mix 10 mM 1ul
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Gen Specific Primer (10uM) Tpl
Gen Specific Primer (10uM) Tl
Taq DNA polimerasa Tl

Agregar 2ul de la sintesis de cDNA. Mezclar y dar un spin. Hacer PCR con las siguientes
condiciones:

94°C 3

94°C 1

55°C 1’ 35 X
72°C 2'30™"

72°C s’

4°C oo

Northern blot (Geles de RNA con formaldehido)

Tomar 3.6 ul de mRNA (la misma cantidad en ng de mRNA para cada muestra). Agregar 0.6 ul de
MOPS (Sigma Chemical Co. St Louis Missouri, E.U.A. Num. cat. M8899) 10X, 6.0 ul de formamida
desionizada y 1.8 pl de formaldehido 37%. Calentar a 65°C por 2 minutos y después adicionar 1.2

ul de colorante para RNA y 1 ni de Bromuro de etidio al 10% en H,O. En el caso de RNA total,
tomar para cada muestra la misma cantidad en pg (1pg-spg) de RNA. Agregar a cada muestra la
cantidad de H2O necesaria para alcanzar la misma cantidad final en pl en todas las muestras.
Calcular los volumenes de MOPS, formamida y formaldehido a partir de esa cantidad, guardando
la proporcién indicada anteriormente. Correr las muestras en un gel de agarosa al 1% en TBE 0.5
X a 40 o a 60 V. Sacar una foto. Marcar las bandas ribosomales con tinta India. Lavar el gel con
SSC 10 X durante 10 minutos con agitacién. Lavar el gel con SSC 20 X durante 20 minutos con
agitacion. Transferir toda la noche en en 20X SSC. Enjuagar la membrana en 2X SSC brevemente.
Realizar crosslinking con UV. .Secar durante 30 minutos en un horno a 65°C. Guardar en seco
(dentro de una bolsa) a -20°C hasta que se use. Continuar con la prehibridaciéon y la hibridacién

segun el protocolo “Southern blot”.

Lavado vy esterilizacién de semillas
1) Colocar las semillas en un tubo eppendorf y agregar 1 ml de agua estéril. Dejar embebiendo

durante 10 minutos con agitacién ocasional.

2) Eliminar el agua, agregar EtOH al 70% y dejar agitar ocasionalmente durante cinco minutos.

3) Eliminar el EtOH, agregar solucion para lavado (Cloro 5%, SDS 1%) y agitar ocasionalmente de
15 a 20 minutos.

4) Lavar al menos en cinco ocasiones con ddH,O. .
5) Eliminar perfectamente el ddH,O 'y afadir 1 ml de T.C. Agar (Carolina Biological Supply
Company. Burlington, North Carolina, E.U.A.) al 0.1% estéril.

Guardar a 4°C durante 2 dias antes de sembrar.
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Medios de Cultivo para Arabidopsis thaliana

Para 1 litro:
1) Pesar las sales MS
2) Disolver en 800 ml de H,O
3) Pesar la sacarosa y agregarlia a la solucién anterior
4) Pesar 0.5g de MES y agregarlo a la solucién anterior
5) Agregar 100 ul de vitaminas MS a la solucién anterior
6) Ajustar el pH a 5.7 con KOH
7) Aforar a un litro
8) Dividir fa solucién en dos matraces de un litro cada uno
9) Agregar 4 gramos de agar a cada matraz (no mezclarlo)
10) Esterilizar en autoclave
11) Dejar que se enfrie hasta unos 50°C y vaciar en cajas de petri

Nota: Para preparar un litro de medio de cuitivo la cantidad de MES (Sigma Chemical Co. St. Louis,
Missouri, E.U.A. Num cat. ;3023), de vitaminas MS (Tiamina 1mg/ml, Piridoxina 5mg/m! y
Nicotinamida 5mg/ml) y de agar (Research Organics, Inc. Cleavelan, Ohio, U.S.A. NUGm cat. 10020)
es la misma, independientemente de la concentracion de sales MS o de sacarosa (Research
Organics, Inc. Cleavelan, Ohio, U.S.A. Num cat. 9640S).

Para un litro:

Sales MS 0.88 g 22g 22g 4449 449
Sacarosa 20 g - 5g . 10 g 45 g
MES 0.5g 0.5¢g 0.5g 0.5g 0.59g
Vitaminas MS 100 ul 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Agar 8g 8¢g 8g 8 g 89

Soluciones

SSC 20X pH 7.4 (1 litro)

NaCl 175.2 g

Citrato de Sodio 88.25 g

Acido clorhidrico éoncentrado 3.6 ml

Buffer de hibridacion

0.3 volumenes de Buffer de fosfatos 1M ph 7.2
0.7 volumenes de SDS al 10%

1/500 volamenes de EDTA O.5 M

Buffer de fosfatos

0.684 voliimenes de Na;HPO, 1M (para 1 litro agregar 92 g)
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0.316 volumenes de NaH,PO,4 1M (para 1 litro agregar 90 g)

Ajustar con NaOH a pH 6.5
Esterilizar en autoclave
Buffer TE

100 mM Tris (pH 7.4)

1mM EDTA (pH 8.0)
MOPS 10X

MOPS 0.2 M

Acetato de sodio 0.05 M
EDTA 0.01 M

puede seguir usando

BNA dye (colorante)

50% glicerol

0.1% de azul de bromofenol
dHO

1 litro
418 g
68g

20 ml de EDTA 0.5 M
Ajustar pH a 7.0, fiitrar, esterilizar o autoclavear. La solucién puede hacerse

1ml
500 pl
1mg
499 ul

amarillenta, pero se
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ANEXO B. SECUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDOS

EN205 5' - AGA AGC ACG ACG GCT GTA GAATAG GA -3’

EN8130 5' - GAG CGT CGG TCC CCACAC TTC TAT AC -3’

EOMF1 5" - GGT CTA ACC ATA AGA GAA ATG - 3’

EOMR2 §-TTT GAA GTG TCG AGT CTC AG - 3’

OEAB145 5’ - CAG TAG AAA GAT ATC AAA AGC GAA TAC AAG ATC TCG GGT -3’
OEAB147 5 - GGA GGAAACTIT TTG AAG TGT CGA GTC TCA GGA GGT -3’

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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