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Introducción 

Desarrollo. Genética y Evolución. · 

La evolución de . los . mecanismos de desarrollo de plantas y animales parece .. - . - . 
e,;.·' 

haber tenido un papel 'dE;¡terrl"linanté él1 la evolución_ de la diversidad morfológicO de 

estos organismos. En cclda nueva generación. los organismos más complejos se 'originan 
:_.: ~ ''" . ' : . .· . ' - ' . -· . . . 

a través de procesps de '.<:1esórrollo a partir de una sola célulci fertilizada. de t9X tcm~a 
que en los organismos multicelulclres la evoluciÓ~ l~e lctfprrna resulta de 1,~_::~.~01~~iÓ? c:Je 

los procesos de desarrollo· (Theissen et al .• 2001 )~ ; Los óriálisis ·de genétic0:(d_~':;d'esdrroÍlo 
·· .· · ':, _ . · :: . ·:_.~_;. ;-, ~<i .. ::/~~->.) .. :}:_'> /::·:_,, _,-;:··. :~:; :·; .·, ::: ··:.'.: __ :~:;.~::·:~>.t~~~'.ii-:l~·:.;tf:.': '.S~{!i'- - ;~_:;:\ ( 

han revelado que los genes reguladores del desarrollo se comparteri 1entre':d1st1ntos fila 
. , . .._ . : >,. '.>~\> ~1~~~~-~:~1a.~~~~~;, ---,-~·-~~,-->~~-'º -:~';~~- ~ :,:-.~-~;f;-~.-~:_J;:~:::~~~;:_:;,'~iX;)_:'·:·~·~·· ;/J 

(Raff. 2000). por lo que su caracterización;7;es;\ceintral~;em ie!' es_t~~io:({je;'1as bases 

moleculares de· la divers}~~f.•··f~~!~1,i~}c~%{r!~~~
2

~~11f~f %~~Í!;t~~f ,_.~f~Tu~~~i[~~~~,~·~6!,1?---.s~ 
componen de módulos individualés':'dispuestos en'ün;sistema semijerárqiJicc>'JDoébley y . 

, .. - .; {:: . .-~'-· ·_::1\·+,:~--: _;'\U~ ·:-~'.;}~*·:·.-0E:l;:\-~f1~~ .. ·; __ :2!.ik~·:·: ,{.~:~(~ )i~Y~ :,:t%~f :?:~r~:~~~~:\-.~~~,t~~-; i.:;~{'.:·;:~~:~E\J~t-~~~~f ::<'.,: \:;;t~/: ·_:·;:'.:·.:·~.·<·. · :' .. 
Lurkens. 1998). Cada módulo estó·_compuesto por_sei';ales;'trarisductores;:reguladores de 

la transcripción _Y_ g0f~s:'.b(;~:~~;~1;~~sc~~i~~~,t~~f:~~f~!r,~~;~~~~1w~~sj~'.G1~~~~s~d~d~-n .. 
a lo largo del desarrollo activc:mdo las distintasj'édes;de;iiiteraéC:ión'o·.módulós/tjue a lo 

-,~,-. ,-- -~:~i;-~ <~:5:-~:_. ~_;, .. ,,_._·:. ;~'._,j·: ·:t\~~~~ :: \t~~~~~:;:~-.. -~r~~~~::,~-~:~\, · ~~~~--;·· ----~~~I1~~¡-~~~~Ht~~J/~~~i~~~; -~t:;:::·::}~~~~--. ·;~~~;:, ~- ~:~!t~_- . -~ 
largo del . proceso ;·ae _desarro(lo_· se~_observan .,corno ;_tipos .• c~lulares.lJejidos;;¡ órganos ·y · 

sistemas d~ f rg6A~i:¡~~e~;~;~ Lurke,ns:·; ~98) .:§ /~-· Ti~J,t{: .. · ~. ~~-;·_.'}j~N~t:~ ·_;:·.i 'z"> t .. _·. 

~~·~~~ 
(Theissen-·et, al.~ ,'.200()) ~- -~c;>s ~~tl,!dk~-~- fil"'g~:n;ié,,t!C:9f.9~. I?~ _9~n~s: ~~g~l98,~r~s.'. ?~I, ?~sarrollo , 

.. : - ·, ::-: ;:.:: = --~;_}_ <. :_,:··~~~-: .- ·:¡:.:/-· .-. }'.:~:'.:_: ·_ iF~:( ··:-.:·- ~-~:,:-.-- -~-~~~ :·:.::: ;·;!./~- -~ :~: ~;-(· :g;-~; .-;¡;;~~< -i~?;.~t:',~~~~,~~R.~: t:~~:V:~~~~-;~;~:-,!;{~:~~{·:.;~~~-!1¿\!Y t'f.-·,:\;}r~: Y;~i!~- : :;:;~-:_· .. -· .. 
permiten .asociar. cambios _en los planes corporales'.d.e .. lo_s'.organismos~ c_on .1a.·divergenc1a 

de· secue~c¡'~~s··~-~·';;;;2pª~~ésS'(PJ~u¿~g~c)~::;1:~~~[frc•~rf~hf¡·~f '.tfi.~~ff",;f~~:,/ ~-{)' .. , ••. ~::·_::;r: ;:·····. 
. . ·,'.! -. --,:>; ::-:.:;· ";--" ;~-- - -·. --.;.; ' ' ' 

D~bid(, : a ·~~~· el espedrb .de : ~c~iórf 'C:Je :i:(os~ genes,• ~é9..J.1_ado~es de la 
.~:;~.\~~- " -' 

transcripC::iÓr{s€l.reduC::e a módulos particuíc)r~s;.''.13stos genes 'serían 'susceptibles. a 

modificaciones evolutivas que alteren diferentes.módulos de desarrollo _sin.interrumpirlo 



(Doebley y Lurke!ls._ 199/3). Los cambios en los ·patrones de_ expresión de. estos 

reguladores de la transcripció;,'. los ca;:i,bios ,en Ja función de Ja~ p~oteínas que 

codifican .y.· la ·_evC>luciÓn.de ICJs secuen.cias regu.lbtorias'.de_ sUs~ge;,es···bÍancÓparec.en_··ser••-. 

~::~~;~*~~;t~~~1~t¡It~i[~ti~~~~t~~~~~~~~~'l:1~i~¡~t2~02, .• 
· Para •'entender' las' interacciones• moleculares• que·.sübyacen'.los: mec·anisáios. de 

--- - ·:;.; .. : ·,. ;,c;:~{:?~:~:{E.'.'~:·Y~( ;_~ .;~~~~~~: th~":~'.·:;~1~:i.~'~.:-,~·;:Ú :?·¿~~-· :{:~~~,;~ .. :.3~:!\(--'.{~~&,~.:~ú.:~lf ;:~ .. '.~l~::"'.--.::-.;~~~,'L~:~0,~:~~~:iz~:~~-::~ id?/'~;~~::~~~·-.:~\~~~; :é1~;,,; ~%->~ - . 
desarroll?· · .• ;~. "n~fe~~ÍiopreciHzar: estudios-,.fundonale.s·{detaU()d~s-iédeLlos §g-res·. que.-

intervien~~--~~f '.~i ·:~f~~fr~~~.~~6~st~~;~K~f~~~~3~~;~jfs;·:)*?~f~f~i~i~~;--~~·:~~B~t;~\··-~e1··• 
desarrollo. se:: hbn realizado_ desde ·.:dos. ap~ox1mac1ones;: Desde; la ·;aprox1mac1on clas1ca 

' '.- -. . -. :- <~. ·: ·:·. +.\ .~ ~~x:,_:!'-~~bi,3"{ :_ -I5.~r:::: })t't':_-~;~X;>/~j~:- _: )é~j_: ~i-.'~,;-;; ~~i~~~~,>····~;:~~~~(l~~!~, .. ~.f;:J:::. t~J.~::/Y~~:I:\~/.::-~;¡ fi~\Y;}SF~·.:,~'.f} .. :·;::·;~:J~ -''. i 1.::~: ·;'.::f ~·;.~:~ -~· 
se obtieríe:/primero•··un ;mutante'·~ y;: é::i;\tr'avés.; de ;lás.i).alterdéiones'(produddás ·. por ' la 

2_::;· . }~} .' :{~~~·.·::; :;:~tf~.:?ff.~~:~':_:~i~:: :~,~~~?{f·'. .:~ ::~·~.~ . ;.~·f l.t?:~~t·:·:\('.:~::;·~~~~I::~> ·:~tf~!~.f:~f:f·:~,t~(~·-.. ·:?!~~{.·~ -~fi.~:f ~f f~;-::~:\-~t,~~t~;-:.~~~V:(:::. /·. -.·- ',. :·· .. : 
mutación se'.•deduce~;la ~.func1on · del;.gen; Despues.·se·'. ubica :el, locus/afectado .. y se· 

genética inv,ersa. qué ha. to mandó¡ ventaja· de los div~rsos· próyectos,de'secuendación 
.. .. ::~ ·::.: ~:.b ·¡· l\: ;_;)~. -,._ ;~$.~.>--~:~? :·· ·.ri.~~.-!~"~(;i.~~;·.:,;~i·: .. w~~tr.-;~;;~~~.;·.T~'.·~<i\~.~~--·;~:·l~?~:<'.-t~~~~~~:§;:~t .J~:~.{:·~f{X~~ ·-~-;;f-~iJ~.z:E,·t;:-~;.:· ... 1~-:.>:: ·:\· .... -.'.~··:~ .... ·-: :: 

en vanos· organismos _modelo{:1dentificaun.a •secúenda:s1m1la( a genes;·que:.ya :.han. sido 

caracterizab~s~.{~~·~a' d~~b8~;iF~J1¡·~~;·rtv·-~2~b~~~i~;¡}~/!ii~',,t~~~~1-~~~~~j~~~
1

}f,~Út~n~e· 
... _ -.·,_ .. _. .. .· '. -, ;<-: ~>~- ~:: , .. ; •. ~. :: ;,,_· • :; -~-~:'. :::_: :'..--:.~·: ~i:~~-:, I~~~i~!J~)t '.~)~~/;;~. \:I;{~;1;·~ '.·;f;~~·~:.~-~~f.~~~~.~:~~~\~'.-':~~i,~:2~t~::.)t'.~~~:)/;Ji:~:: ~'.. ·:_~ .. , . '.· .. : 

específico para tal secuéncia (Smyth. :2000; Búrgéff/200 l); En Arabidopsis; las füerites .de 
; . -~ .... _: __ :·:-.:.:·~ -~ ~ .. : _:;.·~:·~: ·:_:.~·.::~~-,·;~\:,-... ?;~?~.-_)J:{~~~/~J!tt.~:1~\t.~~:;}~fJtJ~\f~h;~%};_.,_ ~k~t;~~~f~~*~'./f~i=->-~~:1~\);X~~~::J~~~~t~~~~F;~~~;~~~~~~-¡$;::~~:f:-~· ;_<:~:: · . 

mutantes para · estúdios ·por .0 genéticO' :inversa 1'sorü'poblaciones;: mutcigerieizadas •por 
. -. . - _ - . _ -. . .. ~:. .-.:3t ::::-~:~:~t~i>-~~1~·:·.-):::;}:?~i;·:~:;f§~:.··>:~~,~·:.· ··~;.~}{ /~;#r·t~.~tt :. ~;~~~j.~:~;?~.f/){iY;~-{%,f. f ~';l~~·:/~-:~t::(- :?~~l} _:·:~~: ~'.~+; :·:·:;·. ~ .·~-· 

inserciones de T-DNA. o_ transposon~s;:1os'.mL1tantes}de:,interés}puede11 •.se(;ideintifk:adas 
, _ ' :::·· .. ;·;_• -.. ~~:;~~:~·-: :f-;~~f~~~:~f\j'~~~~~~~ ,-;:~~t-: ~:;~{i:~: ~:Gi\\':~i.~dio·.~~~~~~~~~~~:~h~:·;~º:~;~.~' ~tú~~,·~ ~~~\~<-::--;t~~;o;J;i¿;i:·~-::if~~i~~-f~fk,~;;<f ~=7. -.. '. :. ;". ·~ 

por la presencia de. la ,secuencia -- ~,e. i~~ega~<?··; y la iC:~~9c:t~riz(]ción,·.m,?,1,e~ulc:i,r,d; tales 
• . ·. . . \.·. ::·.:.;:< · :;. :.~:)j J-:·{<. ;.:)'.)·::<::'{> :;;;~ix~·.:3}-r; ·s.~~·;·;;¡.:.;::~;'._. .:.l.~~~\·, ~'.:;,~~'.,:_.:,:;.;r~r;;.·\;;.~~·\rsr;,~:::·:'.t~~:;.){:~·~:~,;~~:":~P;:?_:~ .. :t'.::"i~;~·,p,~:::. :: ·_ ··.' 
inserciones dentro de_ un· gen ·son 'lin' paso ·previo 'a' la caracterización funcional .. del gen·. 

-. ~" ~ ~e.·:; .. : :~:;;·:: ,~-·'.;~1~f ~ q~~ . ,.."_;;: _;:; .i;{ .:: 'J~:~:tt,1~;-;~ -;·f¿t;~ .. >~1·. ~ttt-~~::~f ;;~~::r-r;;\:;'}:~~--~?~-~r~t:,~~· ':f.~~:~/~~-::'.~;;~- ·~f~,-.: . /;: ;~ ;·~ ,';:. -_ .. ·". 
a través deÍ · mutarit~dArid\rsoq,y?·Y\'ilson:,2900¡.:·. •;·La/·~~nética ;Jn~~rsa;7:nsl)•primera 

etapa. '.t~m~'.é~ -a~F~~.'.~I; ~~~~~;oj~e,"'~5'~~~{;~~es '~~ "~~~f~4~~;$~í~~·~~:~:'e~t~~Íar •. ·.·así '.-· 

como sus rélcidorles; filogenéticas;' évidenc:ias que 'sérvirón de guía en ,· los análisis 
.;·.·.:-. 

funcionales .(B~rgef{2001); 
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Desarrollo en plantas. 

A diferencia de los animales. que tienen un mecanismo linear de desarrollo. las 

plantas se caracterizan por tenerun meéjanismc:íiterativo de dE;lsarrbllo (Cronk. 2001 ). Ei 

desarrollo continúa a lo Íargo de todCJ la· ~id~ de: la pla~tc!i· d~bido ;O IOiteración 

:::::,::~~º::~;t:~~~~¡;¡~:I~~~~~i~~i~~~~¡~~11~~if 1~~~,: 
que albergan~~élulas! proliferativcis. ii:)aif~reflciOaai(qúej,al(dividirser:darii origen ' á los 

distintos te!i~~i;·y!~r~~~~;f <f~~B~~~~lrJ~W,~Í~~i;;~~r,~~11'.~~~~-·~~;~ª~~~ t~~~~~~~rr~,;nl~{es'. 1as 
plantas· son:: sésiles/ lq~ plastiéidcid del 'desarróllo,;vegetcit;permite:a · tc:i ptánta · modificar su 

. , .. >, . :.:.:'.· .~: .:~~~:·:·-, -:·:,::;.-.·-./~~e{-:·;~;;~>;.;:;~~~K.~.~1:~;~·'.'. :~~~i:·~"t:-:~~;~~!:~\fi~~~~,>~~:~Y--J~nif.~t~;~f~\\'.t:~~?::~~:f;:: ºS~t}:;}}~;~_:~-:·:nr:-;'..-·::t~~:;\·~~'.;~,;~:-:,:; ~:': 
relac1on ·con el .alllb1ent~a trav:es':det:.crec1n:i1er:ito· (Raven et al.;J 999) .. "!:'. ;>~ · ;.:. . . 

~~ ;>:- · ;-_-://. · ;~d(\ ~;-~i.:1F:·~:~J~_~:;~)}i~'.:~/ t{:rA':_-:tt!4{<'.- w~~~:. ;r1t+{~~.§~.t]~~f:~:1~t~t;~.;r~~i~~~:·4;Wff ;;J~~~~r J3:~~/.&Q~\,.<-\t;ft'.'.~}'."~~\'.{.- ~~;·;~;::,:. ~;-~> :- . ~- ~· . _;-·~ -_ 
En ptantasrdespUés :de .la fecuridadón;',el cigoto se divide y prodUce :et embrión. 

::~~:::~:~~~I~~!~:l~:·~b~f jl1~iiltiil~ii~t~~:: 
de raíz., ·Mientras qUe et eje radial ···.seco11forrT1~· 'delffcer1tro hació·,afufra; ·'por. et· 

pmca~b1uii. ¡;, mert•temo tundament.01 . )~J¡~f §f~~~t~~~I~ ~~~g~4~;f n1~.<> 16 
proliferación celular y entro en reposo hasta tci9:~rmin~C:ión. '~ur~nf~·:1a:7g,ern;inadón 

·:::::::,e~:::~::"::~~::~b:~~;;:~:\;1~:~:1t~1:t~tf 't;i~iiii~t:f :::· 
meristemos extiende los patrones de. tejidos, estabteé::idos\eritet;;en:ibrión !,(Scheres y 

Hefd•''º:o'.9::~lai.~e~éfi'!J2.i~e~;~¿lld~~~~:;~~liill¡~~~~:·:;,mo 
sitio en relación con tas demás células. de forma:·que no hay, migración celular ni de 

.. -;__.: '··- .~::~ .: -- :.~; :;.~ .-'.·~.:·:_;~.:; ~ f~·:· ·, ::.':.·~~ _- -~;~.-.:: ·,;;'::_.- -; -~'"· .- -.··.<::c;~~:.:'..~~'f; .\-;~~f~· ~:;~}¡~é;:~,~~~~;':~{\:{?)f,'{ffi: .. :~:~ . . .. · 
tejidos ( Cronk. 2oq1 ) ;·PE:ll?id,?. a es,tcisJimi.f(lcic;>nt?~:;~t, S8íl!~81 ;~e,;J,<;1~/cjhfisiones celulares y 

-: · ·,.; .:-/.t:~ .. -: .. ·/:=i:'.' ;»;\·t .. ?;:;-~··~,>·'.:::,.· . . >~,.: ·,. ··~:'.:·:· · /;.·.-:--';_:.,~!" .. ·:.-c.:::.<)?/, .v:-\~- __ ' .. :N.,~;:.~·~~~~r-,:9:~:?: ::;r;.:: ·:· ·· 
su orientación •. así cc:ir:'ºel control_dela expansióné;elula~/dirigen.lci morfogénesis en las 

plantas (Howell. 1998). 

3 



Arabidopsis thaliana como planta modelo 

Arabidopsis thaliano (L.) Heynh es una planta pequeña de la familia de las 

mostazas (Brassicaceae) ampliamente utilizada en el estudio de, divers9s aspectos de la 

biología de plantas. en particular los ·de 1dfoe~éti2~ ~;:bf61agí6'~'~cilciculai: \/arias 
' . , - ::·~::;: · ..... ;;-:~ >'.:". :~~, '.-il' ·- : f.::~:~·:, ~:;;~ ~- .-. <.:o. -.:~;'~i.·; ':·~ ... -~;::: ::--}\<:;~,<~-~::·· ... - ' 

características. biológicas •y• experimentales han' h~bhó~ de i esta !plc:Í~td)ú;;~ organismo 
... _ : .. _ . 1;·.::::~;· :_~\;· >'-_ :;;~:'_-~--· '.~'.~;:-'.::- -.'. ,:.;;~:; ;. · ;~,;,:_L . ::;::::~:_·_ · <~·,:;:_ .. :_~8, ~- :: : ti~::':: ~-~r:.:.tt~_'..~:f~-~~~~~j~15J~~:-.-. ~-;~:ib_::{~~LJ~~J}:·~:.i{A:~-:i!J~;/:~~~¿~-:--.. ';~:·;J:.. --~~-: 

modelo para .e1·.·estudio': de· plal)tas: ·Su tamaño·· permite ,culhv.arla. en .. espac1osreduc1dos 
":·; -_:~,:-_ :· ~-;~~ ~-~::-~:\r:} ~~-:;t:·_ :~L~:< ~,:~·;:?-. -~:~:~_~;-.~-. ~ ~.JL _· s:~~~ .:·,_: ~-;~:;·~~-_ ~;-~~~;:;~ ;1/:~::¿.j{;~.":~ :i~r~;::\~!~~} .. ·:·1'.:~z¡.r:~\)~'(·1:dt~:i1iirj;:A~~s~~~~:tt:V;~ ~~(:·ú: ~ >:~ ;'., , , 

en tierra o. érí medios de '.cultivo particÜlares/;se propaga: fácilmente;: 'id: cjue/produé:e 
... -: ~. :-.- · , ~:;e ._ ':~)~::·~- ._:};:; ... _-;-.:~~:-~ ... :'~~i.:~:/:~: · I--~~-:~~ ~:: ~-t~I:~_-· :·¡t:~¡:~:\'~~~~{-~;;'.:::J;f::~~:.-\:;~} -~;j~;·'.~/~ijf! :::.:::111ft?·;-~~~~~::~i:·/u~:?t(~;~.f:~~? r;,1r;.~.~:;~: :{~:~ ~-

cien tos a· miles de· semillas y: posee Un ·~tiempo: relativamente •corto: de ;gel)eracion de 
.. :: -. _''--·:.- ·U::.:-~·;_·-;:.~~-;>.;:·'.(\~- '~;1~ ·:-.{~~~ .. ·:-~-~~?i>:T:~t --·: ~~~{\ }~?;:::r.~~:~:~;L ~: '. ::_.__· .-~)~~-~ ~---~~~-~//'. -~<\: {~~~~;·~·-/~~;~y~~~~~~:.;~:~ ,~+;·;_·:j?: ~::-:.-

a 1reded or de 6 semanas; Arabidopsis tiene ünci'.flor. perfeCtOy tiende ó autotertiliiarse. lo 

que permite obtener lí,;~ds lZ~;~~f~s $''t;~g;~~~f~g;, ~'"8~:6~i~65.:~S~~Ú~h~~bié'n es 

sencillo realizar. cruzai,'.Ei~i~~~~1di~W~f~~j'{¡~·¿~:~;:;\~};[fb;~~~;¡s .es .una planta .:~;~i~ld~,; •su 
<>';=- ,~;~~\-- < ~~ ,.-~,~ · "t:~~~ · :,~j·~·::.,¡:~'íJ'::·~~:.~r~);:;~~\~:: - "'·'.~:· ,:.<''--

genoma es pequeño. cori~Í~te'd~''afr'~d€id0Íde?125 mégabases de las cuales iís~4 han 
-:/; <'."~;,::<.-~r:t·~--·--.. :~.'.;{: .. t).~~'.;~¡ i·.-:~'j:(.-!:;_~r::~:~ :·)~~1-:~'. ~.¿;,~~.- :~~~>'-:->t~-,,- · ·: -- . : ._ ." .--< ... ·<:·'.-'.::\'.:"·:;·,,~:~<?~\-:,\· · ..... 

sido secuenciadas .Y'.seiorganizacen :cin·co':cromosomas· para los.cuales .. existen mapas 
:·;,~·f.'·';'·-~_':_'_ <~( :.·_·. . [.J +".:.,~_:. ·t;::: ·-<:< >. ·,__. ·:' ·:::.>- . ·'.:'::< 

. _ .. ·-_ .. ''«_._.,'? .''-_.=~_ ... , .•. _:::'·:· .~r··_,,,--;_~'-'-"'-·",":'.l .. >·· . . . _·· ·-'-:''-__ ;:-_._--:,_,_, __ ,~.·-·,<.-, .. ,, 

genéticos y fisicos!'Arábidopsis es, suscéptible' Cl fránsformación genética· mediada' por 

AgrobacteriJii, :'i~i~;;~;;~s./~c~~os,'p;;6~~t~ós: pueden· ser· ·rec~mg¡~¿:~¿~i'~Jg~V~NA 
externo que ~u~8~.}~1}i~t~g~~d¿·'ª!··cii~º~ª,~ª 19 plantaftv1;;y~r~~itz.i,?tí~7~bC~net 
al .• 199,9. Th~ Arabid~psis G€lnom~ lnitiati~E:l. 2000¡. 

'' En Arabidopsis se han identificado varios genes que controlan diversos procesos 

del desarrollo. 

La raíz de Arabidopsis thaliana como sistema modelo para estudiar el desarrollo en 

plantas. 

Los mecanismos moleculares que subyacen el desarrollo en las plantas son 

complejos. para entenderlos es necesario el estudio un organismo modelo que permita 

el uso de estrategias experimentales óptimas (Scheres y Wolkenfelt. 1998). La raíz de 
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Arobidopsis .es• utilizada como un modelo para el estudio de desarrollo por varias 

razones. 

La fCJéilidaJ'i:::on 1adt'.ie 's
5
e ;~cilitan escrutil"lios de ~;ántülas muta~.eheiiadas para 

- , .:· .·.:·· ·.,_ .. ::,, :··~.;.,::.-·~ :-·>.<:·:·: .. ~~·/-~_ ... _.-~- -_> .. -, ;·~;·<-: .. ~ .. :'r;>:~": '.>~<-.. :.':>:,-.'- --·~ :;··' ~··r:/~ ·." ~'. _:;_:/ -: -_:.~~-- . :~:\:-, ·:.·._;_,_ .. J.-~>:>~-(>>(· .. :· . (\: _:_:·:·: - : :·, . ' ::_: .. - -
fenotipos d.e.ra!~;h':1. persJ~,i~: ~~triJ'.ficOr varI~s ?~n~~ ~2vrJ¡cm~~~ ~g· ?)':'.e~s~~:aspectos 

::.:::F~~~~~~~~~~t~7Fit~1i~~i~~~~~€ir~~~!gi~iJ~~~~¿::. 
ArobidO¡:>sis:: (Dolar:i:;: 1999): La.· s~cu~ndáción;;,del g~~órnO ••de0rotiidópsis:_tia'c~ ·. posi~le 

1a car~cter'.::~ii~n-~~·~1~~~1s.~~:.di}!~-~~~·~~~~-é~~;;1f ~~f-~~[;}~s~"~'¿~i~iig~i)f~~~;~~c·~·f .ª::.·.E1 
· 

tamañO pequeño iY la tránsparenda 'de• 10 raíz:'de Arabidopsis han Jacilitado·: el• usc:i •de . 
. -. " 1··:< ,·:-_ ;::-~~.'.';, -:~-j~~: -, ',,~;:~<. -, >.'··-~--.·.e) ... ;..'"._~ .;:,··'".;:~ ""~ ~'- ·:> .. ·'. :~~-~-· 1 ~:•7''.;_~ -~,~~-,.-, <;:: ~ ~-·-:~~·-.;,, ·i:¡¡.~;··;" »:··.: -.. ; .. '·,·~-~ -·: <,-;, - ;-C\i:~· ·.~:<> .:· ·--- ·· . -· .~. . 

técnicas'.' niicr~~uirurgicas\ Ci'Le' no.' pueden .' aplica,rse· er:i , otros_,_órganos 'cie{1b /p1ar:ita 
:t~{_ , "':' _· .. :4,~ .. ~-:.;,r _;~~-~~:· ~::¡::,-·;_.::a~f;~ ;,~~1;:~~ 7-:: ..... '; ,~'.':-~·-'.· ··;:~~:::-_ :>=- t hf:\ :t~ .. ~,s:! .. --~·--,-,; ,.~,·:·-. ,~-;;:/ ;:F~-~i~::t~~~-;.· {:~:.~; 

(Dolán' 1999) .,,, · •···.· .. '. .. ·· ..... ' · ;, ... · .,. '·" >.,,.ó, · '·· ,., · <"<·· ,. · · ,, ",'' :': .. ·;·;'F ,•;.';;/ -~ :::·0 ,.~ •• :,., ...... ,, 

~ -- ... ~-, i»:~~r:. - .. . .. "~, <";¡~¡ -;:\;~ ';J>-·- i~{;: /: !'/·' .. »\. ,_, .. :.;:~~'· ... -- . •' ;•:',~ ::;:( /:'/~~: <-:.t' -,- .. '.·····.'·<·" /-:'.;· 

e<leceo::,¿~,~~l~i'.~tji~~?~~z~tSíf j~~f ~~~~~~~gi~i~~~~r~t:r~ 
primordio de órgano.'é La .. :conformadón'.é:::ar.acterísticadeL'/r'neíistemó:,'apical .• de' raíz 

~ .· : ;;.::~:_ :· :-.'- ;~. ·:~:_;Jx~~·.;t~~>:-.;~~~~~·--~t~~;~~- .:;?~.--.:: __ ;~~~~~-:- :-;:.~e'.~~:~?'~.::}};~> '.<l~~/~.:\t<if .. ~-.-~i/·.~;<. ·~··k;;0;.~:.tt:.\~~f~~i~~;:. :f >~ .-::.~:~:~?'.:.~~(~,~·\:.'..~~-~,<· :· __ ., .. _ _. - . 
puede reconocerse. desde .el.estadio :de :corazón· de la embriogénesis.· La secuencia de 

~ . . .· .: · '. . . · '.-;:.~T:; · .. b?'..i-'\~\~:~~t:. -.~·tW;:.·~: E~~j~->)~~~\r: {~t;~,;.:":t.~~~-·~:. >:-~~t~~:. ~ .~;~'.;':-(. ,;~:,;~~'._}~~-~:- ~~~~~:;'.·;·.: .. :~~~'.'.:iM:\;T.~~f<::: ,;~t~::::)~;é'.·Y.,:1~:;t~r---J:,~;~~·.:.:}~~,}~-:~ ~-~~;: \.-~.· :·_~\: ·. · .... · : :_· 
d1v1s1ones d~.~onte~;'la;embnogenesi~. ese; i~0an~,ble· por :l~i~~~, el ~:'.gende las :~~l~las . en 

dos se 
--::<':.:: 

,,_. 

.:·,.;__;· 

del 

longitudinal:,,e~f~:;_61callzan'ciJ"¡c::~·madurez en._lci:iona ;de;;diferiinciadón 'dori'd~!"1as .· 
·. ·=-·· · ::,,· ·.-:;_~~~e;·~ .. _..·;~;._.·~·~~~\-~ ~·~sy,.:, .' ~~{{ .. :.-.~. ._.,.·· ~::. ... __ . .· . .. .._.,.) .... ·'"·~~- --:~-:;·:~ · .. : · .. :;. ,~~~:{~~·~J:Si1:~'.:.2~tf~.~.\;_;~~;.\=:~l~ ~~ ?~~~~<'.·:.~;~ · :/~ · 

células no incrementan más·su longitud (Dolan;:et al:) 993, Dolan en Russc) ét;aJ.>d 999) 

(figura 1 ). La erg~-~¡~~~;:~~:~ ~I ~j~ radia;~~ I~ ·p~rt~ '.~~~~~¿ d:e Í~ :;~íz;e: ;~ncilla.-ya 
que consiste . de'. c¿pas 0Mic~lúlares . de teJidos. écm¿éntricos con ¿~r~cterísticas 
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morfológicas particulares. La epidermis es la. capa más externa de la raíz. en esta capa 
- --- -- --- - ----- _·- __ - --~·-; - ,- --· -. '. . - - -- - - . ' ·, . 

celular se .alternan filas de tricoblastos y atricoblastos. cuyo d~stirio celulc::Jr está 
. ·,-:·_. 

determinado.•por•.ipform(Jc;i~n·.··~osiciona1.;:pe.spu.és·······~e···~.nc.l}entíall:1as····capas•··cje.··córtex .Y 

:::=:·k:~;,g~~~~{~~?~~~1~~~i~;~\r~~~~~~t~~~~if~~~~r: 
la altura'. del . niedstemo•· üna : capó'. más~' de' células';-lá ':éofié::i' lateral.< énglóha: ci•.f a . raíz 

~che~~de 
de forma regular nuevas•:células'a.lazonamadUra.de la raíz:·1as)ilas'resúltá11tessiguen y 

:- . :~~!:: .. _~,,~-~: _ ,~ ~:>·- "~~º<'.- ->+ .. ,::·;~;~;;::.;:~~~-~-~~· :.;k\~~, ~~:._;,~; ... :· /"~- · :··.-· :;:": _ -, . . ··~ - :'-:,.;.~- ·>:~{~~~-~r:~\~~\~>;-.l~:p':·:i;~?\ .;: :'.'~. -_ 
extienden. el pafrori .. previaménte formado por las células madUras '.i,t:;esfoblecido desde 

·--_ -. : '·:: · ~~~:;~~ · ~-' .. i:~~~l:-~~:~;·.~~-,/~~~.([;. -~~~~l},,~-~:~i~~_-_: .'$~?fr. _'_-~ .· __ < · · · :·· ·.: .. ,__ _-: }~->-·'.·~,r.;: -,~:~·':~~>',:.:-(::·· · -··: 
la embri~génésis/J~Osjcelulós···f1"lós'apicales de estas filas.laS,~élul~s?iniciales. actúan 

como. ·.·~érC;;(J~~1.H~~~~·•f[;~:~'~.~.~lu~l~s .•. lniciales produce~·· .•.. ~t:fr~~-~:[SiMt.};ªpicales que 
permanecéránltC:C>m6t6~1u1&s)rnadre~ y células . hijas .·basalescquefse.§ciiferenciarán 

::::2:::d:ei~ed:e~s=a•ªr[r~oi,l:l:~o~ .•. :acie!:l:u.¡la.P¡a:•r·~···;ets;1t
1

:a.~n;Jpf,r'e;s.:e.~n:,t~.:;e.s.~.~.:.: .. ei.ªn:. ' .•.• _
1

·.•.·_ªt~o;~ad!a~.}r~;af :-,zti .. 

0

.;·:·t~.Lo~di~oi~f ~;;~~;t;::: 
estadios . . el':tié'ri1·pa/¡6ér1tey y·· 

:~:::::~:~~:~~~;~ir1JI~!~!~~'.~~~:~;~~'.~:~:::::~.~: :: 
un grupo de cua~;~-~gg¡~I~~¿ que. se dividen d forma. ¿~¿ofrecuente. denominadas 

células delce~trif~~:~~~~~~e (CQ). Sobre las cuatro ~éh..Jj'as.del centro quiescente se 
. ,; ._, - i,-~,~f.·_){" ·:~.~; . . . . ';" . 1 ' -· 

encuenti-Cln las {células iniciales de los tejidos c:iel cili~dro _.ce'niraL A nivel del (CQJ y 
' :.~')' . ,'. '; ~-_.:.'. 

rodeándolo ~é e~~l.Jentra un anillo de iniciales de ~ó~ex''y ~hclbd~rmis. Bajo el centro 

quiescente se encuentran las células inicialesde columela. y rs>deC:m.dÓlas. se encuentra 
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un anillo de las iniciales de epidermis y cofia lateral (Scheres y Wolkenfelt. 1998; Ocian. et 

al. 1993) (figural). Experimentos de ablación celular han permitido postular que el 

Centro Quiescente podría inhibir directamente. mediante señales de corto alcance de 

naturaleza desconocida. la diferenciación de todas las iniciales que lo rodean al estar 

en contacto con ellas. manteniendo su estatus de células madre. Por otro lado existen 

señales que promueven la diferenciación desde los tejidos maduros de la raíz (Scheres y 

Híedstra. 1999). 

(b) 

IB'"oeoaldotc0"1•• - ~~~;nn•S. 
., endodefTTltl 

Pt,riddo • Cal1e•; endodetmls ~~ Coho ~ 

- ln•C1ol de epode""i" y col'° lote"Cll 

-~¡:::."'º 
, . · lnic0o'81 de 
'"· .... ~ Colurnelo 

(<) 

ZONA DE 
DIFERENCIACION 

ZONA DE 
ELONGACIOM 

MERISTEMO 

COFIA 

Fígural. Organización de la raíz de Arabidopsis (a) Esquema en el que se aprecia la 
organización longitudinal y transversal del merístemo de la raíz (b). Esquema de las 
células iniciales que dan origen a los distintos tejidos de la roiz. (c) Organización en el eje 
longitudinal de la raiz. T. trícoblastos. AT. atrícoblastos. (a y b tomados de Benfey y 
Scheres. 2000. 

A pesar de que la sencillez celular de la roiz de Arabidopsis ha permitido 

entender algunos mecanismos celulares que subyacen su desarrollo. aún se sabe muy 

poco de las bases moleculares del mismo. 
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Genes MADS-box de plantas 

Los genes de la familia MADS-box codifican para· fa dores de transcripción que 

se encuentran en plantas. animales Y.hongos.y;estón involucrados en~iversosprocesos 

biológicos (Álvarez-Buylla et.·ª'-·-.·. 2?~l'~~-.~·§~~rg~-~i··.~~:.i~~ªlt~~il~~¿s.~\:~~{~?~:n\~ó/•.1ci .·· 
presencia de una secuencia conservada. de :180:§pb denominada•.·caja'.MADS;-·que 

codifica para 0n· do~i;,i~td~_,~¿~i¿~:,8 r:g-~%.w~~~1~~~Ri~t:~;_\l~~;~~~i,i~~;::gg#f~t~::0~c>~\r~n·· -
: : .. : .. ·, .. ,; · ·; ,:::r::~-.~~ ::ii?:~-;:\.~;ú::.~c ~~/f~~ [;~,~;~.~··: fXr~., ... ~:~· ... ~~-~- ·;\'.,~} ~ ,-.. ;~.~~.>:1·. i(:~~~ :/?-~<-~\;:~~.::«:}::-~:~.~··~~~h\J;}b~~i'.~:t ~}~~.::};:~~~' .. :~'~i:~·}~. · . ;_~ · 

acrónime> de.· Jos•. primeros-miembrosidéscritos:•de' 1a·;tcimmci:' Ja'.'pr6teínci Minichróm'Osome 
:~j~.' ,::-~:~·?·{:~.~;-'.·E:.~}\:·.- ·y~:~<:·:.~;~:~;;:~ ,t::{;~ :;~~\·:\'..'.~~.:~~~:i· -~-~·~~/~:J;~~F· if ~~·~·~ ·_ ~~;-~::~; .~l~K'.1?.:if:h)~~:-¡7~2~>\~i~~~:,·:-~~{(:_!~;~~~}~/i('.;~,r··tr}}:~}~.-~.: .··:·,: :;~ . · 

Maintenance 1 de {Saccharomyces'icéreliisiáé. ''las: proteína AGAMOU.s i;de: Arabidopsis 
/::'.~.·-, · ··:~:t ~ ~~t~.·¡· -\~~¿;~':·:~~<·'._~~ /?.:~, ,,~;~~ ·f-. ;-~?·::~.1~-~:;.,.:Y. ·-~~:-~·~.~;!~~:~, .0

, ~'.,·~~~-~~ -~>;·,,.:_, ::,\:.:"-,~~t:' -::·:~~~r::::tf'.~;~~,.~,r;~~V/\~5~{~j~:;F!;~:\~:·;·f·'.~~::.: .;;/;~::~ .; _-,_:·.·· 
fhaliana···.y:;oEFICIENSi,de/Anfirrhinúm;,·majus.',.yJ.Ja\proteína.nurñana'SERUM•;RESPONSE 

FACT6·~Jit~~J.~i~f {{~~t~?~~i~~l~¡~1~Jl~l,~1~i,~:)}~{¡~~;_que···· · 
distinguen por diferericias'eri ldsecúenck:í qüe c6difk:á para el, dominio MADS (Alvarez-

-- ~ _.;~, ·:.~:_:.~~ : :·:'.~-~. ~ <f1~~~; :-~~;;¡_~~~·: ~ ~\~f/~:::{~!~f f~,; ::~~~:~it~i:( ~n~t~'. .. ;_:¡~?;t :·--x~~~~~:: :~t~\H((f ~~-:. · .~~;,·:,\::~y~-~.,\.·~:;¡¡:(;~~~-rf :· '.:~!~~~~::;.:_?-.-~;,+:· ::~:/3/_,~ ~·r --
Buyna. et.al. 2000bf.1E~ ~ipo l,seJ;caractenza:pontener.,una secuenc1a;.de7union· a DNA 

- . ;. ::·-.... :~· /~-.~·, i~:/~~< -::;~~~;·~;~~ .. ~r· ._:~;;:.:~.-.. ~}·;~--~ :·~i~~:; .. -: f}~~.~L:~~!f ~;; .. , ~·~~~~~--~~ '.>i:~:-;,::· ·;~:~;ft t:~ ~;<+;;,;~<;_~~iJ~;·; ;~~¿.;;~)_;g~~~· {~:~~Ir~·.'~:~·:,:~:-~ .:lAl;·::.::_~_:< '.- .·:,' ·. . . 
·similar a.la delJipo SRF;de animalestníientfos que elTipo lrcorriprénde á IOs genes MADS 

~ ··.· ,( .- :::r.;:.i:::.:;;•:,'L'.;:\'.::·~ ·--~.A~: '~:1F;:'~ H·f:··. ··:~J\.;~'.~f~1~~~:<~~~~Jj}3~-;;\·i~t ... , ·'~<<tc.~ . .-Y1;~:·:·: ;":•.'···-'~\:.~'.;_';t:(:{~:~f:·~K~J7f<~f>'···~ ~':' ·, ·:: . - -· 
cuya secuencia de unión a DNA es similar a.Ja de'las proteínas tipo MEF2 de·animales 

ocurrió, antes. de, la, diverge11ció'deTanimale~·y. hongos :de,Jás·:p1é:iiltas (,A.lvarezcBUylla; et 
,- ·:_ ··.-. ! ·. :-,~- ~ ;~{?;(·_ ,º:.Z'f, :,~~&.(~--~~~~~ :c~~i- ~1)~r ,;~E··:~\,':.~,'.~_.'··.·.•.·.~.-~.·-~:~-.:( ~'.-~.·3~.:A·.~·: .-··.</~ .... -.:.'+~~-~. ··o:~.· f~~\ ,-}~,;:fo:~<~'-:.~:·:~-¡,~.¡~~~-·.~:~~~\:)_~>. 

a/.2000b).:'<'••.·· 'JEf,:;,h_~'.,: .... _,c,::c:.. :"'.' · ····,; .. ,, .,, . .,· .. ,, .,·, . .>·.:~·:':'. '''~.-:":,·:," 
--: r'.'f ;.~ff:.. -- - - ~<~,_:,:;~ -.. , .... : ...... ,_, _-~'",::.-~ '-'.-..::.;:;: , .. ---, -~_<,~~;-~5:;~:,; . .r~ft ~'.·~ll'"',~~::·;:. ¡-_~.:1~\;¡-.·.--,; · ,. 

La ·~ .. ~~·~!,í~.:~~·,.1~~··~;~:~. ~?:~~-~~~~{~~~~·~,~~\TI~' i~,#f ~~fl~~~:~~\V;-'~~~r~~~t·~~zados 
pertenecen al linaje;Tipo !1 (Xergara~Silv,a;'•eta/. 2000;:Ng y,Yar:iofsky/2001 ),::Lasproteínas 

. -. :. _;~, ,; :,~.;·;:;:~;:_·. '.': f~~~y ·::~:~;]tF:-~tu.~. :~::i:C:: ·: .. ;f~*~: ~-~·~S~,~:;i:·'.·fü:ns>~Wfo~ ~~¡~!/ .; :;~ .. ~'.~--, :r~b-~~·~,j~~'.-:~-;:~:.,~~'i'.~:;> ::¡:~;~·;;~1~/-.:::~T~~~h !~ts~\::, ~'.-~~'.::·:;;>'.<· ~: '." :;'~(.··;--. \~.:.'..::~: -·:·; :::·· 
cod1f1cadas' por; los· genes MADS~box·cde' plantas•;t1po, 11: poseen una :·estructura :modular. 

el dominio MADS ciltcimenteí"conservaciode alrededor ... de'~60 áminoácidos:v··que permitE:l 
.. ·:\ ·- -,-.:~-. - . ~··~!~?? >-.·~~\:.:_:-- ~~?·:. _ :·x,.·:_:· -:~, «_.:'. \ ... - _ . .. . _ -.~·- _ ". ;"'.':,\~.~::,::~~~:~:~:::~r::?\~:.t-~-:~·':- ::~~t-~ ·:.~~·~:~:: ~~t~~\ r~:- -:. _:>. :·~<~··:· .·~---'-~: _ 

a ,. la proteína , únirse,:;a1~ DNA;,';'::un: dominio> 1. intermedio " :segúido.: pór'. un 'dominio K · 
·,· -.· ,•.,, ~.-_:·~-·-· :-" -,· .•;·.: , ... ,.'·· -· •"''~'-· ·:~;-· .. - ' .. ·-'··· ··,.,: ...... ····) .> 

moderadamente' coriseiYado de. alrededo(de 70 aminoéÍcidos, y pre~Emte ~ole en 
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plantas, que junto con la región 1 parece estar involucrado en interacciones proteína­

proteína, y por último el carboxilo terminal poco conservado que parece ser. un dominio 

de transactivación (Theissen et al., 2001 a; Vergara-Silva et al., 2000; Jack, 2001 ). 

o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200aa 

Figura 2. Dominios de las proteínas MADS de plantas. 

· .. ,·, 

Las proteínas ~ADS~l:::Íox• ejerC:en su ~~nf:ión como factores de transcripción al 
.. ·.{.-, ':}:;·\ .·«c.\. . .;-~·;'.: :. ~~!S;.';:~:.:-Í-:'; '.:,".~ ', 

~::: :ª:~~w¡~t~~~if i~~¡¡~f i!~~~i:ti·~~i~f9lii~l°~:~Fi~;. 
las proteínas· MA~S-bo~ se unen•.() !°'fcaja CarGicomo hom~dímeros •y .heter~díl11~ros 

:::,:::~f ;;t i~i~~lif ii!il\lli·i~i~iliif ill~~~~~::: 
genes. (Honrria Y. Got0·:1 2001 f:{Como parte' de' la'ccíraderizaé:ión fundonalde los genes 

MADS-box ~~~;~[~t~·~~~;n~·~ ~n ';;'~~~·~~~~S~e ;;~~~ ~~,~~~;~~~~~o'·ly~:~~r6motores y en 

algunos ca~~s, ~L~'.{int~ones, de forma que se han ic:Íe~tifi~adc) áive~sos elementos y 
':-' <<'-:~:.'/ --~_ · .. _;-·::_f~·~-

regiones .quÉ{ deteiíninan sus patrones de expresión espacial y temporal (Sieburth y 
- •••••• -, _ _,.,-: .,,. j ,_. 

Meyerowitz.'.1997; Hill.•~t al. 1998; Tilly, et al 1998; Bomblies. et al. 1999; Busch. et al. 1999; 

Honma y Goto.'2000¡. 
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Los primeros genes MADS-box caracterizados en plantas especifican la identidad 

de los órganos florales en Arabidopsis yAntirrhinum. Estudios genéticos y moleculares de 
, . . . 

estos genes permitieron ge riera;~ un· rriodelo. en el que .la. acción. comb.iricJtori~ d~ tres 
::~ -~,.. ::·_/ .' 

clases de genes espeC:mC:a 1os cuafro;.verticilos florales y se conoce como mocie1éfAsc 
~--_: .· :·... . . _·. < _:'· .. '.· .. :~-- >~<~.:.:·:':·-}>(~¡:~--~~; .. ,Gr;:~-;·:~)~~:-~ --~tL':S?::'.~ ~~-~\~/: ,·_';,, ".. '' .... -. ·. :., :· ·.- __ ;-,_·_ : .: ·. -. :'.;~~>'· -:;_~-:·::'~-.' ;-S\>:Ul~~>j.~;t;,;_.y,_~:~:;-: --r>-·,, ·_·.-

(Coeri· y.· Meyerowitz;n 991; Veígdr(J~Silv?~~t .ª'··º72000): Tod()s-los(genes\Interact•ores-~en. ·. 

:::.;;:1:t1~tl!~~=~~!~~tl~~~.J;~;1~5io~rj~"~}i~~~l"~~I~!:~:~ 
. _ _ _· -.. ,. , ___ ··/ ·· -:::~;.:~-,:~~~~~;-:~·: __ -.;;~ --~ .. < {::·~~~{~-~'.-~~~~:{:~~2~_~./,f~-;~~;·_~--:1;~:t·\~; ~~~~::~<::Y:~/"}~~J·t~r:{r.·t~w.-~~~:~~~/~:~~~H}'~1Si~~:-~r:::~,~-··:: ;~~~t:~:,·{~?;~·>i'.r~~-· -.:~:.v· .- , _,.·: 

florales en posidoíies' 11ormalnieinte;_o:Cüpadas(po(;otros Yórgariosc (Coe-n' y)Meyerowitz 
. - . . , .,_ ;~:: -~: .·, :g_:::·~ ~:;.~-.-:~·. :-.~~\~t· · ;~1~~: ... ·~~~F?-'·::t~:;:·~:t ::;t~Jf}. ~;:;t:~~·-:· ·i~~1:~~~- !?:!g:.::~~~;;r~~2::~h:.;_:i~1;~~~ú ~~--}~rt .. \l;~:~~::.;.;;.S.~·::_:.-t~~t~.:~~7i~ .:~~~<~-,":~·:.;-~\ '. --rrh·:·. ~;: .:::.. · 

1991). Reciériteínenté'se,.hQ demosfrOc:lo qUe los'.'gér:íes de': las clOsesB y'.C reqUier,en de, 
- ":.·:~ -· : : -~~ ~ .· :~};~_;_ .~·??~~h:~ .J~.f:I: ~l~1-F::~B~~:~f ::f~,\~~~\if~~~k~'.:~;.~t ~-:~}'.!f{~-~~;~~:.·:·:~~iJ'.:::;~ Z'0~~~t-. ~f ~~\.}b~·~f ·{"h('.ij!J$:'.:5:i$~/ ~-1.~;1\;:{;:.~·;; ~·:g)_ .. ~::_~,·-t~:~ _-: '._,, ·:f . -

la acciói1. d.e _tres; genes:~altámentei relacionados:,y~funciorialmente/r.edüridanfos·~-: para 

detdnn;~~')~i:~~~~tf .f f ~f,~~~?,~,t~f~~*l~~t~~;i~~~~JI~t~( ,{s¡'icg~ne• 
SEPALLATA -·l/2/3,'(~elaz;~t1:a/.;;~2()?0J.',;Eviden~Ias.·~~l~cular? r genéticas ¿~dyan la· 

:::~~::;~%~¡~w~~~~ii~~~t~Vi~~!21t:~*~?Ii:m::::~:::~:::~::~.ª'~ 
angiospermas (ih~·iss~r1 et'ai?f2ó()of'.' .. , 

E~ist~n 'hici~•:d~- ~3 ~~¡,~~ J~ ¡g~: f&iiiíua •. ~~o's~b~x en Arabidopsis (Jack, • 200 l ) . 

Análisis fu n~i()~~~~~~~~~~D~f~i~-!f;~~1tnb~ ~t;iD~*lón de algunos de estos genes han 

revelado .. ·qJe': los''g.e~~s'\'~~{~sta·.·.•t~rfi\ua?~stán~involucra~os en.: divers~s.· •aspee.tos·· del 

de•arrollo ~":. ~~~h~·J~f ~~~.~~t1~~.~~~~;,~)~~f~t~~J~J.~"~la~'.''(~'?1S~~~.~n· 
demostrado -.ser·. importantes··-en ::1.a :;',determinación .v1• tiempo ;-.de.~ formación . de .. •,Jos 

.-: ,·: . ·: .. :·,::·~ · : ~\\~ · . :_ ;t~::, ~--.-·;~i~i;'. .. 7(;7::.?.-.>~F~: :};~~?1< .t~?L- , ~ITJi;-~. · '..~¡~.;:.',_.: ~~:~f:.:,~ i!~~!C'-f ~~,~¿ ;.~::(;:~.://',,-:~?; ·:t:}~_.y::: ~:~) :.-:-r::t~·:-::;H.:~~~,,~:;:~L~ .·/\\~\~~:, 1;·-~f;:, 
meristemos de.flor.e inflorescenda (t.:ee'et'al:/2000;:samáéh éta/;;c.2000iHdrtmcinnét.aL; · 

-~-- -)~ ·,· · :~ ::~:- ,~-·; ;:~~~~;-~": ~:'.h~·: Jw:r: :E0:~~4:_:;~Wl·:·::::}~~tf ·:3~~~~~~;:~~;.~;:~,~t~:~}:; .. _t~J:::·:::!;s·: -~;~~~3-:./-::Ie(~~~:~;~:~t~~:.r:~?~~·:·~)~1/·~~3u.;~r~2~~~/-~~:,~;.~:/;f;~\~::·::5,:·::· \_--.- · ·· , .. 
2000). en la arquitectura (del/meristemosi2de,Jnflorescencia.·:(Bowmán':;·et;'.'al./'';1993; · 

_, · _ :. : -... :-~) : ··:?~t-:- .' :¡~~r-~::·_~¿;;~~~~: :;-;::~,:~~~;·~~~~;~:-~:~·:·:,r.~~!9.:.:.: ~\~J;~-:~~.r~~1~~;~:~~H~;~>:~;~;wr; ;~s~\:~2:H:?~ti:~:;::~:.j~·7~;J:~;;#. ~~~~~@_;.:.;~:~::~}·~t~~~1:~\~~~~1?· ~:~;i~~1~>·· '.}:~/~ 
Ferrandiz et. al:; 2000hY. en .el ;tiempo de floración~(fl.:'.\ichaelsy//\massi¡ici;;'.19.'?.9) ?,así c.01110 

::¡~- -- ·: :. > ;_: ;::i,'?:_: .. J)~;/.-~;gr:>· ~t~t:.··-~~~;;;·: .. ·:i:~~~r._: ~r;;:,:_·.:}7~~-~-.-~~f:~~:;-~t~\k:-" .ff:0\ ::~~;;/;~. :;~E~·:-:::~~?:{:.1::·~:·:'.~~~: I:~:;.:,_.A"ó~~r~.~:_:~;~?;../;: ;~ .. ~,~--- '·">!<i-'· · .··:~- ... · 
en la especificación\de}tipos celulares (Gu 'et;a/.i''J998;,'.liljegren etc' a/;; 2000), ·y ,en .ló 

. ,_.,._ ... ~-- -.. '(:·_ <::"· ·. :~:'---~----. ;-~·~~:; __ ~·;~:\::'.:·.·::'.:'.~· :-~·~ · ;:~,~::: ,' -~~~ :::.-· ~::..:~_:: :_ :~~·/.-- ,.i.~J~~:· ':'.:~:·<~-~,:·~~~;~~;-~~:.:,¡)· -:';::~· ::<~~;F:~r::?,-"::~('.;~::.-~·~·~~-~· :·J~E:~:··- ; --: '. .. . . 
elongación de raíces laterales en respuesta a ni trató N03~(Zhang y Farde, J 998) '. ( 

. -_---- -- ·· --. -·~·-·,- .. :.::~·r-;·::;,:-:: ·-:T~> ·~-\"· ,._~-:~~::., ... _,,,.'":º· .. :'.(:::::·- :': ·::-- .. _-·~·~t?: '.~.---~~~:.:-.:7_',:--::'-~<~r->._;:-~-- -:-:·~;.-¡o;·";"S<"·:-.' ~r''.~·-" ,-~··:?: -:~~::~·:-'·--->~:-- ----
.":;. 
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Los primeros estudiosfilogenéticos de los genes MADScbox de plantas revelaron 

que se agrupan ~~ciados r:nonofil~ti6os/cuyos. mi~hibros 'tienen. P(]tron~s ·de expresión 

similares·.•.(Theiss:n.;efaL··•l.996) , •.. Por· otro ladoia .• · disponibilidad d~se:cuen~ias:cie genes 

MA~~~;~•x .. i!e ;~lª~t;~~~¿;;permitióge~er~r unajii~~~f1 (~~~~i~J¿~I~~~i~2~~.~~j~ii·1~,·~n 
muestreo niás;pmplio:.el mapeo de los patrones·de;.expresiónde;mRNÁ'~de'esfos genes 

:::::r~~Ftr;z~~:A::::::::::::~::~¡~t f f i~~lf illll:~~z¡¿~~ 
la importancia·· demostrada por. los genes MADS:box:eri'•el;í,descirrollólde e'sfructuras 

repr;~u~;ivas. ,·los. genes MADS-box:~~G~~ri~~;¡ihW~t]ftJ>';·~~(•i·~'g~~~i·;~·lci~5 ¡;Jstructuras 
, - _ ::<: -'. -.. ::_ .... : >-~. ~ . · . . . · :~~-:-_ :: .-~~:3\;,:_:\ .. i/:~~:t· ~::~~f}--,~i-~~;~~\' ~lf~~~L·~~~~ri~~ ~~~~~;:;:: ~f!;~:r.·: _?:{~.r .J;~~~:-; }~~1-<~:~t:it;: :~~?:~:_.--.. _~1~;~~t ~;'._;1~:?h ·:<::~ -_ -:- _. ... ·. 

vegetativas (Alvarez-Buylla .. et ot' 20000) :A parti(de la filcigenia de los genes MADS-box 

de Arabidopsis ••.... se:p~~t.CJf ·~g~~~~~}~s'f ~;~+~~~~.;~1'.~;¡~~i,~~iii~G~i~r~~\~~~~:~\f:?J~oun: . 
patrón· de expresión ger:iercilizcido.:,:y que: duplicaciones póstériáres'resUltaron: en'' genes 

~, : ·::~~~.: ~· ·~/~: · .. :<;,~:~; .ri:t/·~~J~~\:.:u~;~{;~.:~; ·!:·~::·~~~· .:;:·~z::./~~~:~~\ :,w.i~~'.:· t~;t;; '.%~~t;ti~;~::::::r{l~{;~)J~~~x~:-~i};J~~Ji. :i·:~~.\ ~}{~~~;:· d:\t:,:. :'.~~;-~~:.~:~~,:·~::;_:V :, · 
que fueron· reclutados' para \dirigirtaspectOs ·'específicos'•' del :'desarrbllo:; reproductivo y 

- ' :. ;):~ ~;· c}t~.~·~:; ~·.\N~: '!.1 ~ff~: :;~~~'.~)~ .N:~:t; :~t\~~:~>:.~~:g~,,·.:U~?'.¿ .t·~;I;~;· ;;{.~~~ ~11·,f~\~~.\'.1tf~S'·:.~::r:::~:~,j~~~;?i/),~\'{.\f~iit-:.~;~~-~~<;~~J~x:~ ,: Ff~~-~. !.~ ;};::~ ~-;· '.<\ . ' . 
vegetativo en plantas'(Alyar'ez~Buylla;tet;o/. 2000a)~':Estos':Onalisis;'filógenéticos•también 

- . ~·: ·~. :; ::::: .· ~-: ::·~:.=.?~ü~~:·:~·.;_(;:j~. '-\:~~'..:<'.···{ti--~---~ l:~{~~~'.l . ~~~Yk :j:~;::;:-~\>h',:' -~~;-~~-,~~~(~~-~~:,·~/i T~~; ·::1!/:/:})i~.:::t§\\_·:iiJ:· ;;NJ;t/~:'.{¡/ .. \~~}ff;.~.g~~::· ;~: t··:·~~:···:; __ ?,··:_ - ~; 
revelaron nuevo·s grupos' de: secuencias· altamente relacionadas;; con una. identidad de 

mas del .70%·,~f~í~'{~~~~~:~f i~~'.!f~~i~~óz1~~1"~~,l~jri~i~~Ji~~.f ~g~~~~~i¡~i~~~~~s~.··e~t~s 
genes son rec::l~nci?rit;e~ fün~¡,onplmente;( estO:iritorma<:].Pmserá',de'"gran Utilidad en la 

carade;Í~a6iónI tÜ·~~í6~61 d~i t~I~;. g~~~~ •• ~~ ~u~\5•. p'JsiJÍ~ ~~S~: sc';1C, las .•mutantes 
'; ''• .,. ,;.'; ,- ·: .. :;>.· ;,·; "· '"t, · t\;-, ;".' ·-:-: .. V-, 

múltiples p~esef1ten un fenbti¡jo anÓlizable; (Álv·a~~~-Buyllci. ef al. 2ÓOOaJ. 
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Figura 3. Filogenia de la familia de genes MADS-box de Arabidopsis basada en la 
alineación de los aminoácidos de la región MIK. Los distintos colores indican el sitio de 
expresión del mRNA de cada proteina. reproductivo= rojo. vegetativo= verde. o 
ambos= azul. En las proteínas dentro de la caja K se predijo un dominio K con coiled­
coils. Los ciados A. B y C se señalan con puntos rojos en sus nodos. 

Se sabe muy poco de la función de genes MADS-box expresados en estructuras 

vegetativas de Arabidopsis. sin embargo la caracterización funcional de los genes 

MADs-box de plantas permite hipotetizar que el patrón de expresión de mRNA de estos 

g~nes es un indicativo del sitio donde ejercen su función (Burgeff, et a/. 2002). Varios 

genes MADS-box se expresan casi exclusivamente en raiz sugiriendo que estos genes 

podrfan estar involucrados en la morfogénesis de este órgano (Vergara-Silva. et al. 

2000). 



Antecedentes 

Diversos esfuerzos por identificar nuevos genes MADS-box en Arabidopsis 

thaliana, han llevado al descubrimiento d~ genes de esta familia expresados en distintos 
;;\ ,;, .. : 

tejidos. El cDNA de AGAMOUS. LlKE ·• 19; .·AGLl9 (número de acceso en GenBank 
, .. ,, ,, ;,,_,' ''h", 

:::::::d:~1d~¡~~lf ~~l~i
1

~~!{i~~i~~1:;¡;~~;;1:1~r~[i.~=l~~::~: 
mapea en :.el; cromosoi:riaT4: de ¡;•i\rabidopsis :. entre Jos. marcadores: g ]0086ofy: g4564a 

(Álvarez-69;f ll~J'!ti~;i;~~f~~~1i'.t~~;1~1~-1~~~~~~,H~i'.§~f ~*~~~~~~~;~~~~;~/{tf~l;~f'.7 ;~~p;esa 
exclusivamente en .. tejicio'de . la .rClíz~ ~e}!,t\rabi.dopsis ,• (p.lvarez-BtyUai:et a/.' .• 2000b). Los 

datos··· pre1iti?~~~~:~~· 1:~reR~~~~~.~~t'.~~l~f~~;~C¡~~s~~.(:~f p~~p'.f!~;:~~í~:~~~[i~:;~~f n.i,;~ná1isis 
adicionales · E';f:'.fcC>~ªdos'•· a · deter~inar> su··· patr.óri ''de :·expre~ióri\ irí; si tu . ~~:;'. mRNA~ · La 

hibrida~ió~;in1''.~lt~~i~V~~L·1~:f~Í~1~·;~Ll~·j,~~/~ .••. ~~·:~1~·r:s~_.en:1~.~c;:~::~~~'..~2::.~~;~~1~.']ffiª 
lateral y la epide,rmis ·de: la zona meristemática. En la región diferenciada de la raíz el 

mRNA de ~~Ji/~~ :~~dÚ~:~{{~S;~~¡)~~~~s:}f()~-tip¿;s ·cel~lar~i J~1· ~il,iri~~g·:'ª~~'fig/{~~~sd~ el 
· ~.:~,.~-: .. · , <; · ... :··é, , .· ~~~~~~·,:, ·.-;-,:~,~:": .. ~·:¡;;:~;}X: I~~~~.~. :~:~ ~ ,· ú{,.- ,'- .·.:.~r.·: ,·.:.: ;· · '.- ,., >~ --~-·-":-~ ;:~:; -.. ~;;,X:_:.~: l:~; :}-... ,: ;:J~V ;tti~f~_;_¡¿;~~~r~·~·:.~f t~//~;~\;;~~,~t-~<-." :. ·:~:- ·_ 

periciclo a los tejidos internos de'los-haé::es vasculares.(AlvOrez-Buyna:e(a/.\'2000b) (figura 
. , ._ ... , .>-- ·--" ::·.> :i-<: ,_, ·:::!r:·· _ .... :;--_, . .-:<·:;t.·''" ... :i'> ,.,-:~ -· ... ~-. ;:.:-_;~: .. ~~-...-:/ ·f~:. '"' .. '.:\:~:\ :,::;;>·~·,:~t?r-~;::.f~·:··;.~ \'.:· .. ·,:~'.:,· " -- . 

•J. E>tUd;oi ¡;¡i,¡~ni;;JJ~·<i*3t .. Js1ón; ,,.;~ ~\;~~i,f dl~~~\i~ ~;Q'J;~~~J, 
revelan que AGLI 9 ·~·s~ ···?9r3P(J,)e~~··,~2.·91?'.~g;."±~~~f ilét'id;{··~R:Y:J~f ~l~~~~;Af ;·~·é,~~~resan 
mayormente '.·en··' la .. ··raíz:.· se .. ~ .tr(J,ta.~'del ···-.clado.-.cie%0kk~foR' •. QF.' •• ~~EREXPRE5:S/.~N,.·.••Of. 
CONST ANTS (S.~C·;·, ;·(fig·~-~a ;1· {~11~'.~m~B~~~li~~~~f:/;~;ª~~-?S·J~Es\±~~~~t~s\~~~-~st~··c;ado 
son, SOCI que se. expresa,en\:ráíi••;hojas;-,t;~.flóres;':AGLl9 y'AGU:4.•;tque·;se expresan 

-- . · ·: · -~.·~~ :;· <~]{~-~ -1~~s~. :.J.'.:t;;f:'.~:;}tt~t\:~;~~~;:::~~'tf;!~tt\~6~~;-;;if:~~~:~',:1X:~~;~.-~:-~~:~t,~:)\i~;~;,J\~::f.~~~} .. :~·/.~;:~~:·-;·wr~~:;sr~~:;;~:~r~~:h:~I:>~·-;-::·:.:.:~.:::·. · :··~~:: 
exclusivamente· en ··raíz,:. Y.AGL42{expresado ,exclusivam:ente S.en:las celu.las\del :Centro 

-·.:. : ' .. :~~-· . ?).'.- :;:~:~~:~ ... :~::l~.;:t~;'~~;.1\~~: l tJ:;~~.;_;{zr~·)f;:M~:·~·Af;[,h -:tif?_~{~~·J\:'.:S~g;;~~~~:t1:;:}~~~t·:~'.~fi~~f;.~~;:{:~~i~t~·¡ ;;~;:~~101f / ~~~~~~L:~~\~:;::- '.'..:, -,:;·:.· '. -
Quiescente (Nawy, T;com: pers) :'. Graciás·.a1 término. de la .secuenciaciófl del genoma de 

- .-., .- . :--.~· .. : : ;;. 'i ·:_.:,: ~: .. _ .. ~:;::~~·:'· · ~<:: .. :~:: .r;~~~ .. :- : ~,::.~-.. 1~:; 3};~:-~·H:I-?-~>, ;:'.·,~;'.:.: Trf'~t: :;~~~~:;:.J~%~¡~~wH~:-::::-~:f ~/~f:~·~~\ .-~~~;::~. t~:L .. >:~\;~ -. -.~-:\\; : ::.;~:·:; .. · -
Arabidopsis · se:' han identificado . otros. ~os 'miembros: dé: este. ciado;' AGL7 I :'.:; y AGL72, 

···-: >;:·:;· •. ·::.J .. "<::/'" --.: r·::;¡.::.> ~i~>-.··r:·:,-,, ·:';2\:~':~f:'.-~~:-~ ;x'.;:.; .~<-:,':-;-: :.~~t><0~/-r{:~;,_ ,,:.~;·_·_. '.,.: .·: · 
cuyos patrones de ~xpresión é:le n:íR'NI\ río hán ·sici?. reportd~qs'Ji\.1éJrt~nez:cCisti119, .C:om. 

~,.~-;· 
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pers.). AGL 19 y AGL 14 comparten más del 70% de aminoácidos en la región MIK, lo que 

sugiere que estos genes pueden ser funcionalmente (Álvarez-Buylla. et al. 2000b). 

Figura 4. Expresión de AGL 19 en raíces silvestres. (a) Corte longitudinal del meristemo de 
raíz hibridado con la sonda de RNA sentido de AGL19. (b) meristemo de raíz lateral y (c) 
meristemo de raíz primaria hibridados con la sonda de RNA antisentido de AGL19. (d) 
Zona diferenciada de la raíz hibridada con la sonda antisentido de RNA de AGL19, la 
flecha de la izquierda señala una célula de endodermis sin tinción (tomado de Álvarez­
Buylla. et al. 2000a). 

Objetivo general 1. Corrobora~ ~lpát.rÓn.de expresión in situ de mRNA reportado para 
• "':~,.. , '. . ; • . - e·.,. , ·~ • ,. . 

:~;.·.'.··~-· .(·'.;;·:. ,·,,., 

AGL19 (Alvarez-Buylla, et~o(,2000bf é:::i;ti'C:IV:es de la elaboración de construcciones de 
,:~ ;::;~~··. :;:. _1·'. .:(:""' 

secuencias regulatorias p~tenbi2J1~s >c:ie •AGLl9 fusionadas al gen reportero de la p-
.. : ', '·>· .· ,:·. 

glucoronidasa (GUS) de E coli:: :\. 'i 
• ,·• ."o" 

Objetivo general 2. Carc:Ícte~~9;¡, molecularmente al mutante w19. l-3, generada 

mediante la inserción del trans'posó.nEn 1. Para este objetivo se pretende corroborar por 

PCR e hibridación tipo Souther~ I~ pres~ncia y estabilidad de la inserción, así como el 
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efecto de la mutación en la expresión transcripcional del gen a través de análisis de 

retrotranscripción y PCR. 

Objetivo general 3. Caracterizar fenotípicamente ~I muta.nte ~19. 1-j, a través de 

experimentos de cinética de crecimiento ~ I~ det~rminación 'd~ distintos parámetros 

celulares. 

Hipótesis 

La construcción del promotor· completo. de AGL 19 recuperará · el patrón de 

expresión reportadd pc)ra AGL 19; En caso neg¿ti;_,o; las secuenciCls ·.contenidas' en .. el 

primer intrón cont:+-i~H:in>.si~ios de;.re~u;\~~i~ri ¡'iiTI~orÍant,~s para __ dirig;r·. 1.~ ~~pr~sión 
espacio-temi:>ara1 ele este'9en:: '"'. ~ ,,, '"<<:~::)_ifü' , /Ci ·-·-·-· :.: ·· ··· ,. -· .. _ ·:.:· -. · 

, .. · .. , .,-·. '•.::'.:> ~: :- ,. J .• ,,/ [;:;' ;J:. t;~!:. ·;';?\ '.U/ ;;;y~;~;:.!:.:; : L ::,. (.,o' ·; ¿~ ... ,,,_ · •>, ... · •.. 
AGL 19 está _implicado er(el desarrollo de la .raíz de_Af, tha/iana .-: por. lo t_anto la. ra_rz 

,:.: .: .,::~. ,- -:~f i ~,~·- ·~~-~'~f~:.: 1~X~ _:_·:~~:~f;.2· : i(;~\-:;·:i:~·:;:i··:~?1t.~>:·e l~',~>~~r~~'.V-f~~?3\~/~~·ft;~'.f ~~~r~;:-::;(~i~:%::%!~~::: ~~;~~f.:~:;~~~:>:~t3.~,:::\~:: .;-._,; __ ~~~:.::~.2 :~;:::::~:-~~~;~\:,_-:~~~/;:· ·::· ~ ,~:'~-· ,_ !; ·.'. 

de la mutante w 19: P3 se desarrollará de manera anormal con respecto a la raíz del tipo 
. . . .' -~ - >/, . ~<~:-e+;;:·:.-: ·-:~:-t:~-~ .r;~:~, :--~~::·~~t.--·~-~~F:;< l~t~r--: .. {~'.::-~: .. _~-·~~~·:~:~-~ .. ~::~---~\):;:'. .. ·>-,.~< <:\~ ... · .. /:, "_, " .. : -.. .-.( · · :\~· -, .. , · _.;, -· ·. 

silvestre. AdémÓs, :5¡,;_. es~,~~~,_;~q~~ -~1 ·j;~ec:to)cj¡:i5este'.Mutarite ~~-~~<#.l?p~ffü~- ci~. las 

característicCÍs celulares de colu~ela,' cc>'fig·laf~;r¿'f;;~ ~iid~rmís''~·~ la'z6~c:i rr;e;rist~::nÓtica. 
_. . ·". . . ' .. . .. . " ' ~.. . .. . . . ... . . ,; . . . . 

15 



Metodología experimental 

Construcciones de secuencias regulatorias potenciales de AGLI 9 fusionadas con el gen 

de la P- glucoronidasa de E. coli (GUS). 

A partir de la secuencia genómica de AGL 19 elegimos cuatro fragmentos a 

fusionar con el gen reportero GUS: 

1. 175 pares de bases 5' del ATG 

2. 175 pb 5' del ATG. :f: 2002 pb 3' del ATG 
':.~:;e-:_'.·,,~ ~.·-,·" 

3. 2699 PBS DEL'.'ATG)tc. ,,._;. k 

4. 2699s. ~~.5:;2F~,~:~~J~!~l~~~?2t~b'..[' ~0el t TG .· . . . 

El tragmento;lfÚe planeáé:io'é:omoún minipromotor, es decir. un fragmento con 

el aparat~:.t;~·!i~;~'.*~'.~ ~~~~Tu~~i~~ci~: :~:~l~:~~e~., El,fr~gme~to 2. posee el .. minipromotor, así 

como el primer exón:.el·primerintrony./28.pb):lel\segurido exón, estós.úitimas para 
-::·;::->1:~::~~ '.~;~:~\- ~¿:·. ~:.;-:; "':· +·;::<: ~·::¡«:::: ·, .:; ... ~,-~~:: ;Jf..- . :;__-_ .. >,:;.:..:, .. ::~;.:;:. ·. ·;._;:; -. -~.> -: ·~-,., ·.::. :~;~---:/~ : :-~;\- ·' ::.:·; ,_ .T .":·:,_ 

::::zt~:~~~t1~:,~2¡~:,tflll~l~f~l~!~~~l~~~lf%~~11,:~=~~ 
promotor del ger1y se trc:ita de 19 r(;)gión'int~rg~?k:.a h(]sta eI siguien.té ge?; ~Lfr()gmento .· 

4 abarca ~699 pb 5· d'e1 .rrci-a~í ~~~g·;r~p~¡~~i1g~é>~~i~~::rJii~~~· i~~~60·~;~·'.·i~:~5 del 
_; __ ·- :,.,_·· . ._:_;:,- -_:_:.:.:··._ - -

segundo exón, ·estas últimas.para mantener')cí're9ió'n'cleedición'y conseiV~r ~l'marco 

de lectura con el gen reportero (Figura 5). 
'.<" ...... ' 

Se diseñaron cuatro oligos para amplificar por PCR cada uno de Jos frá~'~emtos 
;'<· ~ , .· , ... _-; 

propuestos, los oligos al extremo 5' de cada fragmento fueron diseñados co'n e(sifio de 
<,.__-·; .-~(. 

•. : ~' :·· ·- '.'""'.' ·. - ·,.· •. '' ·e . ' • I ' 

restricción Pst 1, y los oligos al extremo 3' con un sitio Neo 1 . Los sitios e' de Üestricción 

descritos no se encuentran en los fragr:nentos a amplificar. de f~r~~¿;:f~1Je· fueron 

utilizados para la clonación 'direccional de los fragmentos en distintos' plós'~idos. los 

oligos son los siguien_tes: . 
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AOl F S' GGC TGCAGT AAA GAA GAA GGT TCACGA C 3' 

A02R S' CTACCCATGGCCTTTACTTCT AGTTIA TTC 3' 

A04F 5' GGCTGC AGT GGT' CACTTT TGT AGT TGG AG 3' 

A09R S' CATGCC~Ta GGATA¿ ¿6i'f2AAT+ GTT G 3' 

Promotor Exón l lntrón l 

1 "P 
0200 600 1000 1400 1800 2200 2600 3000 

1 
A04F A02R 2 
A04F 

AOlF 3 A02R 

Exón 2 

I~ 
3400 3800 4200 4600 

A09R 

A09R 

Figura S. Ubicación en el 
construcciones así como los 
Minipromotor+Exón l +lntron 1. 
Exón l +lntron 1, AO l F-A09R. 

gen AGLl9 de los fragmentos propuestos para las 
oligos para amplificarlos. l Minipromotor. A04F-A02R. 2 
A04F-A09R. 3 Promotor, AOl F-A02R. 4 Promotor+ 

Los distintos fragmentos fueron amplificados por PCR a partir de un templado de 

DNA genómico de A., tha/iana ecotipo Columbia. (Col) y. clonados en el vector para 
\-):/: ._.__,,_'\:' ~·'"- -·->··. . . .., ,_, ' 

productos de PCR?~G'E:Nilr o:pÓEM Teasy (Pro~ega)/tres Clonds positivas para .cada 

~:~~~:~º~~~:3E~Jik~f ;~:., 5;~~=rf~~:r~~~Sl~~~~~:!it;~;~E;?:,: 
errores en' la secuencia· clonada,' para. cada 'constrúcción>} se: extrajeron los. fragmentos> 

'·~ ;~. ··::;_:_. ~<t:. :_>::A'.\~~:~?~·:; :'f 1[~Y~ .. :- j:~~€-i~~ :;~:5t :_ i~'.J¿ ;~~~~~-)\~~~:~ ~~~i;R~s-)-~A~: ,: :r~"~.\:~;\,i~~?i::/.-ki-~;~~:·.~~t;~~;_.;~:,:;g;::.:_ ~~-~j~:~ if~·~!t~:: ~:~~ti~!i.~~~t}:/:~~:~~~~<:\;/:: '. ._:\. · ... ;_ -.- -
clonados. cori las énzimas;; Pst 1 · :y:.Ncó 1 ;)cádá fragmentó. füe' ligado¡ eritre, lós. sitios ~st 1. y ' 

Neo 1 · . d~I .~lásrni~o ~RffA·; qú:':]Ueva¡al.g:n·; reportero;;:GUS\ (ane~o;'-d0;'':prot~colos,· 

plásmidos;y ~li~~s;·:,(:~~~~,fi~:~¡~~~}o';¡~~íg~;d~'. ~- '¿¿'~I¿~ :u,bb{¿~g~d ~~'i¡ ~;i;~·~único • .·· 
Not 1 deL plós~i~¿ 6i~bri~';G~k;~;,~~;¿';sú:fra~~:f~rmaci~'~. primero en Agrobacterium y 

.· . . , . -,.;,. ' ... _,· '· .. ,- .. - ,,-_.- ·. . - ' 

luego en plantas silvestres (Col) (anexo de protocolos, plásmidos y oligos). 
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La generación Tl de cada construcción se seleccionó en placas de medio 

Murashige & 'Skoog . {MS. Sigma M5519. M5524) con kanamiCina. Las plantas 
' . 

transforman tes fueron trasplantadas a tierra. En la· T2 se hizo Una. tinción de GUS P?ra 

determinar el patrón de expresión de las construcciónes (anexo de. protocolos. 

plásmidos y oligos). 

Caracterización molecular del mutante wl 9 1-3. 

El alelo mutante w 19. 1-3 (Col) proviene del.· banco de semillas del Center fer 

Functional Genomics in Arabidopsis del Max Planck lnstitüte fer Plcint Breeding Research 

de Colonia. Alemania. El alelo. mutante~19:.¿•_fiene inse'rtado:.el;.tr6~s~osÓn Enl 
, , · · .,.,-~.-,_~.~ -.:;>. .t-..,":;·;.;," ·\~ .:.>.,"' '•': . 

1 
·o~ '..·¡-. 

provenie.~te .• d:m~íz .·'sª.~·r1{:nn[t.'·:t1}~f ~{9tT:r~~7'.¡~1'.~1ft;~ ft~6 ~'.~1~].st'~~~G~ff·~:~.n~~ica 
de AGL 19 .• (Figüra ~.6kLa, búsqueda ·y.~,úbicación•. de ·Ja• inserción en• este ;,mu.tente fue 

realizada en ghi,'~7~.i;~l~b~~~Y~G~j¡~.\;]~· §g1ábo:~ción' . ~o~ s:.· ~e16f/~'¡¡;g}l bi;t~. del 
.. ¡'.·,<t: >,:"·;,,~ ·'-·.···- . . . _.,_. ::··;· .. , ;?,~-. ~·,:...:-

silvestre.•·EI [Cl~~lis¡~~r~·ón1~~~· ~;~ ~~f~; tr~bc;;jo/s'e '· 

corroboró.· por soúth~r~ ~;;Se1 ~:~ot;~omufonte ~;~viamente d~tfi;ITlinado:·0tmzarido .. 
la mismarestricciÓn yso~dJ: 

··"·'<, •. 1: > . "·}_. 
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EcoRV EcoRV 

BamHI 

1 

En2051 1En8130 
-1-Enl 8.3kb 1 

• 
EcoRV 

~ ~t---G-ffi-m 

o 200 600 1000 1400 1800 2200 2600 3000 3400 3600 

Figura 6. La inserción en el mutante wag/19 1-3 se .. encuentra en .la posición 1466 del 
DNA genómico. en el intrón l. Las secuencias queJlanquean la inserción son AÁT GAT 
ACT CTA AAG GT 5' Enl 3' TTA GCT TAT TAAID. Erí esta figura 'se muestra también la 
posición aproximada de los oligos (subrayados) para amplificar la inserción, En205 y 
En8 l 30, así como la restricción utilizada para el experimento de Southern blot. · 

Análisis por PCR de la presencia y dirección del transposón Enl en /a línea mutante w19. 

1-3. 

Se crecieron en tierra 22 semillas de plantas de la linea wl9. l-3 y dos semillas de 

plantas silvestres (Col). Se extrajo DNA genómico de hojas de roseta (anexo de 

protocolos. plásmidos y oligos) y se realizaron dos PCR sobre el DNAcon los oligos FA l F-

En205 y oEAB l 7 l-En8 l 30 que se alinean. respectivamente. en los extremos 5' y 3'. de la 

inserción. 

Análisis por Southern blof de/ genotipo de /a línea wl 9. 1-3 
. ; . 

Se extrajo DNA genómico adicional de 11 plantas positivos pc:Jra l,a inserción én el 

análisis por PCR. y una planta silvestre. Se digirieron 5µg de DNA.d~;;i:c:l~a· indÍviduo con 
-~;:;:·.:o.:;-;'~· .. -.. ", ~. -. ·,:~;~:. 

las enzimas EcoRV y BamH 1 (figura 6). El DNA digerido fue, sepcm:icio pÓí'eleC:froforesis en 

un gel . ct.e Jg°c'.~f ~! :~ ;];'"~'~%~i':t~:.r,'; ,r~\t'\\~~~~~~¡~~1~~,t~~; ~~Jbnct · N• 
(Amersham):i El •··~templód6(para~ la>síntésiséi(de. la ·.·sonda fue un~· producto de· PCR 

. ~---:- :-<~- ~-~~:;~:;-: ~- ~xt~~·:é--~;¿~i~~-.;~~J;/~~~1?:~$':~Litf1?.~~-i~~;x~i~~1l:-I.~~~i~2~r~\_~\-; ~1~t:;:;\i~~~K{~·!:~~;~~ii-~t.~';)~ t~!~~'.~~-~i~~: .. ·;:;;~-7. -l:-;'..: ::-- --~· :; ~- ;'~-:·~·~ 
sintetizado con los;oligos\OE/\B 160 y'OEABl 62,· que ;abarca Id región de ló inserción. La 

::·,_)<::·,:::·.\ .. :;~;iX~: ;··>\:;,? \~~·~:;:.:::!.:'.}:~'./~· ··>~~+·_· ·_,~f?> j~;:~~·/: :1:;.){:··X1\~.~,_:,;~;~2>~1:':~~~:·-::·~~~:?:'_: ~.:.1-~:.~ ~.;· :./~:\·,~\-::.;, :.:\:-;:.· .... : -· - .· .. 
sonda.fue sintetizada y marcada radiadivamer:ite c;on'[ c(32 PJ cCTP•con el kit High Prime 

. '--.. -·«_."';.;·,, ... ;:,_:-/)-. 
· . ..... :·. :·,;"' 
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DNA Labeling ; de acuerdo a las instrucciones del proveedor (Boehringer Mannheim Cat 

No. 1585584). Se prehibrido. hibridó y lavó la membrana. para reali?ar la autoradiografía 

durante 7 días i:J ·-~O;,C '.(a::iexo de protocoÍos. plÓsmidos y oligÓs). S~ recuperaron las 

semillas pr~cll.J~icl~s por caci6·p1anta a~cinzadcl. 
· Se~ eligió la líneci w' 19./~3/i l) para ccmtinuar ·con lc:i · carcicterización molecular y 

fenotípica. 

Análisis de expresión transcripcional de AGL19 en la raíz del mutante w19.1-3 (11). 

Semillas de la.lín~a wl~.J-3(11) y de la línea silvestre fueron esterilizadas y 

vernalizadas durante '.2;cií6sU:~ '.4°c. Después de la vernalización las semillas fueron 
•e? - ':,!:· .. ~-;/ .:;?,~''. -: •' : ' 

sembradas asépt1C:<5m~nt;;''eí{'J'.)l(]cas con medio MS 0.2X con 2 % sacarosa (anexo de -. . ~ "..."-" . -· '· . " :·: 
··~·''", ' '<','. ,-, 

protocolos. plósfnici~s .)'' bligo;j; Las placas se orientaron verticalmente en un cuarto de 
' - ~i«:\ .. _;·_,,,. '<.:;:~~---'.·,.:·- '.' --. - ' . .·. - . -·· . -- -

crecimiento :C:°:n:fotopériÓdo'(l 6'.horas'cjeluzpor8deoscuridad. ª, 20.ºCJ .. Se extrajo 

RNA .tóta1 ~º~~Tri~°:i···~e '(]cu~rcj; ~º;~1rs2~Cil~u;1~~i~Sri~f:j1.E:~f:~Th~fa ¡~liZ:.'' '~;R,\l;~~~~u~a ••.•. 

raíz silvestre y unó mútante crecidcis'durante2o'días;'LO síntesiú:le la primera cadena de 
- ·:_ . : }:_: : '. :·· ·:_·;:_:._ ... {,: ·: . .. >:·.~--' :·_~:;;:~ ..... ·~~}'.~- .. :-'.:~~:-~~:::Xif{/9~~!r:·:.~~~~~/: ··t{Y·t-::·; __ \-~~~h:'.·--L~}~i~:!~~;~:;~/:&i8bii~J~E;-k~~\'.~\\·~¡}~·;J,r·t~~~t!·:{~{/~--';;.;.- ,;.~:l·~:· .- . 

cDNA se hizo con l.a.reverso .. tr,anscri':>t~scliSuperSript ~e ~cu~erdo,a l~sinstruccion7s del 

proveed.or;(¿ib~o ~RL;#~M::~<)~~~~;~i~i~ •. tt~;"~~-i~-~~,~~?~~"~~~:~~'.~}.Bf~¡\~~~¿~r~í~·de·. 
un individuo silvestre Y:2ÓOng;éle'(RNA)otal'de 1á•.raízde•ün'individUOmúté:iríte.~wl9.1~3 

: .- _ t ~-· '. · _. _.: ; .. :/--· i. > .. , /~, _;;:_:~~:-;:.::·:~~~~ .::,:l~t~- :/i~~:;. "'\~;Y/~-L~:.:~¡~~:L:H-'.i.t;·~'.,¡~~f~ ;:~~~;· ·> g~_\;:~:::~:}r<_:-2~~~~-'.·~~~~~ '.-:t~~\~--f~:J~.~~)tf~t: '-·.;~{~~~.:.-;· ~~~2 .. : ~~>~- :·: 
( 1 l). La. amplificación d~I cDN~. dé AGC! 9,'.se realizp con los'oligo~'~s:ec:íficos para este 

:·~a:.:·:~~:~:::m:~t~%~0rt·~l~~i~l;Jil'.~1~~~~f ~ii€~1r~!~~~f of ::~: 
oligos UBIF y UBIR i),C y Li; i()o lf (anexC, de pr6t:o~~i~s. plÓ~~i~cis y oligos): 

, . _. ' .. ~. ,· ,; . . .. · ·-. --
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Caracterización fenotípica del mutante w19.1-3 (11) 

Cinética de crecimiento 

Como parte de una caracterización preliminar de la línea mutante se realizaron 

experimentos de cinética de crecimiento .. en medios de ,·cultivo con distintas 

concentraciones de sales MS y sacaro~a. Los~edios utilizados fu~ron,los siguientes: 

MS 0.5X sin sacarosa -:·,::i:---·' 
.,,,, -- ~-.:_-~"·_-~f·:~~·-~:~t}~: --:)~~:\· 

MS l X sin sdé:ar5>s9 '' 'Y \i; 
;~-< , __ ;~-- :;;:: .. ,;i_~!,{ :~\t: ¡. . . 

MS 0.5X con 0.5 3 dé sacarosa 
, .:~-~ .: - '.''. - ·.:" .. .,, - ·- . ~ -

" 'e:<.':, ;·-_-,,\.',_,_.:L:;·-·;··,_:.:.:i:? .. >(;:::t;<: :'_~;-; __ ... 
MS l X con 13 de sacarosa - •.'.. ,.,-._:,.- ,._ -

MS l X co~ l;~ ~;)éÍ~;iJ~arosa · . 
(anexo d~protdcoÍos.:piósmidosy oligos) 

"'·''"· -

Alrededor d~ '26 s~miHas de la línea w 19. 1-3 ( l l ) y 20 silvestres fueron. esterilizadas 

y vernalizad~s · d~rant~ ;8~sY~í~~ $;' p¿ste:rio;me~t~ tUeron sef!Jbradas en· condiciones 
. --~-:::: :·. - :::'.. -~:z., ~- - , 

estériles en cada •. medi6:Tde?~Últivc>~ (día O),· las ,placas de. creciji~nto sema~tuvieron 

;:::c::,::,"::j:~f '~~~~;~f {!~tt~~~~~·ij~~~~~~c~f ti,~Ü~iif 4tf~:;f: ' 
partir del día 3 ,(un·.Ctfa despuesde;1afaeimindciónJ•:~osteri.or.rner1te'.'.s.e'mi.diófsobre la· 

caja de petri la 1~6~Ü~ch%j~:~~~~~~-~~~1í~d~~~f ?.~i:"~~f~~~~I(~í~I~~~1~~g~~~~~~~~n:Un 
vernier electrónico (Mitutoyo Corp. Japón). Unicamente· los datos de~:plantas .ciue. 

· '.\'. ·, ::~-:~;( :::~~~:~>~~~!t·: ... ·-;~~ziJ'. ... ~.-~:;~~~:-': ·~-~~~~; .. ::··:~~~;_:·{·_g~~~:~ :i'.~:~~:-, :~~~:,~t.\':~·:-::~ -~;~i!{:~'.t1 ~.: ~:.s~:~:~.: ~!-~~~')-·t}S~ <lt~~,~f/~::'.'.~ -.. ~.:- ·: ,::f,~:. ·-"'~~ ·:. 
germinaron el día.2. fuer?n'PíOC;('}SCJdOS('}í) el pr,ogra111a'Si~maPlotl~;l.~,Se,.obtuv113ron 5•·. 

curvas de c~e~ini.ij~:i ••• ~j·!~~:~~.f jf ~;1~~i~~~~~f ij}Th{~{~;~~i~i}~~.~~~~~~~f ;(:~~r'.g~bas · ·•·· 
líneas durante Jos·.1.4 días ;del,experimentoy los limites de confianza del. 953:·;~ . : .;;; + · .·· 

~ ·~;·" .-:~;:~-,-~_: __ 0~:': ~,'o .. :(}}_. ::·.;_~:':· :.·:~·:--,<·:· _ .. __ .-, .- :_·~~ _ . :.:.~~,.,. ~.:; .. ~ -~-'-~·,-'.,~· .. ~·(~ ~-. ;~ , .,;i;·~; -•:;:_,_ ..... ~,,, :{::-'. {; . .: 

Un eí<per,i~~nto .~di~ional • c:l.e :d~é~i<:;~. e,~ ;rf~~imien~~~~ S,~, r~<:J!i,zó' ~n\~n medio 

pobre .en. s9}e~.'.: /V\~,g~2))~.c:c5'b:i 3'1 i9c9r,<:>~c:ii~p_6!6'.'. ~sf~}~~p~rifüel"lt§~-se(sérnbraron ~en 
condiciones.de o~~·psi~ ;.'3~ ;~nlill¿s de' la lín¡~ ~~t~nt~ ~ ;() ~~ :,~ linee; snS~s~re (día O). 
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Las cajas se orientaron verticalmente y se mantuvieron en un cuarto de crecimiento con 

fotoperiodo ( 16 horas de lúz por 8 de oscuridad a 20°C). Se marcó.sobre la _c,aja de petri 

una línea sobrecél purlÍo,de;crecimientb\nÓ~irno''C:ada raíz-a parfüidel día de .la 

germinOciC:n:. (di~:~) y ~~r~f;te 8 dias-·:;,,as cód~
1

2~; ti~ras.·~~n uri · ~krríier'él~~trónico se 

midier6ri las mbicBs~<'.leh:r:~i~le~;~,é:líari~ ~;~-2-~d~- raíz.: Los ~afos de• cre~imiérito ~e. 21 

plan_t(ls'sit~istf~:·~:~-~-~¡~~t~~~~-~~Qt~;{t)fiW?t~í)tÍ3 1'6s-plantas que __ ger~i.~ar;9n:·-~~~i(l 2) 

fueron . pro~é~ad()s' eb/éí;; p~ogra~~ ;>~ighíciPÍot A: 1 para obtener 0na :'cú~va de 

crecirriientCJ, •. ~n, la '· qu~ se . graficaron .- ICJS- .·promedios alcanzados por '. a~bas lineas 

durante lós diez días del experimento y los limites de confianza del 953. 

Medición y cálculo de parámetros celulares en la línea silvestre y línea w 19. 1-3 ( 11 ). 

La estimación de los distintos parámetros celulares analizados en este trabajo se 

realizó bajo el método de Tasa de Producción Celular (RCP) (lvanov y Dubrovsky, 1997). 

Este modelo asocia la tasa de crecimiento de la raíz. la tasa de producci¿rfü::::el~lar;y la. 

duración del ciclo celular. Con este método es posible estimar la dUraciÓn dél delo 
_, .. ,·,' ... :.; '' (0>'·.·~_,:· -

celular contando el número de células meristemáticas'; calculancic5+: '¡6 .: taso 5 de 
. -:.. "";,· .. ,·~·::;;"--' ,, ·.··~ -.--: .. ;-" '".<'-·' . 

crecimiento_ vrn.i~ie:g~~--1ª/le~~!r~~--~~.\§s .. 5~1~i~-~i~:i~tJ.#~~:~~i~i~f8'.~9?~~~-- ,1_1'lanov .. '{ 

Dubrovsky, 1997). El modelo se basa en los siguiéntes sup'uestos::,·: ,: : '·-e•}"'.;: 

1-a-duradón~~~,;~1c·¡'~~~1J1~r:~~·-M~i¡~i,-~i~~i;g~g~;~~I~~~i~1~~:fr{~ristZril'ó1Í~as: 

:~:~=~~~7tt_~1r~~ltitil1l·~i(t{~f ;;:ngadón e• el 
_,__:.: -..02 > .·: .. ;:<:· -"-.:1.;;:;.: .;;;f:;" ~~f.:.~ ·--.;, -- ·- __,,. -.Y1. .: .· .. - :.·,:.; . .,_ -<-":;_:·;=· 

mismo·:- ··· · - ·· ;;f·'.'·'.-<~-~?-~~~---;~:>~' ·· · ;;->·- --/~~J}-:'t~~:r. ~}:;~>.~-:~ 

No hay desli~~-~i:~}8--~~·t~~-d:~ti~t~s'i~1b~~,~kit1~r~s:·· 
. " - ,J~;~.t :¡/;::· :.·:_:~:'.1_ '<~t.:. '"'''."-' ~::'i~~·,:_.:~·~; ,. '::'(:;.i(;/ - . 

Se esterilizaroh~y'.vernalizaron duranfe~_dos dícisAO semillas de la linea mutante y 40 - - - -- ··:-_:::,; .. --- .,;=;, --- . - -' "'"·:<.~:- - -. ,. . - - - - - -- . 

semillas de la linea silvestre. y fÜerón sembradas (día O) en 4 cajas de petri con medio MS 
i .. ' -· . . • . • 
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0.2X con 2 3 sacarosa. Las cajas se. orieritaron verticalmente y se mantuvieron en un 
. . 

cuarto de crecimient6 con fofoperiodo. ( 16 ·horas de luz por 8 de oscuridad a 20 ºC). 

Cabe_ señalar • ql)é est~ • e~peíirncintb se ~ealizó .en paralelo con el de cinética de 
. , -·, ._ . -· ·. '' 'J_,'; . ,. , •·': •.. ,., . 

crecimiento eri e~t~ m~~iJ} l~s·.lniíi~ic:l'ub~ de Ómbos experimentos fueron tratados de 

igual manera•y·crecieron eh"'Ü~-J'rnisrnbÚconaiciohes: En el dio 4. 104 horas después 
>-- :.~<< · ·- -·~:;:; ~s~~~- -<~-~-. ·,.:i.~"' .:~---~~- - '".:. -~'-.--

sembrar. se aclararon lo irídivlduos 'd~ cada liríea y estos dos grupos constituyen al 

grupo control. En _el di~ j;¡9~ ';,~~6~,8~i:~~~~ ~e ~e~~r~í) sé marcó sobre la caja de pe tri 
. ., ' . -:~;. . - : " . '"., __ , ... "0' ,_.-· : .. -_,,;~ -. •... . ' .. -. -- . '\ . ;.""' ---.: !: " . - - . - -

una linea sobre el punto 'cie dr;;2"ú·niento ;,,Óximo de la ~aiz. 24 horas después se hizo una 
.'<::. -~·::--~- ---~f~(}(_ .. --~bf'': ,:. ~~/;-t t~L : _:_ ~-~ -:: ::-, -: '~;;;~·)(;:~,.-~ ~;·,-_'r . .. : __ ~':;~.~ >L/ -. _ 

segunda marca de lci misrn,ci'ma~era/e inmedié::Jtamente ?e.spués comenzó el proceso 

de aclaran,}i:2}?¡~~~j·it.~~1,{~f ~:f~~fa~¿a@t~{~Y if il~~~tr~~:~~Y~~;~1~tgU~d. era_ 1ª más común 

dentro de,.cada·é,linea'.[(anexo::de protocolos,;. plasmidos•y· o_l~gos). Con un vernier 

electrónico se mi~ier~~ ··,6s 'Á,ª~~a\· del c~:éimiento de c:Jdd ;aiz a• ras .96 horas y a tas 
.- .- ..... - -. . . -. ·. . ·- ·- _,- ,; ·'··'·' _,_. ,".'·. . ...... ' - ' 

120 hora~. C::on los cia'tos anteriores se cCilculó la tasa de C::~EiC:ii'nÍ~fítC> y rJ~th) J<• : . 
-~-'s\ :o-._,:;:<i~·¿'.:·.·.·¡;;,c~:~:(.i-~(·;· ::·:-~'-- ,.: _<·>·: 

Se calcularon y midieron los parámetros celulares c::feisé:ritqs a\contiiluadón en 9 

plantas silvestres y 10 plantas mutantes aclaradas y m~~t~~~~'~:~t.~1~~.:~~~~~~ci~~ ~cm 
un_ microscopio con óptica Nomarski (Olympus·;BX60);,Este~tipo defDk::roscopi!=J_ perr:nite 

.. :.:_·. ..,_ :. ,:~ _'./."· . :,;_~-- -- .-- ··: __ t-;2~;j_ix~::~.:,~~~*~1i}·'.fü~~t~'. z;i:;t)~~~~~-~-:~;_;{~'/~~:,~~!~fl\'.-~ ;r·=r~(_:;:>.-; · __ :<-
evaluar diversos parámetros celulares con un.a alte~ación minirnó;eri los: tejidos debida a 

la manipulación experimental ); < -.. --:XC'(i -•?/'~_:x:~-:~i'':;1~.r!Y."i~.,~-:::,;?0:F/._;,,'L . 
. . . · ,, : :, · '~~ :_l:t./~-< '.;.,:: ;_;} k:~ :-~~fa :,~.:~i,-;:. '~~:j~i:,~ ;;;;¡:a;~z ;;,0' -:;¿:_,,;; . 

Longitud de la zona,r:'rleristemótica,'(j,tmJ>Lm;Sei mi_dió;.la,iloiigitúd _cipartir<de.la 
-· . _ ~- . <::-.<::;:~~~?:~-~i1~:;:_~;~-;~;,·'. .. ;_;:~~,:-'.. · ;};~~:~-: :~:~~:- · ;;{~~;.:~~-;~:f~~\-~~;~¡:;::)~~~~-'~}f.{'.· ::!.i~~~:~ .:.~~i;;>i·---~tn::.-~;~:~f~· .. :~\~:~-~ -~.-; ?? .... >-'.'/~·. 

pared anticlinal rnás 0:. apical· de . la · primérc:i;;célula; .de··· córtex; -/adyacente a la 
. . ··.:. . · :¿.; _, \: ·.:.·:.·.: :·-:r~f~~:.\t~~~t- i~·?:\;. -~g. i ·, t~F~-'.: '.:·.'.~~~:~r·: *1?~/~\~];';~0·J~~~¡~:~~~:1!:~·\f:.t~~:'. ··t:;{i~\f.TI:~:~ ·~~:J-: >_~~:-~_: .. "-:··<) 

célula inicial de córtex y:endodermis."'.hasta)a paredianticlirial m'ás apical de la 
·:_: · · ·. ~' .. r·;· -·f\::_-·_ .-.:s?~t~ R;~~: _· ·:Z~if ; .. >·-it~}~:. ~;;;~~~'.;~~~;ff·i ,·};~~;t:-}l~ii~l>:81~:::::1~>t(if:\~-.-~-~.~j;;:r:J:-;~}:~·-·.: :.~'.:y,:.--~!:{~:.:, .;:.~ ·: :_ · · · 

primera· célula de córtex cúya lon'gitud -exéédierá : el doble de la longitud de una 

célula meristen1ótic¿-~:~~1~~~+~~~~i~1~il~~~~;J~t··'~~j·· :-•.·· 
Número de células• meri.stemót!cas;-, Nm;./Se~;: contó.·el número de células 

- .•·;::~ ·:.-;';}. ~('.{<<t};¿Í\ ·:'<-: ~º¡~:·· .:·~-:;:·. ·: .. 

meristemáticas de córtexi~ é6!11'1Jrerlciida~-;~ cieritr6 ; la ·longitud·• de . la;. zona 
-.;, ;, . .'." ~--; .. · ·:;'~:; ·: 

meristemática. Debido a que el crecimiento de la. raíz en esta etapp del 
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desarrollo no es estacionario, el número de células meristemáticas se estimó para 

cada individuo calculando el . promedio del número de células. meristemáticas 

de córtex en· los grl.Jpbs C:o~trol. yhacierido ~n nuevo promedió del número de .. ·-.. - . 

cé1u1as meirist¡~¿f¡c::¿;5, ~Gteiriidé:is hora cé:ida iricíividuo, cbíl e1 droniédíé> co~tro1 
·;~: .... ·;·y~·:::·?;;,·)<~~· ·~' -·~·· . . . -

de la línea coriespO;'.lciienfo?0 •• \:~.e_ ' 

~::J;;~~:~1if ~~~úi;i~~~¿~~Jt=:·;~: ~=:~ I~ b1,tanl1~ ·~ •. ~~rtl,.d~· 1a 
.... "·, .:c.•c·,._ .... :.:~:,,·,:· ' '" -., .:.·:;_.·. ,_.•)·: ~ ~--" ,-.'"'..-,· ,;,¡· ;l;':'-

pared a~·~Í~lin~f·'~ó~. 'api~~i .. d~·';a primer? c~1iici ,cie :c;:ódex'.~l.Jya :Jongitud 

éx~~di<i/a·~j ···~gt,!'.~··~~·· 1~'10B.~it~~~·~·~~·á·:~é1G1~.:rJ~rl~t~~iti~·ci ;ci'~ ·~6~~x···r~cién 
di~idiÚa> ha~t6';ó·:·~ared · mós ~:pi~~1 ;~~ 1a .§é1u.1a • ci~1·6¿ri~i' ~é>f ciit>bib de 1a 

-,-/ ---. :~:-~::;:,~·;·._:.!~.'<- ·D!.:-<~~:-/~' _-·~:-------:.>-:: >-~---·.-'> :-,-·-::; 

primércl 'C:é.1u1ei·· 9e i.epidermis • que · presentar~ ü;;ci 'P~~t0b€lr'c:i~6fc::í c'cie pelo 
• ' ·:~ -~ .¿' 

radicu1ai. ·'. ··.··•· • ·. ···· ·.. ·.·,• ··• · ·.•· .. · .. • 

Nú~e~O d~(~glul~s ~J~ c~nforman la Z()~a de ~lo~gC:Íción. Se contó el 
,,·,·;.¡· . 7:'-' :-.- .·;,:,,_ .· («. -- ... 

número~de· c~lulas d6mprendidas dentro cié: 10 ciiita·~¿¡d ci~te·r¡.;,inada para la 
;-.. ;· ~,,~· _, . ·-. '.,'.:}~" >_ ·:·.:. . \:.!:" 

LongÍtucl'de/ldzona ~É,; e;longa4íóri;'. };'. ·.·; , )}''.; fr / . ·· 
Longitud de.lazo~~ de cre~icmie'íltd~·~;1d':f~¡~--,·~;;;)Yégpr,'Lgpr.:: Lm +Le; 

.-·; --. ·.:· :.··.·_ \-~·_;, · :,;_::::.·. ··e-, ... -:~;\~.'.·,_ ~-~~:~t-<:'._}~ ·;:.~:~.- --~:~\:<:~J~t :.~~--~~'.,~'.)~~;'.~;:· <~~~:i?('.~~r)-:~_~t;;;<--'._;~-~~·- ,- •;: · :·". -., ~ · -. 
Longitud,prornediode las célutas~fC>mPIE:}tamente.~l.~ngaf as (~rn¡;· le.Sobre ·2 

filas de ~Ór~~x:g·J~~"-~is~~~!~~~,~~fair·~~~~~;t~8~~~i¿g·~tí~;·~~1:~~·~t~~0 ~uiescente. 

::":;;~;1o~l~~!H;~10~tí\~j?~~i~~t}~~iiJ~X~l(~f~t~,~i:'~~:. 
sucesivamente.; hasta ~c6mplefor 21 o célulasferi. cada y fila~ : El.· prorryedio .de. las 

, _ .... _ -~~<:~~:,_~;:: .. )~;~ .,'._~~%K<~~b\>S~I. zt}~:-_ ~=~~r:~:f~r.->·J:~:~~~~- :'~~~ .:1 ~< ~,: · ~ ~t~-,, ;~}:= ... ·~·:'.::r~:~~'<.:, .. _; A~·;-~-:-,·~~-~'.~ . ~{ ·. ··: ~ , 
medicionef.de;.la;longitúd de,la.s•c:élulas.completamen_te elongadas para cada 

raíz ~.~~:tiw~~:11;~Jr~i:~i~~~r~.iff.::~')~.;~if(~~~t'jif~?~'·-· '.''''• '>~:· :···: . <;·• .•··.. . 

Durac1on del c1clo_ceilulc:ir~(h);T:'.'. (Nm). (ln2) (le)/V. 
, '-· .-·· ·'.< ·"·· -·:·:~:··---~··::Y·:··~::~,, .. {·:}J·.,.,:·>-··;;~/~_:_;·~) ... -·· ·'···. , __ -.. -

Tasa de prodUcé:ión celular ( 1 /h), CPR =V /le; 
- •• • --- -- --:-=; ·-C --·-- --:. e;•• ·- - -- - ••• ~0-T_; ___ - - • - • • ••• • -· -- - • ·- - -
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Punto reconocible del protoxilema (~1m), PRP. Esta distancia se mide desde el 
. . 

centro quiescente hasta.el primerpunto donde se observa el engrosamiento de 

la pared secundaridédelprotoxilema. 

Tiempo d~,.d,ii~r~~ci~2i.6~·dii;'1 J:)rotoxilema (h). TPD (2Le/V) + (PRP-Lgpr)/V 
··: ··; -··~> 

·. (Dubrovsky ~(al.5";2obok'"<"~ ·· .· · ·· · 

Crecirrii~nt~ J~¡jf6/2~n;~;1b ízona. de ·diferenciación (µm). Sobre las dos primeras 
>»- /-~:.:i .. (~:;(·k~~:;. <,:·:·_:~::;~.'/_:·::,~~,~-:"'.·'·-· .. - ,·,.·.-.·.· -·_. ·,, . ; ,--·-.. - -.-

filas cié"' trico_610stos\qúe: presentaban 'protuberancias de·· pelos •. se midió la 

::~:t~~i~~~~~t~~~~~t~~:~~~iSttL~:~Ez:~,~::. 
Los ·~ar~~~tr~~~.~~.;,~~~~CIN~r~~;~~~f r~~;:tt~i~t6~~.7;~:~c~~t~i~~~~;~~.él~:~i~f·s'filas····· 

de. córtex visibles·. en·: el. plano rmédio 'de\ la' raíz' prifriaria/ por! lo''. que ··ei:valor:. reportado 
. : . i"// :·:-~: ~,tlE;-·~:,::<~~/: ~::~~e~--?~1~~1:;1%~~~:.-:r~~~~:; -:~;;:~;:~ .. , .. ;{~~?~(.~:~~;:/ ;;_:-{·:::.t~:~-f:)'.:t.~%~{~~~\\\ ~~i;/~~~:~ ~;~;~~:~);~~~;~~~-~;J;.>/~-··:~r&t{~_;:z~:~:~'-_: ... :·:_:~~----~ _- --~· ,·. , 

para cada'parámétro·esürlpromeidio dé Jos dos,valOres obtenidos\'para cada.individuo 

en cad~•par¿re\~~-~·;'. .• Jt:~~{.· E~ •, .... : .. · :;.;;' ,,;. :/ ::~f:~~ ~·;~•.: ,'.'~· ~~~t'.~f ~'.}~{i'.;~I~.i;~¡·~.J;,- ··.,·;·· ··.·. ·.· 
Todos.lospar?rrietr'fs'obtenidosfueronanaHzadóséstódísticam·~.ñte.C:oriJa•prueba 

no-paramétric8•~~ .~;0il~.· ··~~º~~~ann~whitn:v . :¡i(lr.tY~7~f. :'.~~.~.~.·.• ~[·;:J:0· ·~~.~ .J:·¡~~-ntificar 
~'- .~. ·. - '·:.'..:· . 

diferendas ~ig;;ificati\las entre los parámetros obte~iclos. l:larci 1d linea silv~s'tr~ y la línea 
~ ._ - • ' • - • ' • - ' • ,- • • • 1 _-.. -.. - : ,• -, • ' 

mutante. 
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Resultados 

Construcciones de secuencias regulatorias potencia/es de AGLI 9 fusionadas con el gen 

reportero GUS. 

En la tabla 1 se presentan los avances en el desarrollo de las distintas 

construcciones. Las distintas zonas regulatorias de AGL 19 fueron amplificadas por PCR y 

dieron lugar a fragmentos de 175pb la zona l. 2177pb la zona 2 y 2699pb la zona 3. La 

zona 4 de 4701 pb no pudo ser amplificadc:i después de diversos intentos. en los que se 

modificar~~·.·x~s>C:~t~~:~~~Q~~~}':~\l~~~··}~~~1~}is1 .• :.~·~.~:·:1.,?~ri~~;({Jr~~~:~~:z,;~ti.··e1 plásmido 
pGEMT/T easy, al menos;tresrclonas positivas para·cada:zcinalregulatoria (1. 2 y 3) por 

· - .. ~ , _ .. : _ _. ~:_. ~ .. ';~~·~< -·. -· './;- .-. >f~./: -f~_'.·::~~ -::~~&~r ·~~~~-\-~--~;,;~~i .. :ifi~-~;.~~·J~~~~i~:.;;;,~~~iF~-~~;g:~:;¡~~~~t ~%~:~-::;;:;f~~\;~;:;:~~_:),¿~~~·-:., ~-:-~~;_, -
análisis de.·restricción. Después'de:s'écüenc':iafése\eligió: s616:;:una·dória. para cada zona 

. - ·: ·" .·.;>- ;,.;x.:-_ .. '.~~~r~;:-:\.~<-~·,f':;:~> -~i:~~--='. ~~:~1~:-'. .. -;rt~]·.,::r~:,:t.~_·;.;_'.~:/,'~:·i:;}ff·.:~F;~ -~;-~~-;:>.,. ,., ~ . 
regulatoria que no · presentcírai•~· rriodificcíciones/· én ••\:la ;'!::.secüencia debidas a la 

amplificación por PCR.1a~66r~r·~~t~;fJó~2¡·~~;1~~;;i~~~i$i~s~~~k~*tm? •. ~ºn respecto a 1a 

secuencia reportada en el· ~eriBani<:·:ccidd'fr'agment6 c:·arroborcido por secuenciación 
--- ·~-~ :,: .- .::/ i: ~--: ~'.?~;r:_-;:-~;:~ ~-~ ~~~f-:>:=.~ :E~·#·~--. ;~fY :· t~~4:k::,~~fJf ~ ~fif::-~--- ~~-;~~- '.~- ·~;~1;:~~-:-t::::~~~--~~~~,-~·_-._·-~.,:- -~ .. _ ·: 

se clonó en los vectores primero·en.:el plásmido· pRITA;;y.posteriormenteen el plásmido 

pART27. La clonación .de ;r~~ii~6~,~~gf~r·-~~'~g\~~~~~~'.if~~~~;~~{;íb~i~~.J¿n las enzimas 
-_ : ·:. . -:- ~:~\ . -~{? .: -;t~--~- -~-})~~-i:~~iJ~,{:·>:~;~r_::,~'.~;~t\~~~~~~~}~f~;:-~:fK;::'.~-~~~'.6-~~1t~J~~, -. ~;;:~;_: ~~~ <~-~-- :,:/t~· -J~:~--_, .:: . .:.- :2:_;. : __ ; __ _ -; _ 

Pst 1 y Neo 1; cuyos·:sitios .'·de:;;restricciórJ:" flanquean~i:los:•tfragm_er:itos;rclonados. · En los 
-. ~'- :·: __ : .. :- :!--~·\: · l/!:t. -;;~:-:~'. ·;'_: ;~ -~;f ~\:_,,: :f ~;~: : ::lf L~. ;.r,~~r :-:~ ~i.I:;~~~-~'-f lf!f P~· :;~~~~~-:J~f t~·:;}¡~~~'.~ ::~ ~~~~:,r~ ;~1·:~~: ~t~~~·>'.-: :{:;<~: ·_ ~~:x __ ~:-· ?l~?~-;~~: ~~-~~~;,~:, !. :;::~ \~: _ -. , 

plásmidos pRIT Ay p~RT27 s:e C()rrobo~ó .también' la,.fusi.ón,deicádOfragmento ( 1; 2 y 3) a 

GUS. inedian'te ;1~ ii~stH¿~itñ~¡~t~kc~~!,~~if~2~~~1f;~iff~~~~~~~~?1~/'.J~t~~~~;)¡;lRT2~. se 
, . . _ :- . ~: .- , : · -~·::?;~.;~-~~:~~·: .. ·~.:~~.-~'.:--.;~~~,~-. _ ··\{'·~ -:~~f;· ~;~--~~1~~~!~'.~~;}~::-~{'.ff·~1<·:~~1~;:~'.h~~~T~.-'V.t1:~,~:-->rJfr;:~·;:~~~;::~;~~i;~i~5~-:~.'~~>;:-f~ti·-;>";~~~ .. ~ ';<~ ·· · -.". -: .. 

transformó. Agrobocterium'[y; luego'i{seFtrarisformarón plantas" de ·'A.·, tholiono eco tipo 

Co1UmtJia'.'•En'g~8~~;J{~J;~~Nf~~~iWs~~~¿:gS~~~~~~,~,~~ft'~~J~;j~t"~~,~~~~:~~\ presencia de 

kana~ici~~. :~1 · .. ;~Je~i;~d~ir1füi~~~~1¿1~"~;l~~\~i:~~iig~~¡~gf~~1t~~~~~f~~1~/ del plásmido 
-< :· '.-~: ~r~ -r:~-~: .. :,~·;11~:~::{: ~];;z.~ · ;?;¡Q: :~:-~~~~·~'-·i~~f~(0~~x ; .t~~f,~~~ .~~1f~;:.tJ1~~<~1~~(f; :;:·~?~-1~N:~t~;~~~:~;~~t :'~---;c. 

pART27,(anexo de protocolos;plásmidosysoluci .,Aparti~de la.trasformación de las 
' _;:::>~ '.:i ·'.?X- .·:e~::;·~~ :'.~~Y[ '.}.::g~ft>~ ~~~;:~ ·J~ E:;~~~~~~:k}J r~Li~~-.;.'.~~!>l(:·:.~;~}~;;~ :~t.~~;:;·:~1{JJ~:~J*l.~~j.::,Thí~~;~rp~;:\l~?::.'.i:/· ~. :~S 

3 distintas construcciones en plantas se obtuvieron plantas transgénicas. 

oi}i.1¿ ···c~ns~;u~ci~~'- ;·;;;exi~;~~ '.·~~:':'~'_f~~~g:;~~ºif~;.@.::'~~'Yrealizó un experimento 
-·.~,~~- -- ·.. ., - .- .. -· . -"~-. ,_ '· :-.. "'-·· . ,'' . -.- --" -·--.-. -- .- . - ''"''. . ·, . . . 

preliminar. de til1ciÓ~·2onGus '¡9eri·•;~porter~ .. dela~'~istintas construcciones) en la 
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generación T2 y no se obtuvo ninguna expresión. Las construcciones 3 y 4 están en Tl y 

su patrón de expresión no ha sido probado. 

Tabla l. Avances en el desarrollo de las distintas construcciones de las zonas regulatorias 
de AGL19. 
#Construcción Amplificación Clonación en Clonación Clonación Generación Anólsis 
y longitud por PCR pGEMt/pGEMIEosy en pRITA en de de 
(pb) pART27 transformantes · expresión 

lkono R) deGUS 
Tl T2 T3 ·.· · . . . '·. 

l 175 X XpAOl XpA04 XpA07 X X X No· 
recuoera 

2 2177 X XpA02 XpAOS XpA08 X 
··: .. 

. 

. 

3 2699 X XpA03 XpA06 XpA09 X 
' 

4 4701 .. . .. 
. ' 

Caracterización molecular/a múfanfe w19.1-3. 
. . .. ~ " :; ~·.<... . : ; -· . "- . , . : . - -

El ~nÓlisis pbr PCR de la presencia del transposón En 1 en las 22 plantas w 19. 1-3 y 
- ·7"'. 

en dos individÚOS\•siÍvést~es;:demosfró que todas. las plan7as .·mutantes probadas. 
-- .. : ;0;/~ : :,,_~ .. - ;':':. ; ·--~::.. ,: ·- - -

presentan· la• inserción)/ los indivi(iuossilv~stres no.• Engl 'caso 'de•. la arnplificociÓn con los 

:::::c:;/~i i~~i~~¡i1;f f ~llt}il~~~~~~~f~t~~Li~~~~~~;~~~:P(::u:: 
7b). Con este _analisis también se corr.ob.oró.la ;dirección" de inserción del.transposón. que 

en este cas6 ~~· ~ • !; · :'.~n.~lcig_;:s d~~~~ ~a1~~~~.~s_.e{rm··:d···~bJrª\dr~'.9.•~0~l\:~.;J.~~t~~ no . amplificaron 1a 

banda esperad~ ~ciri l.lh'jJ~gb; de' Ó!ig6s. ·sin cor::e1· otro par de oligos sí 
'-. .·1:':'_ /• . - , ·:::~: - -

amplificaron. 
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A .. 
;.. 

B 

• . , ·t ~-- i, • : ::·"' \ -iA 10 11 ....... -- •1"'·-·· --~ ;·; ~ ,: . ·... -
........ @,.,.:-. ......... . 

... -
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 ;, 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

66pb 

1314 1516171819202122wtwt 

13 14 15 16 1 7 18 19 20 2 1 22 wt wt 

Figura 7. Análisis de la presencia del transposón En 1 en el mutante w 19. 1-3 mediante 
amplificación por PCR. A. Amplificación con los oligos FA l F y En205. carriles l a 22 
individuos 1-22 wag/19 1-3 y silvestres en los dos últimos carriles. B. Amplificación con los 
oligos oEAB l 7 l -En8 l 30 carriles l a 22 individuos 1-22 wag/ 19 1-3 y silvestres en los dos 
últimos carriles. 

. . ' 
Para el.análisis por Southern blotse escogieron los individuos de la líriea.w.19.1-3. 

• • • :·~-~.-.. _< ·_):~.:~· ...... ~'.~:';_ -:d:i~·~. -~ .,, ~~~~ .- :!~::~i · ·";.~:J-~~ _ :.?.(,_ .. - )~_\e~-;-_·-~_f;iit~:~:~_:\~-.~- ~~; :~ __ , .. _ , : : iJ:;::~· . >::::;_:- ,< ,,.· . _. _ ~:-~~::-· . :. :~ 7 .>-:-: r~J~-;)~~_(::,_-;,~-<< :_ ·<:~ .: ._. , . , 
l a l l que fueron 'positivos .eri -el. análisis{por1'. PCR>.EI 'análisis :dem·ostró';_qúeJJodos _.los 

individuos mutan.tes:presentati la ~banda exclúsivá_ del' genotip_O:silv~strede)l 982. pb •• así 
.-- \-~_-,. ---.;:~~: ::. ;;:~L~--·~~J~~:~::::~:~f~:~<--t('.~~l-::-:~~1~~~y-_--;~f:~?i~:;::{:~_¿-· L's:·-~- r-~-(~'- ::: ,: ~.s.-~ ,, - , · - : ·:_,,. ·,--- ¡~-.: :~:'C\~-,e~¿;:_~~:,1>('-'- ,:-~~-:3,,<-. \'~;~~ 

como las··· bandas;/exclusivas'.;•para;·e1·• .. geriotip6 ·;,,út~ritE.:i de'·.3i.6sP'b''q.~;¡543 ·pb · 

respectivam~fü~{i•(fi~i~~"'sjj~~~;P~~;¿:~ ~~~ 6b~d_as obtenido. podría .irite~pr~ibr~e.bomo_·· 
. . . ,· . 

heterócigci. sin embargo las semillas utilizadas para este experimento eran hon16cigas 

(ver Material y Metodología). por lo que este patrón se interpretó como homócigo con 

un alto grado de reversión. 

3165pb. 

1982pb 

1543pb 

Figura 8. Southern blot de DNA genómico con las enzimas EcoRV y BamH 1 de individuos 
1-1 l w 19. 1-3 y wt Col. La banda exclusiva para el genotipo silvestre corresponde a un 
peso de 1982 pb, las bandas exclusivas para el genotipo mutante tienen un peso de 
3 l 65pb y 1543 pb respectivamente. 
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El análisis por RT-PCR de la abundancia del transcrito del genAGL19 en la línea 
. ' 

w 19. 1-3 ( 1 l ) que se muestra en la figura 9. demostró que la línea mutante no es nula a 
- ·- . 

nivel de mensajero'. sin embargo la amplificación del mensajero fue menos abundante 

que la producida en la. linea silvestre. 

l 2 - ....... -- AGL19 

........ -- UBQ 

Figura 9. Análisis de expresión transcripciopnal en la línea w 19. 1-3 ( l l). En los carriles 
superiores se muestra la amplificación del cDNA de AGU9 en la línea silvestr~y la línea 
mutante. carriles 1 y 2 respectivamente. En los carriles inferiores se muestra la·, · 
amplificación control de carga del cDNA de la UBQ 1 O, carril 1 wt y carril 2 w 19. 1-3. 

Caracterización fenotípica de el mutante wl 9. 1-3 (11 ). 

Cinética de crecimiento en medios de cultivo con distintas concentraciones de sales MS 

y sacarosa en luz continua a 22 'C. 

En las gráficas 1 a 5 se muestran las longitudes promedio alcanzadas por raíces 

silvestres y w 19. 1-3 en medios con distintas concentraciones de sales MS y sacarosa. En 

este análisis se incl~yeron únicamente a los individuos que germinaron en el día 2 del 

experimento: Er\:E;?l '~íc] :2 no se midió la longitud· de las raíces. por lo que en este día la 

longitud apcir~c~ cbm~ cero. Las barras sobre\:CÍdd pr6meaio representan un límite de 

La dinÓrrÍica'cieC:recimiento en losimedicis.sin saC:ar~sa, MS IX sin sacarosa y MS 

0.5Xsin saca?osa~~~~hiGesf~~ ~¡, los'gráficds'l:~,2?~s~ebtivamente. En estos medios las 

raíces tien~n ·sn·~·re~i~t~~fÓ r~~u-~id~; :~~ ~¡ic§~~ d~:1·:~~ciib~s1 X sin' sacaros()···(gráfica 

1 i 1as. raíc~~ ci~.ª~Jg: ~r~~~s·:~.1~·ó~;~'~:~~~ 16Dgi~jJ '.~~;~¡~~~~~ºr de ·5 ~m ~n el día 4 v 

detienen sÜ (:~~¿iml~nfo: ·~~ ~I· medio' rSir 0:5X:;;~·sd~~:bs~t(gf~fic'a 2J, .1t·fr~~~Úi1vestre, ,,,... <:;i~ ';".'- . ¡-· ;.:•''.'-

tiene un comportamiento simih:Jr ar que tiene en el medio MS completo sin sacarosa, es 
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decir, las raíces alcanzan una longitud de alrededor de. 3111m en ~I día 4y detienen su 

crecimiento. Por el contrario las .raíces de 1a·1ínea W/9.1-3 continúari creciendo a una 

tosa boja y alcanzan ár'día .· 1 ~ una longitud de 11 mm. las diferencias 'en el crecimiento 

entre ambas líneas son significativas o partir del día 4. 

Gráfica 1. Crecimiento en medio MS 1Xsin sacarosa. 
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Gráfica 2. Crecimiento en medio MS0.5Xsin sacarosa. 
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En los medios MS 0.5X con 0.53 de sacarosa. MS 1 X con 13 de sa'carosa y MS 1 X 

con 4;53 de sacarosa qúe se ml..iestran enlas grÓficas 3. 4 y 5resp~ctivament~, r1~ se 
.¿. ·: .·"~ < 

aprecian diferencias significativa~ enel'credmienfo de lc:Ís raíces de.las lírieás silvestre y 
".. . ··~:;- ·: ~- . ~.:,:.· <:1_,· ~ · _ _, "·: - .. :.~.;. -·--;i · ;-;_.; ~:_;'>.··::;;Y,·;:<--::··. :~_. -~".:~-:::_;~/~.> - :<.:{· :_,_·:.~-

w 19. 1-3. La tasa de é:reCimiento es similar en.los' medios' MS 0~5X .con 0~53;de sacarosa. 

MS 1 X con 1 % de saca;osCJ}P:~: ornbbs
1

'Íí~~ds. ~i~~t:~~ q~~':ri li ~e~t~. f1s 
1

l'k ~en. 4.53 
·' -. ' _, . - ' . - -. . . - ' ' . - ::.'{~~ . -.. ·· .- . ,. ,_. . . -~-

de sacarosa la curva de crecimient6tiene ~íla pendient~·mós h:;arcada. 
. ·.' ... ·· . - ' - . ' 
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Gráfica 3. Crecimiento en medio MS0.5Xcon 0.5%de sacarosa. 
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Gráfica 4. Crecimiento en medio MS1Xcon 1o/ode sacarosa. 
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Gráfica 5. Crecimiento en medio MS 1Xcon 4.5%de sacarosa. 
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En la gráfica· 6 se muestra el la longitud promedio alcanzada por cada grupo de 

raíces. silvestre y w19\~3J:dur;inte 10 días en medio MS0.2X ¿on 23 _de sacarosa y 
.,. 

fotoperiodo a 20~c: Las barras sobré cada. puntoreprese11fon un límite de .confianza del 
<··:·: ::: -,.~~\' '.'i_~ :~- , <. : L~·/-> ~~·--~-- ,. '.. 

953. Las líneas silvestre y mutante, germinaron el'día 2 despúés d~'la.siembrÓ. Las:raíces 
' . ~ ·-.: .. ---. >.:-:. :(;/~.(:.;.,. '.~fl2- ~!,:,:~;,;~·;,;:. >: -~\' .'. '·,::;, - ,_ ~> · __ -... : : /,.·,:>. : ---? . :_ ~:-... ;;·;._.'/ . -~~-;:·. ''''.-: -_ .··.' ·:-. _,.:..;,._:' i .;," ·. -- :,:~,;-"- : -~¡:::. ' ·.:·..... ···:' '_, 

de la línea sil~e~tre':a.1C:an~~n~na longitud significativa~.enté 'mayor que 1~~ ·d~1a· iínea. 

w 19. 1-3 • ~ • pbr~~Á;~~N~t~ '~(d~1 · ~;p~riment~· v:r~~t~,é~i·;~~i;?1 ~~ ~st~~· E~· e1; 9fa i o .de1 

experime~·to:ias·r?ís.~~.~ú,;e;5tres ti~nen üna iongitlici ~remedio de 47:s ~n1 rnieritras que 

la longitudpromedio¡:)aralcilínecú.V19.1-3 es de 39Amm. 
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Gráfica 6. Crecimiento MS0.2Xcon 2%de sacarosa. 
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Medición y cálculo de parámetros celulares en la línea silvestre y línea w 19.1 ~3 ( 11 ). 

En lo tabla 2 se reportan los valores de los parámetros celulares calculados para 

la líneo silvestre y la línea w 19.1-3. Los únicos p~rámetros para los que se e~contra~on 
diferencias significativos (a<0.05)son ,lb·longitud de lo zona d~ elon9'osi6n(L¡;) y la 

longitud de la zona de crecimiento (Láirr:'·::" . 
- - . _. ·.'" . -,, -•:., 

Tablo 2. Valores promedio obtenidos para los diversos parómetros celulares calculados 
en lo líneo silvestre y en la línea mutante w 19.1-3(11 ). ± Error estándar. los diferencias 
estadísticos con la pruebo de Wilcoxon-Monn-Witney con un a=O~Ol se representan 
sobre los resultados con un asterisco. diferencias con un a=0.005 con dos asteriscos. n es 
1aua 1 d al numero e replicas. 

Tasa de Longitud Longitud Longitud Longitud de Longitud de 
crecimiento del del promedio de la zona de la zona de 

(µm) meristemo meristemo una célula elongación elongación 
(µm) (células) meristemática (µm) (células) 

(µm) 
V Lm Nm Lmc Le Ne 

•• 
wt 151.0 175.0 24.8 7.0 594.4 13.0 

± 7.04 ± 4.4 ±0.3 ±0.1 ± 19.8 ± 1.1 
n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 

w19 149.6 177.0000 24.5000 7.2 492.2 12.5000 
±6 ±4 ±0.4 ±0.1 ±23.9 ±0.4 
n=lO n=lO n=lO n=lO n=lO n=lO 

Longitud de Longitud Duración Tasa de Punto Tiempode 
la zona de promedio de las del ciclo producción reconocible diferenciación 

crecimiento células celular celular ( 1 /h) del del 
de la raíz completamente (h) profoxilema protoxilema 

(µm) elongadas (µm) ·.·. (µm) 
" 

(h) 
L1:1cr Le T CPR PRP TPD 

• ., 
'.• '• ',• ' 

wt 769.4 152.6 17.6 0.9 " 693.8 7.5 
± 20.6 ± 3.5 ± 1.0 ±0.05 ± 18.9 ' ±0.4 
n=8 n=138 n=8 n=8 ·n=8' : n;,,8 ,.·. 

'·•·· 

Wl 669.2 146 16.7 1.0 667.0 6.6.: 
9 ±26.6 ±2.3 ±0.9 ±0.04 ± 20.7 ±0.4. 

n=lO n=178 n=lO n=lO ,· n=lO n=lO 

En lo figura 1 o. observamos que los merist.emos de lo línea silvestre (a) y lo línea 

w/9.1-3 {b) tuvierori 10 misma longitud. 
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Figura 10. Meristemos de la raíz primaria de la línea silvestre (a) y w19.1-3 (b). La barra en 
cada fotografía señala la longitud del meristemo. 

En figura 11 observamos que la longitud de la zona de crecimiento (Lgpr) en la 

línea silvesÚe {a)· fuémClyor
0

qÚ~ la dÍ3kilíne~ w19:1.:.á (bJ/Cic:lemÓss~'distingue.que esta 
. '.· ... : ... - ... :. ·.·'. ~~.:··. ·.-···.: '.-.·:·., ·;.,-; ·~·., .-_'·'.·~:. ·,,·~.·-~ ,; ,_· .. ·. «.-.:'·.· .·'.-·-. ::·", - ·. , _.· 

diferencia se ori¡;JinÓ débid6 CI qu~ 1c:l.1C>~g¡t[J('.{aii 16 ~~nÓ d€!' élo;,gación fue mayor en la 
:,,, -'~~'._:: :.,>;,. ,;,-., .. -.. , ''~ '- · <·.·-~?·c·~i- -'~:/ -''-~·--~ 

línea silvestre. La zona de elongaciór1 estóéiefinic::la en su parte apical por el término del 
~' !- - : 

meñstemo y en su parte bC:isal porla.presenC:ia de protuberancias de pelos radiculares. 
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Figura 11. Longitud de la zona de crecimiento de la raíz primaria (Lgpr) de la línea w19. l-
3 (a) y silvestrew (b). La barra negra en cada fotografía senala la longitud de la zona de 
crecimiento. Las flechas señalan los límites de la zona de elongación en ambas líneas. 
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·200 

Gráfica 7. Crecimiento celular de tricoblastosen la zona de diferenciación. 
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En la gráfica 7 se observa la longitud promedio.alcanzada por las 10 primeras 

células détri~oblastos diferenciadas para las lír.;eas silvestre y rnUt(]nfe; Lostric8t>1<:lstos 

diferenciados se caracterizan por la presencia de~rcitÚb~randbs Cle'~~18~'rdciiélJ1C:iies o. 

pelos com~Íetamente formados. las barras.~6g:~~rg?d·~~io~e;di;:{~~rgs·~~t~~>Jr; límite 

de confianza ci.e1 95%.· ~º· hubo .. uf1c~.~Si.fi,~.ft~c:~tll~~F~i~h{i$~!H~:;n~:;~~;§cie.1a raíz 

de los tricoblastos en las lineas s.ilvestre y rnutante al corniepzo' de la zona de 

diferenciación. Además, no se encontraron diferencias significativas entre la longitud de 

los 1 O primeros tricoblastos diferenciados en las lineas silvestre y mutante. 

Defectos cualitativos observados en el meristemo de la línea w19.1-3 (11). 

De forma cualitativa se observó una desorganización en la columela (figura l 2. 

ag/19 b) y divisiones periclinales en la endodermis (figura 12. ag/19 a). 
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Figurol2. Meristemos de lo líneo silvestre (hilero superior. wt) y de lo líneo w19.1-3 (hileras 
medio e inferior. ag/19 a. ag/19 b) en plano medio. En este plano se observan las células 
del CQ, las iniciales de córtex/endodermis. las iniciales de epidermis/cofia lateral. y las 
iniciales de columelo. así como las filos celulares que originan. La flecha en og/19 a 
señala una división periclinal en endodermis. En agl 19 b. se observo la desorganización 
de la columela. 
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Discusion y Conclusiones 

Construcciones de secuencias regulatorias potenciales de AGL19 fusionadas con el gen 

de la P- g/ucoronidasa de E. coli (GUS). 

Se analizó la expresión de la construcción 1 en plantas, las construcciones 2 y 3 se 

encuentran en la T1 y su patrón de expresión no ha sido analizado. 

Como era de esperarse no se obtuvo ninguna expresión del gen reportero en las 

plantas transgénicas con Ja construcción l • que está constituida por un minipromotor de 

l 80pb fusionado a GUS. Un promotor eucarionte típico consiste de un promotor mínimo 

o genérico y otros elementos regulatorios en cis (Lewin. 2000; Xie y H_e.;-2001, Albe_dset 

al., 1994).'.EJ:g?ci~ot¿r ~ínimo o genérico e~tá conformad~1p6/16'i~;~i¿'~,d~;o~J.:icinfes 
''i;- ,•/'. . ' ;:',_ .. , '", ~:~<=_-.-.'., ,-':' ;,~:~~:·· , -·-:-~ "«- :'" ~ 

del inicio de :)(]_1~t~anscripción donde s~ un§njos;fact~re~ detra~cripf-ión'.generales. y• Ja 

•NÁ. ºº::,;f (6~.:::~5~ªT;J~j~~li~~t1~~j}¡,;.i#~ :; ~"~':"'~;;.,~:º.•Yº 
que no depende de otras secuenC:i(]S regul_atorias cuyo uso está controlado por. factores 

espeC:Íficos ~ar~ d~rtos 
·:-~~' ~:". _--~'," 

los que regulan la 

transcripción de un gen en el niveradecuado: (lewin. 2000). 
~ ~:~. : ~;~:~~:: -- -~>~r: ~;~-;,:,: . :tl·r-->J:¿~~:~- ;1,~~~t_··:.r~:;¿-jt~~(\J·~>>: ~:_://- . ~ -'- :-.--; --:_ _ _ . -

En el sitio d~ •inid°,cic)ndeJ~ tÍ,~nscri.~ción··~o ~existe una homología estricta de las 

::::::f ;.!Fif~~tJt~l~f t~l~~~~~5f 1t~~~t::::::º::~::;: 
sitio de. iniciC>-~e ic/t~6~~c~i'8~f~~::fg~ teoría, un promotor q~~. consista. Únicamente .del lnr 

posee la ·secuencia más sencilla posible que puede ser reconocida . por Ja RNA 
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polimerasa 11. La caja .TATA. que es el sitio.de reconocimiento en el DNA f:l(]ra la unión 

inicial del aparato basal de trascripción s~ encuentra generalmente 25pb antes del sitio 

::.::::,;:,~;~;¡Ü.~~~~~A;M~i~t;;~:f }j :"f 2:~qf ,~~6~~~!~~~~~º(~º¡,~;:~: 
asociados~cori~la•eficiericicí.~de~htrascri¡5ción"yJno posifen~ün''pápel'impOrfonte~en la 

espe~ifi~/~0~\~~~~~:*id~J~t~;:t'~~~~n:.·~6§6;:· ..... · .·· •.. ~ ~ ·;L::;~~;·;;~'.f ,lij~·~:r;i ~~ :? ·.· ·. 
Es necesario'caracteriz(Jr los p~trones de expresióri deJas'cónstrucciones 2 y 3. 

Como 's!,' ~'1d~~~¿'··*2~::1_~;~·;~1~~t~~is' de esta tesis la · co~~ii~¿g¿~:~~~~r .· ~romotor 
completo(cgnstfucE'ió~i2¡'.,cie?AGL 19 recuperaría el patróni'de ·expresió,n rep~rtado ya 

::~a e¡~f ~~l::t:i~if~~~~{,::ó:~ :::::ec:t:~df:º~,::::~a::;,::::c::n::: 
constn.lc~;~~-~s'~:/~;~¿~:~~~~ elaborar una estrategiÓ para clonar el fragmento 4. 

·' '.:._. :. ! ;,:.~ ~"- -_;~)~~-\~\~1·~~:~-;~;¿¿~~;/f~il~:~~:::-~~('t~~~~-.'· ->~·;:·· ":._;·::.::'.. ·://; . .:.:~'.·::( :~-:~~;;:: ~t:.:.: .. -1{\f~_::·:'.?~:~: 
Debido aéque·:1a •. c·onstrucción•:l .no•da ·ninguna señal al ·hacer la reacción de 

... : - ;-:-~~-,: - ; _'.. __ ·~: - :o_-:175: .. ~:~¡:; -.if"~:~·;:_ ~~~,}':~:. <r~i- -. it;,;::· __ _,_-:~~~(º:.-~,:i~;~~~<-_- /f~:-.- · <::~-:-~~~{:~j~: --::i,~~t,~rg:::~-.--~:.>, _ : -- . 
tinción de• Gus;:esta construcción· servirá .de' control• interno' negativo de tinción. ·ya que 

. -: · -: _ ;- ·:,:·~~~ _.: -?~::~: ~-- ::.~: .. ~~ _ ·:-~;~\·; ~}ii(. ::tw:: /¿2;~t:~::--~~~-~r(.~:~~~1;~\%~~~·:::-\¿1?~: ~:-/~:~_;ri-~1~Y\~~~J~;iJ;;:ii;:~·:·;, ;;~-~~. -.-_ ~ -- _ - -
nos muestra que'el'gen reportero solo.dentro deJa planta no es activo. 

:_. ·-.. _:y: :\.".'.: ::~;;i;; ,.~;)~s~;~-:-:H;1t·~ ;~t}:'. :(t~~( -j~t1~~· .. _:_~§t'·~~~~;>:L.~~~~-¡~-~;t;J~L;:;{Y~i;~·;:-.:1i~f r}.iit;I_::_~;-l?~t4~ }~'.;;<-~· _:.::, -: . ' . ". ·"· . 
. Las plcintas(trcínsgénicas\qUe;repcirter;i~la'.(expresi · · e:AGU.9 con el gen la (3-

·_. . --. __ --· ;-__ :{_··_:· -,_-.:L1~~:--:~:.:~~:-~:.~/~l~tS--E,1E~--~:(~·~-~~ ~:\ir;i .<':i;i:J:~'.:: Jt!sp· :!~-~~-~:;_-r~f:~:}'.~ii.:~_,1Jb~~,:;\~\f. _ _ .. :.>?ié2f~·--: ·z~J::~~-; -~.f-\0 L"~ --~:. -_'. ~--~~; , -,~_ - :-· 
glucoronidasa serán' una· herramienta más'ique'.permita·~elUcidcir la', furidón ·de 'AGL 19. en 

· ~ _ · ,_--'.·:<-:- . ~ ?~i~-.:-f :~-/ .>;.~~~~:-/~:~gt~~.·t~;!~: >·-:;~ti.\ '.:f ~;~,~-.:~t:7!i~ .,~~{:~:;;?t~~.;~;}fi~~:~.--- F~~:~-~~;:\~:t;~--~-;~~\~;~ f{:~::'.d~~~~:{:k;?~~{-~~f:ú·A~;\~; .:.-~;\·~- '.:··-::.:~ . -. : 
el desarrollo.de la raíi:;,·a través.de'cruzásde.estas plantcis.con•otrcís'mutántesyJíneas de 

sobreexpr.esi~f.'~~~~~3De;;~~~ff ?~~.~~-]~~-~~~d~~~?~~~isi~~~tÍ~~n:t~2~~i~~l@'~%6,f~ii9 ·º ·. 
perdida de • fündón':deotros' 'genes• pertinentes ,y lín,eas· .. de· ll1aréadores ~~celulares,· Estas 

· · · -~-,,~;·,,. · ~ ·:: · · · 1}·¡;~::>·! ·_ -~~~:--r<:".~:'):--,~J>A~'.t::·-'-' /:!;:x_-:_~-~:;;:;~i .r~~~~;«~-(. ~(~f?~~~;;,:tJ::~::~:~~;f::-.-:-~PI~~·-.: s~~.~-~.;,_:f}\~f.:~~{;·1~;;·.~~s. ~'.~.:~,::.{/}":,i·:;·_'. __ -<,--~-.- _'.· <- --: 
plantas b~rmitirÓ~{?;,?cteriz~(conrnás~detalle{el: patró~(de";expresión )de. AGL 19. En 

:=:::t:~:l8~~~~~iJ~~~[(1)~f f l~~f F,i~?::;:i::::d:,':::~ :a::d;e1~~ 
zona de eloÍlgaciÓ~. ¿~,~'¡g;)át~·,;eh 'el ·:ca~ci ~~' mutante w 19. 1-3 es menor en longitud 

. -.'' :;~::~;. ·. ·: ·\'._: .. ~;:-::;· .-.['..; _ _-_,_,-._-.;,; o:·.,:·,.,·,·:-:-, .. ~-

que la zona de elorigo~iÓ/l de la línea s_iÍvestre. 
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Una vez identificada la región regulatoria que' recupera el patrón de expresión 

espaciotemporal transcripcional de AGLl9 será importante. r~conocer y caracterizar 

dentro de esta región los distintos módulos de regulación que increm~n;an o reducen su 

transcripción en dominios específicos. 

Caracterización molecular la mutante w 19. 1-3. 

Los individuos de la línea mutante w19. 1-3 son revertantes por lo que tienen un genotipo 

aparentemente heterocigótico en el análisis por Southern blot. 

La línea wl9. l-3 con la que se comenzó este trabajo fue interpretada como 

homóciga a partir de un Southern blof en el que se observa el mismo patrón de bandas 

que se obtuvo en esta tesis. Todos los individuos wl9.1-3 presentan las bandas exclÜsivas 

para el genotipo mutante y la banda ~xclusiva ·del• gentotipo ·silvestre; por, lo tanto. éste 

geno!l~~,~~}~l~~:l:liif /l~itt{i~~f l~~~~~:~~&jH[ít~~l~~;a((en 
AGL 19 en· la ·línea. mutante;', produce; inserciones· que ,sán,inestables ·a • ni•iel. somático. y· 

germina1.··sin···~.m~~a·~~?~1.f.f~~~~itªl~if~~~~'~'.~~;J~1~~~1t~rí~;~!~~~1~J.~~~r~i~~d:~t51.·ae. ··la 

inserción, es poco cotnú11.: mientras cjue)a .· exc.isión. en regiones; somáticas es;Jrecüente 

(Meissner et ot.; 1 ~;9;. -o:bi
1

~t ~~q~~-~r·:i:~::~t~ JA; ·~~~~e·:x~Í~i~;~~~~~;: ~'.~~~~~011~ 
<;·/. i-:~·.i·i -,:::_~: '. :+-'.; :'• . .3': · Z-Y.:<; t-.t; ;,'~:;--.'.. ,..,-; -:-)' ".:'.·~., :'; 

existen poblaciones ·de célulÓs. en las que AGL 19 no estÓ pf~c.tad~, dpndo )\Jgar pi 

patrón de bandas heterocigótico del análisis por Southern blof. 

El mutante w19. 1-3 no es nulo a nivel de mensajero. 

En la linea wl9. l-3 se producen mRNAs de AGLl9, sin er:nbargo el ·nivel 

de expresión del mensajero es menor en la línea w19.1-3 que en la línea.Silvestre (figura 

9). 
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Como se observó· en el experimento de: Southern blot existen regiones i;;n los 
'.· 

::~_::~~:~;·~~~l!~::~~~s;;~~h"~~¡~¡~~!~!~!~!!!,i~lliWi~,:c 
1ntron · yno alter~ las secuencias de. edic1cm delm~NM.por lo qu~ ;s posible '-1ue ~un las 

::::~:[~~lii~f ::~~"::, I~J~e~:~tºlEIY~~~~llitf Jit!~~~~:::,: 
y elmen~aJerd producido es funciona);Es:lposible•que;la ex~resÍ6n:del mensajero de 

AGL 19 ~si~ desregulada en el 111~~-~8~,~; ¡;~~~f~ l~~·G~Y: ~~rí~~; ;A~~r~sarite determinar su 

patrón.de expresión in situ de mR,NArs~¡;f~2ar:Ji~ñci
1

a'fo~i5iéA la búsqueda de otro alelo 
;,_¡. • '• ,:,·.: • , ._:.;'.·'::: 'e'.:• <,' ~-.,;,,t· ,' /; , 

muta rite de ~GLI 9. de pr:,f,~t~ci(:i u'ñ, ~TeiO' nülo. { ; :. ·:.. 

•La : ~ec:t1enciación 8,el ;g~~omCJ'/de 'Arq.bidopsis , tmJ permitido identificar varios 

genes cu~<:l J~i:t~n~Aci6b'tb~·ili¿}~~~i~as cÓ~~~¡~~b~g~~0e han sido caracterizados 
~:~-., ,\;•;, ', :.Co:·-- ::'-''•~ • ·''·-> ;,'.~¿- )• !·,-é<'O- •L 

::~~l~;~t~W~)~f ~t21~:tt:;i~~iti~l~~.,~::::~:i.~~:~::~'. 
mutantes.gener(jdo's por las estrategias·antes rrienciooadas;:,y.en particular un estudio a 

' , ' .-.~--.~: '"-- '_'{']~_·_, ;._~.:~-.~ ~- <"'.- ., ; .: ,, - ~· -~ - ::" :~_, . ',)~~- - ~- ,'.~ >/':·f:~ :-~1;:'.~:>;i}}~t:·i':";~{~~-5;7~:; .. :_:-'.·:~;:. -. ·- ' --
gran escal? r~óli~a90 ery 'g,en.~s ~~B d: lc]'~19s~):~~~~ '§ºe~é:odifican para. factores. cl~ 

transcripc.ió,.;)P:J~i~i~~'. d~ ~a~ifies~o :i1~'¿:~,~~{~~/;~;f~~i~~ .·~~ tales estrategim. de 

:':,:,~:.;:;·~Zil~i:~~~~~'~iº;~~lf ili~!~r~~;:~::::·;~)§~~:ºM:~ 
mutadól11'; como su efecto en·el fenotipo.cLos'resultados obtenidosC-·revelaron',que la 

inserción ~·~ ~e~~;/pa~fic01éJ;J~ 8h~~~;?~b~~~~,:J~,.;6o~~rici~:~t's¡~J;ne·~:~ b{e~~~~1idr 1os . 
~·j:, r:,·.·,~\-·(:"- ,. ""··' -- :~~t:»' {\x:·.: ., .. , ." ?> ;·;~:·P¡~; ;_J{ _~'..-·,¡{~~ .. :·, ,·ó;_~:.:<:-;;;:.):-:::.!~:/.-:!·~\'.:'.~-.:·'.·>\, :, ;~~-~J·~'.·~t:;;~:~~{~>~.:-,f~~~:~,~.'. :~-~~(;~~- \~:\·:. ,.,,:... . ·. 

alelos · ge,n.erc:ic::i?i RÍJ~~~h,' r? ser :rwi,os: · i:odo ~p c.flnl~s ; me~~i~nad_o ',:aunado a · 1a 

redundancia'f~,.;·cib'nai debido a'd~plicaciones, así c<:>rno lo'po~Ófre~uente ocurrencia 
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de fenotipos evidentes añaden un grado de dificultad a los análisis funcionales por 

genética inversa (Meissner et al .• 1999; Reichmann y Ratcliffe; 2000 ) . 

Los análisis . de iós patrones de expresión de mRNA in situ de los genes a 

caracterizar, así como sus relaciones filogenéticas permiten hacer una búsqueda más 

dirigida de fenotipos mutantes de dichos genes. 

La línea w19 1-3 no es nula a nivel de mensajero. sin embrago presenta un fenotipo que 

la distingue de la línea silvestre. 

Los experimentos de cinética de crecimiento realizados con la línea wl9. l-3 

muestran dos condiciones en las que se distinguen diferencias en el crecimiento de la 

raíz de la línea mutante con respecto a la silvestre. el medio MS O.SX sin sacarosa y el 

medio MS 0.2X con 23 de sacarosa (gráfic~s 2 y 6). 
-»· ~~:\: - .~ .; 

En las distintas. condiciones •.probadas 'para . el crecimiento de las raíces. se 
~:?> - ·.,1_~>- ::..:,:;·~:·;.--,".' -· 

observa que las concentré:J!=iO,fae<al!as .d~ .~Oéarosa producen un crecimiento de la raíz 
''·~-·· ,,~·.ce./~,.,,_,:,.~::·_·~ .-' ··. ;·, 

más acelerado independient'emenfe de Íos'. ca.mbios en. la concentración de sales. MS. 
:_ ¡~---~- ~;_~·-_;,, ·.:.:- - .. :"·'·,:,_,:, - ' ··;· - . . . -· ... ,. . -~ 

Lo anterior se cumple. tambléÍI ~ñ los rnedios .~in sacarosá para IÓ iírieO silvestre: ya que 

en estas condiciones el ér~~irfiferi~ic)'·§~ i~idr~f~ d~t i~~(,f~·~·;~/Sr;~~ris días'después de 
.· -;;~- ~ _:~.~,-~: ;,-~-- ,~ -"~ ,;:";:~--~(:·._.,;. ,._.,, '; ~';·~~---~ ----f--0' ;:_-. ,. . , ._. - ··' -· - . - : ·~· 

ta germinación (gráfic~s :·~'. ~;'.~l:aEl~'.r·~~1~t~t;~~tfj:jht,i·;,~~7'.~~~ '.~o:~;~:~·itr~,~k~n.· de •.. 

sacarosa parece ser el· deter111iné::mt_e; ¡:)6rci la:'din6mic6 '~de crecimiento 'de• lá . raíz. no se · 
/-> . r~H;·.':)z~~:: ~~t~2~~, ~·0t\~,~-~~:;:;~??%;; · ~;~?!:i ~;).~~:f ,._~ ~;,:~~/»:??L:~:·f: ~ :. -- -<r .. ·: ~·:'.r. __ ~ ::;~~\' :;\~·~·., :x:? :_ ;~}-=·;. --.~ 

cumple para la línea w19.1~3. i:;;en2los;.medios>sin~·sacarosa;,ya··que\•éstas'ira1ces. si 
~.. ~:'-·_./:. ~ ::§f···:·~~rf~~:~:L:.~.)~:f:: ~;:;~~:;0-.~i~~{?l{iWf;:~~~·::{~·~~~Y/~';~.>i;~~-:,~·'..i'.:~l"·-·. ~(-:\-: ·--

1

~~~1:i.:'_-~ (:~ :>_. ~:~~:!:l/.:·'.:tyi_:·_ ~:~~;:~·:: .:·.;.>r: .· :: ;\. 
responden al cambio en la concentroción'de}sales:MSi' y a una concentración menor 

. -... · --: '.~;,~~~··:· .:~~!~~<-: :~~-~>:~fi~~~~;~-~ .,~}1J~\s::~~;.:?;~_·:~i~~;;;-F.f ~,:~/. tit~~-: s:,~~::·~>~}~~ ·,~·-::;~.:~~\: -~:·~ ::~\~. ·.~~ ;:~;.·:~:~ .. : {~:~ .' ·:::¡,~:~~: -_~:~-~,>-~ -:~:,·: 
de éstas. las raíces mútantes'~alcanfoi:í~ürí'Ci/rj10y.o~,:lon.gitúd,·qúe0 10s;raíces'cie:'la.··línea · 

·. -~ ;:< _ -~~~~1 /::lf,:B::: :·-~t~~~/~ ·:::::~r ·;~~fz,~:1~~~/::.¡i~~tfFt~~;r';··~:·:-~f~,~:~;t:'. __ ~~:~~~~~:'tff/·:.--<·~}t /g~':?~'.~··.:¡'.~~\: .. ,:~:~:~:f·:;'.f~:. _ ~., _ 
silvestre (gráfica 2¡;. Lci . diférendci~ significativa; en, el crééimiento: de\ la; raíz~ de''la: línea 

~ '··'. ... ; -~; \' ¡. '.t:-r;_;:·~~-\~:. -~_::~: .· ,:. :· '. , '~.;}~-~ ·1~~~J;t; -~~~~;~i~ :.~H~~-~-;".-;~~f-:f-0:?:~~;!:~,·-~4~; /-·. ;\~P~~ ·:: ;~~~'..·{; .".~'.-~~.:·~~\:{~;~:~.'.·<:.,.~;~':. ~- :: :.·.~·:: .. _'- , . 
w19.1-3 con respecto :a tü línea•silvestre en eLmedio•Ms:o;sx:sin:sacarosa; nos permite 

. , . ~ '.:/. ·:~· ~;~ ~-;> .· ~~~"~.: .. _ ::·.;.·~,:-· , :· .-t:', ~:-.. ,·~>-'.~ '.~ ~ i"i/ii~::/~<?.~'.:: '. .. '.~~'. :;\\¡r~;~?.-I~:~;~::: :~- ~~~~·:·::r~~- :,~~,~)_:_. ::_::-~~-~-- /~.:~~::~.:~);~~\-~-~f:i~ .. ~~'.:~i~?:: ~:< .- -· . 
afirmar. que sí. existe,.~ún efed() .eri •el desarr::9n~:):d13)a. r.aíz proy9cadt:J por. la. mútación de 

"" 1 : ;:. : - ' ~:. '' ~. '. 
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AGL 19 en esto líneo. por lo que es necesario identificar los paró.metros celulares que don 

origen o los diferencias en el. crecimiento de los raíces .. 

En ~rmecib .MS 9.2x cor:i. 2% ci.e socci.rosci ~xist~n;dif~~eri~i~s.sigf1ificotiv()S·en el 

crecimient~.:d~·· 1a··· r~í~ •,ª.~·'.l§s :.i?di1~id,~,:~:~ftJ/º,l.fí~~~i~1~'.~,.~~·~·~'~~6·.[i~.~~~~,t*'I,~·. i§'• lín,eo 

silvestre (gráfico 6).-Los raíces de los individuos"de·lo líneo w/9:1-3-tienen·uno longitud 
· ,- ,· ·· .~· ;. ::- .·:-:·:~: .. _ ~;~:i:·}~< :¡Jr; :: ·~f't-. -~!~::c_-0~.:J~2~~·t+A~~,:_)~~x:,~:·-~;~~~-; ·-'.~~~1~~~:~{¡:~.'.:.:.);;.~)f~c:~=),¿\::~~~~~~-:,; ~ 5::\~~~:\~t~(~\l: ;~~~}\~i~1~ -~1!:!-~~,'-iq~~ :. ~.} .. : - : 

menor. que lo~ ro1c:~s_,,d_e).c:i, •h~eg ,s1lyestr,e o_- p()rt'ri9e.1;d1q.·.3.9e~pl)~~.d,e,l<J,.~'t:l~9~(] -~ ,t1c::is,to ·. 

el fin~'.~~, :t~~;ri~i;R1i.,~:tº~~?~.i~:~:d:f ·.IT~~.~i~i'i~.~~t~··p;~;~:·~~~?f ~f ÍS~>~1!:~f~~~~él:;r:.s~º· 
com;ortomie1~to.y.los~en1die1ntes ~e ··~mboscurv~1s.porecen1 ser iguóles'o partir del día· 4 

:::~::d~,:~~$i~~¡i~~~6~~~jr~~~·~~;~i:~¡~¡}~~t;~~,': 
parecer; lo ·diferencio• en lo aceleración: de 10:; velocidad "de•,crec1m1ento,\'es ;Jo que 

- ):; .. :·,:;:~~,,.--~~::~:{ < ,}' . ~·,,~> :~t··~~ :k~~· .-'.·{::;~<.t::~~.:~~ ·_.-¡:':~~" ~ '/~,~~~-:·:;':,::~.·:~~-.;:~·:?~;-~\:~-!?:.'~ ·:~-~~: ;J} ,:~·;;;:~.-:~~}!(.I_:·:J-~(~~~~8~~-,:~l~'.~t:~·~:._:~~G~~:~ »t}l'.~ 
prod~ce las· diferencias ~en , lo longitud : de. los raíces mut.c~nt~ y/silvestre o; lo: largo •del· 

Lo diferencia sigr;iificativéierí'el'é::redniientO'.de'losfaícesdelo lír,'le~:i'·wJ9fl.~3 •·Y lo 

líneo. sil~~st¡~ en '.~I :~~d¡~~;~~ '.g'.~~~¡2~~,,~~ ;~~~d~~~~~;;,ig:~~ri,¡f~·,á;ir~~/~~~, e~iste . un 
- . :~/~ ~~ -:··~:~'.:~ · .. ~:: ,:,'.{·/-~~: f·~~~~\\- -L~~~::(-&:-~J~~-'- ~.:~;~~-:~. J~;~~~:>.:~. -~ff~:ra.~~~1·.'.:,;1.\<\ihf~:: -~,;{~}-:/~~;:~<·:~f;,\·~~;: t~f~: .. L \~\,'.t. : _:·:·:·:.,. · --·-\··" _'. ,, ·-. --.. ::·_ . : 

efecto en el .. desarrollo délo.raízde;A'i'tho/iciria:préívocado porlo•niutoción del gen .. En 

esta tesis s~·~J~1J~rJ~;Ji~t\~;&f;~;d;gJ~tr~~;¿~¡Jt;;~~<j~1dr'1i~eo~ mutante y silve.stre en 

el medio MS 0:2)é:¿g~ ~~ ·¿;~ ,sbC:,~i~~~ ~~fa·~~G1i8~; el :~rigen de lo diferencio en lo 

longitud.de 105 ~oí ces ~n.1ac;inética de;·c~edn'íie~t6~ 
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Existen diferencias significativas en ta longitud de ta zona de etongación(Le) y en ta 

zona de crecimiento de ta raíz (Lgpr) entre tas líneas w 19. 1-3 y silvestre. sin embargo 

estas diferencias no explican ta diferencia en ta longitud total de ta raíz identificada en 

et experimento de cinética de crecimiento en et medio MS 0.2X con 2% de sacarosa. 

El crecimiento de los órganos de las plantas. en este caso la raíz. es el resultado 

de los procesos de expansión celular y producción celular (Scheres y Heidstra. 1999). La 

tasa de producción celular tiene dos componentes la tasa de división celular y el 

número de células. en división (Baskin. 2000). En un estudio realizado por Beemster y 
.- ,,,.· 

11?9~) 
(';c.'.' . ·.¡_~;;:;.: 

Arabidopsis. se caracterizó la contribución de los Baskin 

estudio se determinó qüe; eFincrerl1erlto 'en; k:í. produC:Ción. celular? es· caúsado ·por Un· 
- -~~ -_-;_: .-., -~i.Y ;:~;-- ~::.:_): ;~~>'.~t /~~~:~:~:'..::-~~·;~i~~~:~.~~~;::.~~ '.:fGt~~~ :¡~:~fr:~fu~- --:-1~i1_~~~:·:· ~t~~(: _¡:~;}_·,~-.. ;:~;'//+~-~~!~-j-H~~\~-.?J:~t\-·.:_f:~ ;-;;:;_:~;~-~~}~:t~r~~->-~\~~fi;:~.~-!~'_:· ; _--~--~-~- _ -:·, · _, __ : -. 

aumento ··.·en el; número' de :célulás'en":'divisiori;'.mieritras'.qUe .ki tasa 'de'división celÜlar ·· 
_ , -, ___ ;;>~:: ~ :.:-~~ ~;~~--~;_t~~r~ ~-~f¿h-;~-i~'.·1~~~ ~:-~~~:-~:-~-:f~~??~:~i~R~t/J~~:-~~--: :'m~t-;{f li~~~-:~i,\~~~~~~:1Ji~·:,. ·:~:~;;c~-{;~~~t~~2:;.:~::'.Jl~f{_.:J~'.~:~.'.:~:0i~:·~'~¿t~~~:sl:;~f!~:¡{~l:~~;\t·::~,~~ · ?·-.: :.:· · -

permanece• constante' a ló)argo 'del:meristemo· hasta qüe:decrece·reperitiriarriente a o 
,-· .:-·;·-~~~-- .;~1it .:'.·r~ ... ; ,._:~~-;~~: ... '.;;~~{if~;;~:'_..-.r:~?.~~;-·.~;N~\::~. :'.1·~;~:>-.~,t;tt-':f:(i~~:-·<fü~~.:. ~J::~A::,~:tS~.f~;~:·':~\J.f.'.:_~:~,k:. :;,:i~,~:·;: :·:?:p~~1~:~/<:·F~'- · =;.-/: . . 

en la base ,de ;,·éste.· .Pára ';regular; el. número'; de~. células\ en;división;: la , raíz 'debe , de 
,:: ~. _, ~. ,:, · ~~7¿~:-_.~~-~~\:. ;~~j~~·- ·;:~tl~·,:,~:~~~¿~J:8L·~:~~;;:i~ '.. ~.i~r~ ~~~i;> :0~:~~~~-;fa?~\P~:r;~'.:~f.~-~t::~~· .~\f1~:~::;,t,~~>~~~<:;i~-~~/:;~:;~:~}:;:::~~~r~::~:Wi~.:-. / ._o • 

controlar.· la. salida del (cido5~célúiári'erli ICÍ)partefproximal 'é:fén meristemo!~esfe': ci:)ntiol 
'-/ .· -'.~'.''·./'.'.' ''.- ~.:::~~:·:·. :\~:~.~~:-.~:~r~~'.: .. ~{~~i~: :-::J};f~{:~~t~~-t~:', !;H;·:?:;~:,' -~t~\¡ ·:.1;-~~1?:· ii*~; j~S~f.:::-, :;~~~J;i~:~"f ~~~'.}':;·1~i;f}·~ttt~·~;·'.F:;~~~~ ~<~~t·:::;:~t7~~{~:B1~-(~/;~~i~W.·:· f.:¡x- ·._ ; :~: ·: :, 

podría ser. espacicil/ de fór'mci' que'.la'.:zonci .de proliferaciónise mantendría; bóstci\ úna 
> ' ~~· . .-:,, ·_, . ;,_: .': :·.·:.-~{:~: ·;·:: ·H·r~. {:J·(.· .. :~~r~ ... ~.;áL¡.~~:·T~:~ ~})~~:::·y~f:::,:;_/:~;- ~ '.::;.}.;:~ : .·;·-· .'.i;::;: ··~~.:/('. _::\~ii.'::.'..)~~t~s.~:~~\ti~;·~·;~~~~~'.-:·:\~!~~,\!:Í~'i;~ :.'. .. ~~%~:'. :: -'1,:\~ •. 

posición determinada:'o'0temporal;~~e";formó ··.que'• ..• I~ :proHfe~aci~n 'se·~rr,ant.uviérO por 

ciertÓ · núTero~ ~~;•~~~.i~~~H~it!~~r4~"¡¡ds~l~ •. • 2~~0) .· B~~mit~r,y,s~{~~~J,\~j;~~ll~~,7~;,L;~n.····· ·., 
también .que las' zorias ... ae-·aivisión y elongación están acopladas/-pór.tlo 0 'que_un 

¡ .-•·' • ... • • •• ;.·,~·:::!-·.~::~;:..·;.:~,:j·,:,-~~:. •: .. , ".,, "' j '"· ., '. ,-,,,.,·~ • • 

aumento en el. riume~é>,'d~ célulOs en división produce un rilaVc:lr::'~8Wt~id\j'~;d~í01~s 'en . 

elongación ••• ent~n¿~~\_'1éi ;6ngitud de la zona de elongacl~~· ~~id d'.Úe~mi~~~b:;·~~~ el 
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número de células que pasan a través de ella. favoreciendo una perspectiva celular 

con respecto al crecimiento de los órganos. 
. . 

En e1.C::aso de los parámetros c~lula.res medidos y calculados en esta tesis p~ro la 

raíz d€i lalí¡:;'~citiiotantewl.9.1~3 l.Jtm~cindo el níÉltodo deTasa·d~Prod0cciÓn C~lular 

47 



El punto reconocible del protoxile~a se encuentra más cerca del ápice de la 

raíz en la línea w 19.1-3 que en la línea silvestre, y el tiempo c:le diferenciación de este 
< '· '. 

tipo celular. t•ambién. es .~rna•s· .corto>.~.u.nql)é'estos.• .• ciatos •.. no .• son signific~tivos: .. :ªPºY~rían. a 

::·p::·:~~~~i~1~!~~!¡;iiíiilif illi? ii~ltt¡¡¡~~i~:: 
respecto al credmiento·de raíces silvestres/en etcé:Jso•:deLmutarite;;wl9.·F3 la·tasa de 

-- .·· -- _,. - :" · . · ·~ ,.:·· .. ,~~/·-:_<_~· ;, ~:x~. ':~:·~Y'+,~~:-·'. ;;: -:~;·:,- ~ ~::~~~:- =:~:~~~-.. -~:!~'.~-~; · ::";:" 
4

·-::/f: 'j~~~::\ffr-·'- ~:~)':;--:~r.~rr~~t~\fifa:··ft~~~:~~:f0~,-f· · 
elongación celular sí tiene> un. éfecto eri-'el crecimiento de 1a· raíz· m'utc:ínte, ya que al 

pmec~r e~f f!~¡;~~~;~¡1~~;'ri7~~~~~~J,~~1\~l~:~~~¡~~\Jf ~J~'~{0~1e,¡<> la. célula. 
alcanzar una longitud riorinal en.una:zona.de·:elorigcición de menor.tamaño.· 

: ~-·,:; : :º· .. : ;-~~:; ; '.r~º~~~:- :-~:~i1> T-<N~!~~-~~t .~;}~: ~-~~:~~~~·~~~\l/:_'. f~.i.~(. -ti~~~~~ :~-;.f ~!i:;;:iF~,::::~)i~~!.:;:· (_-'.;x~~~:/_J;:t};'. '.-~;~~~~~~i~/i~.:~~~-~f 1~f ~·:::r~~~:_:-:: · ,: .::?. ·. :. 
·LO diferendéí'én' 1a: loñgitud. dé lci zoncú:félelongcición de IOs raíces mutantes con 

respecto 'ª, ·l~· 11J~J¿J;1SZ~~~~~~·;J;§~¡~~¡~~E11~~~·1~r.~í~~~~~:s~~~~.:~*f;1~t¡~;~~bitJd final de la 
: ·~, . ·:~.:-:. '. -.:: ·; :·_.~: · ·;~-.~·:::.:: .:;t;{'/:·· ~~~j:i;·.- ,; t~~?-· ~.:}~{\·~I:.'..~::k ·:~b·~:¡J;.::-~~~~~~- ·-;1~~:·~ ~; J~~~'.( ~o:~~ .... ,.,d;,.:-··· ~;~;'.:\ · '·,,,: -{~ ... : ~ · : :, :·.-

raíz. observadas en· el" expeñrryentf .'de 'ci~étíc~ 8~.:~;i~~Í~i~"~t§) ·~A 'é("ríJisll1? ~ed.io,··.ya 

que··la .·m;,.m2 ·~~."~~~:t~ ~1~t~~i~\~~i?1'~( J~¡~~f ~i~~~~~~~i~~~1l~0·)S'{ffio 
longitud final •. entonées las raíces de:ambcis líneas 'deberían· tener la misma longitud; 

, · ·. , , -.. ·:· ;;r_t~:·; -i:_~~:~i..: :·;;!I;;'..;;;y~/~t-~r~i~,: :. f Sk:,~·-·é;t{(:4~;!t-,~~\::::.<~ \.·.~-tr.:·'.,; ',¡:,~~;~<:;.·:~!~1~t~·1_g~\~:--'.:.~:t'.>:\~~:,;·:~--:;.Jf~"i;·);_·~;./<f:'.:~r.; ~-~¡~-~~~~-, .. : ;~;?~·> .. __ : .: _ -. 
Debido a qüe los parámetrós;'celulares·.eváluadós no explican.las diferencias en 

: . .· _. -.. . . , _ .. ; --->·-·~ -'.·~·{ .: _ -~ i:~\=-~ ;~¡~~'.~~.',:~· .. :r~w::/~~~~:t.1~~;'.:::_: ~~~~j;:<;fJ~~:_:.; f:·~·;;~--~~-~~~~:~\H~z~:-:o~:~)lP~~~~t:~~~?::;1~t:,=~:lf~{~~·::~~~!i~~r:·!~?:;~;~::::;~.::~l:~\1:~~?--P}~J:·~·~:r-·~,:, · > .. ·. 

la longitud. final.• d.e las r~1cessdvestre,yirnutant~/ispos1bl~;q~e)as· cCJus.as'.que, opg1.n_an 

e•ta. dlfemn:'°'.º~~'.f ~:~t iif ~;~f~[·~i~~1;·.~;1~~~t~i~!f,~~i~~Ji]~;;¡~······ · .. 
Como' se observo· antenormente' .. •en 'el:°experimento 'de~cinet1ca ·de.' crec1m1ento; 
. " . ":, <:~ .. -.. {~:=/ :/:~ :._~ .~~'[:;;: ... ::;~~ .:: >~~~~: .. :~·~d~;~( -~z~-> :tffi~~-:f.1-~f (, }\~'.~~:~:)::~-:~( ~~f}>~~.:·~;~~~~:;:~~;~\.~"W~Y:~.::_:~~~:~;:~~tit~f.f ;_·;~~f ?.~f~:~:(~:~t~::.::·~~~; ¡ «:·:~:~<· _: ::.: , 

las raíces .de la líneO.w19:1:.3,tienen unO,velocidad:de~ére'dmierifo':menoriqúe'la línea 
- ·, · · · -. i·':::l .· :.~~:;;:r:)~~fL:·-;t:~~~3-:.H-t/ _-,~::.;::\-~. r;~{:- "~·-:J/: "")::~!t~~·:í··t::n::d/:1f :,.j~~~:;~·;:\'.,i~,~ \i ~~~ti{~{~~;!:~ ~~}f 0::',~i~~::/:'::~~~1 ¿:;;-~~~~~t~::.:-. ifr·:;:~:-:~:~.~f ~ ::,\ ~'~·: .. -, .' ·. 

silvestre en los· cuatro prinierosdíéis'del'experímént6; slí'.aceléfoción),tan:ibieri:es·;n:ienór· · 
,_ ·. _:;_ : .:<:- :: ;_ . ~:~:r .~-.-3~~:~~~1-~~~·~·~;:;/&~t~f':_5-~1~\'. ;;_·~: !_~5},~-i ;~~1!:~, ~J'0t:·\tr;~{_ ~j;-Nt,~:r.t?.:~~Jét~~Hr;~~:r~:z~~S::~~~~<:_}i~~~i:: .. ~~;:~;:/~i~1t,.:~f~\cr~~r~1;A~-.~ -?- '. : ~. ;?~:-.. , 

en esos días .. Debido a .'que:eLtamaño' de_las células:completaménte'.elongadas .es igual 
, . · _·.',:·:·- · :~··rh, ~~·'? , ~·:t::-~ ,_.~-: '/.·. ~~Y> :·:·~:L~~:/~~~·'.·;·. _;:' 3·:·:: . :~~,~~-- ~~L· .-~ -:~~- --~'· ~ ~~~)~~:~~;;:~~?::·~"-~·-.: _'..<:, .· :::~:-:~::r~~!~.':.:{:~~\;·;· ,._.,,,.~---".>}·; ;'-<"'. 

en las líneas- mutéinte ~.y: silvestre, ·es · de ;esperarse e que:· 1á ¿prodúccióri'·" celular. en los 

individuos rÍlJt~~t;~·:,i~~ ~i~br ~A a,lgú~ rll~~g~i¿/dÉli'·~~~6rr~11d:~~d's~~·. ~~~·~¡~·~ario o 
i ~; ¡ -

postembrio11('.]rio: • · 
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La regulación del .crecimiento y la morfogénesis en plantas se interpreta desde 

dos perspectiva.s. la perspectiva orgc:mís.mico o espacial sostiene que el crecimiento y la 

morfogenesis soí)_ ~~ia~~s ·· J'.>%.1(].:~~j(J~~:~¿;,?e.1o~;ó~~a~gs;.~uyas células constituyentes 

solamente. fiagmentarÍJ ~ltZtOfumen; resÚitar;itf:!'qs(:J1~;~~;y Heidstra. 1999). Desde esta 

::::::~;;~~~~~~~~~¡tf c~~¡~~l~ut~i~t::~::::;o:•c::::~:,;:~: 
de forma:·autónoma··e1 ·crecimiento ·y•la\moiiogénesis;'. Las ·células son consideradas 

· .:::_; · .. ?:~ ~·. ~·:. _: . ·. _ .. " - : . -< . .. -··:: ~-::·--<~<~:";i~~·-:.;;:·~~rtX~:-~'.:~WJJt/~Ef~--:.:.:::~: -. 
entidadesin(jividuales·que juntas conform(Jn.'(Jl;organisrnC>·de forma que el tiempo y 

:::·::;;:E:::~:~~:::=:::;j~~!t~i!tt·~!f ~~;:::ºe::.::~:: 
perspedivas celular y espacial. besé:fe:la:perspediva ceh.ilári'.éla:j::iróducción celular en 

. :: : . ___ ·" _- --: :-:. ·_. _: ~:--. . :=>;D.· ,:·~-~·-~ . >~~;~~:~-~~;-~~-?-''/~{;¡·~~~-< --~~}t\~·-: t~~t0~::.:·r~fÍ~~·~ :;~~~~:~~t~~r~r)~;(~=:_~~:~~;~~:{~;t ~-:~A~('.<:· ·;\::_:_- · : ·<,. ---· 
el meristemo dirige 131 cr13cin,-iie?to [~{de';,, la; raíz;V,·;;ipr()ducieriao1< las . • 2élulas ·que 

.ub•ecuente~e);'~o,· '~,·~ª{~E~r:~;,~1~~~~~~i%'.~f 8i;~~~~~ ~~tecmlnodo' 
entonces. las;zonas·de;prolifer(Jcióri 'y•elor'lgadótibestá.n~;aé':é:>pladas~(Bee·rl'lster.y Baskin. 

'.·,.· -~ '.\::.·~ ~---~ .. '.~1,>. _:;:;;::>V'..~:~·· -;:,~2_;·.: :·::~:-~~-; <?\~'( }~'..L(;~~~~<:.~.~~~-~~:·,_:t~~J~ )~<i~i}~}~;~1(~~~~~~;;:-/:·:~~\{~:3'~:~;~¡:f~J~:~~~>·:!_::~~:-~,~::·;?~:~:~<~?}·., .\:,: 
1998). Por· otro. IÓdóidesde IÓ;:perspeetivc::i;espOC:ial/podría: seiialarsé ; que Jos . tasas de 

d;v;,;ón. x'H~~1;l~k\~~IR)º~t·~i~~~\f ~~~~1~1~1i~1~11~F~1*~?? en el eje 
longitudinal de la raíz; entonces el crecimientoé:fé;;,1ci raíz desdé' está determinado por el 

. . . '. ~<- · · . -~ -. _-.: -. . . "' - . ·"_:-·_--:·:-· -;~"-;i );~~f~-~::·:::~Ifi{~tSJ~;~---~J~~~;(f~~s~~:f~:~1~::fi~t::··1:::~~:~f t~: ··iz~¡~J1;;g~~;~ ~-:- " _ 
tamaño de la zona de crecimiento de la .. E9í~)'~l.SJ~!CJ,~9.s)9~(Jl.t:::~ .. c:J~;e~¡:::iansión celular. De 

. . _ : - : ... ·.: :: :.» · ··.:.-::,~_:----:~'.~1:~.'.···~~}i:;~::~:J~~~~I~~<<~~i~':~f·~.-:f\i:.;~~.;~~~-~;~::~ET:-:.~·-'.~·;>'·:- ·· ; 
acuerdo con esta visión la división éelúlar;solo;subdivide.·ehespacio'celular provisto por 

el pmcem de expon•lón celuloc (~e~dlH~t~~¡~~~¿1~g~~{'~fi~ .. ·. 
En el caso de la raíz del.mutante;'vv;i9.J~3J;ur;ia'z()°~Ocie°[divisiónigual.que la de la 

-.. · _ .: ~ ... ; .~:-~r>::t~?;:; --.:1~-~rfür:~~ff¡:;:_ ~ff ~~1?f¿~t:'.t~f~~,-~,:'.~~rt~~>;t~;:1:-< f.gi~:;:?~~:'.\k~}~~~·:!. >:~::;:;._ _-:,-;~~:. . -· 
raíz silvestre no se presenta junto~conuncú'.ória,de'.elongéiCió~longitúd igual a la de las 

_.,_ - : : _- ·:: ;\··~ .. ?~--~ · ·;·.·::,~t'.-·':'.~·,: ... _:-.::~ {t~~~-~~-~; : .. ~-~~;:.'~/:!E~:;{-f:~~!-::¿~~~;r:._:lf~;:):;~_.};:~,-~~~: '.<.~.:,; :;~,~:'i~:. -{--
raí ces silvestres. La;zoria de.crecimiento.es de.·menontamaño en 'ei'mutante. Podría 

decirse que ... en .. el ~c~so.:~;.";ci .•. r~:íz, m0~a¿t~1i6s:'.~66~~áW~f,~i~isi~·~: :Y: ;19ngación están 

desacopladas, este; de;SCJ~Oplomiento serÍCJ solo ·fí~iCO, Y.ª que funcionalmente las zonas 
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de elongación de la raíz mutante y silvestre son iguales. Desde la perspectiva espacial 

podría decirse que la zona -de crecimiento de la raíz se ve reducida debido a que 

existen señal_es ql)e estimulan la tasa de elongación celular local en la zona de 

elongación.:·26~P~~s;c:indo su tamaño reducido y produciendo células elongadas de 

en' la elongación~celÚl~r.'b~;~é la persp~~tiva celularpodríani()S afirmar ~ue lcis' zonas 

de_ ~ívisiÓ~-,~~>~:~~;~~~i~?~4-1tA·~1~i,~9~~~¡~i~s}f m.7:í~~~~-~~~~~i·.g~\f é;1~.1as al salir del 
menstemo_tienenla;capacidad_de~elongarse'deJorr:namas rap1da perlo que producen 

. -- . . . ,. ':;~ ---;~~~~~:;~:-::Vif _;:· ~}~:·:;.~~{G1j:: .:::~~;:._~:;~-\:~~:f :J~~::~- ·\i{~:::::~}[\_ff~;?.;~·}.:~~\~~~-~::"[~:~~~, :::~if.1 ~~-~'.:~;-\}\·:~_·:f :· .: S:.:=( -~~ ~ ~ .. - . . . ~ 
una zona ·de,-elongac1on:menor;en·.longitud;¡la:;d1sminuc1on 'en la zona de elongac1on 

ce1u1af s~rí~;·f ilr:i~;~~f-~~~~;¡~~~~~~-;f~~f~Rl:~~;~~-~~~f:i~Síó9. c~lular. Las señales que 

producen lci'.'disminución:.eri',lci zona, de: elongación: pro"'.endrían de la zona proliferativa 
~ .. :~ ;~ ~ · '.~-:~ ~::>: ~:;J ~r ,';~:~-~-~{::~;J~~~~:-.~~:s:~f!:;;::_'.:;~~~~:-;~ ~Jr~~ +;;~~ ::·;, ?Et'~~~-~e;; :_-~,:·~: -~<):-<·~ . _::-. _· , . · .. _·r ,_ _, . . . , 

en el caso de.la.perspe_chva:celular;<y provendnan :de•la zona de.elongac1on en la 
: .. :~\~~~: ::¡~~S:/:"ti:'.f:.:-/~f~sf :3J$:~~~:-~~~t,f_}-:·~~r~0·~!-f::~~r.~:i-~/ .. :~-v;;~~~::?.~~:.-' {,~;:.~\:~:-~~~~~:-'.~-~--~:-~::;~~-~- ';;;~,-~~~ ·--:· }\~· ·· :r· · .. 

perspectiva espadat•_Encimbos 1ccisos'el étecfo'de·redUcción en·1a zona de elongación 
{Yi:. ;,::.;>::·12~~;;, ·.- ~.;:~~~*~:·:0~~:'::·A.ri~;··~t~~}t0~·-:;-J¡~~: .. ~·::;:·.,~~'.- 'i:~;: <· .. · -:-~~;--\_-~,:·.::_ . :::·-,"~-- :::·. '.'. :.- ~ . . · 

podría ser: el resúltado''dé~ün'. acercamiento de• lcis señales de diferenciación del tejido 
. .-_~---; -~:.:. ;!<:~)%!'!)~:~:~~:-r~;¡_~-~<!~~~~~--.:;;·_~-.:_ ~- ¿,_ ·- - , -

maduro·hacia el ópicede'.IOraíi;" 
.·~"<. ;-¿:~_:. ~~~;~-~~;; ';'~{ ~;. ,. -;,: 

""' ":<'~ • 

{· --~--:·::;: :.:~'.;~!/ .::_;·: \;_., · .. ~ ·.' ·:-

Las mutantes _de _10°~-,:~~i;~;~·~A~L i 9·. y_.,A-Gl..14 ·s-on. Similares. 
·~¡J· . .J,~·i: ·.J_/.::'· .,,·,.:~._: -,,,:·:·~ )-

Los defect9s:b\ni\/ei 1:C:~lula(er1-1~ columela y en la diferenciación prematura 

observados en .~:?J~~~í¡~~t+rr%i~~j1~~.'~~3;Lén simHares a los observ;ados .e.? LCJ ;ut~mte 
w14.5-1 de gen'A~L.14cmaHza~afi~.ellaboratorio de Genética Molecular:yEvolución, 

UNAM (Ortil~:~~;\1[f -".E~~:~í~t~,~~t~:~~~~~~,(fGL 14 presen~\;',j~,js;~[/~~f~~~~j;E3~,-el_ .medio 

MS 0.2X con 23~de sac:arósa:"(unó zona de elongación reducida~i,'P'efO'erfcontraste con 

:,::::::j~13f ~t~'¡:~~~~~~::::"t:::.' ::,~~!0~'J~:::,::'. :,~~~:'. 
que en el rr.~téln~~,,~~,~~Güs1; se observó una desorganización ~-~;~;~r en la columela. 

AGL14 y AGLW tienell uria similitud del 763 en la secuencio de _aminoácidos de la 
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región MIK por lo que es posible que sean redundantes funcionalmente (Alvarez-Buylla, 

et al. 2000a). El hecho de que las mutantes de AGLI 9}'AGL14 tengan un fenotipo similar 

individualm~~te. ·~ugiere,· que. en lugar de· ser redundantes . funcionalmente, ambos 

genes pc:)~rí6;n 'participar en la misma vía de desarrollo. ·.Sin embargo. es de esperarse 

que la doble mutante de los genes AGLl9 y AGL14 brinde información importante 

acerca de la función de estos genes en desarrollo de la raíz. 

El mutante w19.1-3 se diferencía prematuramente. 

Las divisiones períclinales en la endodermis de la raíz . de Arabidopsis son 

comunes en raíces de más de una semana 1 de edad. estas dlvisiones están asociadas 

al origen del córtex medio y ocurren a nivel del meñst~rrib ;¡6a'0~~'ét.Cl'1.: 2002). Las 

divis:ones periclin~les. observad~s en la enz~~0,~~}~.:.~~f ')l,Tistf *:í~~~~~~t{~~;tCl~~;te ·w 19. 1-3 

son inusuales.ya que este.experimento se.reahzo.~r:i•ra1cesde;me,oosdeuna semana de 
--. >: '~. >;'..' : .. : . ;~\~~: .· .. {<.· ,_ :.{;:· ' :::>·\ .. ;'· ~'<~ -.~: :;~.; :· /.~t;;·<:!~~r,~>i~~t'.~J.~:~~~;~:f.~~-,:~B~rff:';·~IiWk k~tt%;'i:~\r~:~~~I::~~'.j~i::r~'.: : :L . -' /.: 

:~e~::~~d~~~~f ~l~~f~~~~f :~~,H~¡J:t:~~:::~f L:~:o::,:,:: 
proponer qÜe AÓLI 9 podría est~r 'i~plicado en mantener un estado no diferenciado en 

el meristemo; en ausencia parcial de AGL 19 el proceso de diferenciación ocurre más 

rápido. 

Los defectos en el crecimiento y celulares del mutantes w 19. 1-3 se asocian con el 

padrón de expresión in situ de mRNA reportado para AGL19. 

Los defectos en el crecimiento y celulares del mutante w19.1-3 si se asocian con 

el patrón in situ de mRNA previamente reportado (Alvarez-Buylla et al .• 2000a) en el caso 

de la columela y la diferenciación prematura en el meristemo. Una vez más parece 

confirmarse que el patrón de expresión de mRNA de los genes de la familia MADS-box 
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de plantas son predictivos del sitio donde el gen ejerce su función y que por lo tanto 

este tipo de análisis es esencial para dirigir los estudios por genética inversa. 

Perspectivas 

A lo largo de la discusión se proponen experimentos- concretos a _realizarse a 

partir de la informacióny herramientas generadas en ~~iaJesis> Es ~ece;sario C:orroborar 

:~:":::;¿f l~Rr',;;;i:t:;;~i;~;~~~1:~1~~1l~fitH~~~~~J/&~~i~,¡;,: 
generados:en esta tesis_Oún rio ligan a AGLl9_a una vía de,désarrollo concréta;~Dóda:la ._:­

. . _ '.' ·: -~~·-:;; . :·, /:~ ... ::._~~-:~:??{~'.! .. -·.::i::~~·, __ -~~:~~,, -,.~-(-~. /-~l-~.~:_,. j ~":='. _, :;~~~:~:;::::;;;~~-> _-.,. _ ._ :\-~;"~~-:·:~_:.-~?- ti_',~c:: _ -:~ .. ,:\ ... /~\;~~-:-~:-:J;;;r1~~-~~'.~---~;r~~;~r~~~-~f~~Fi"~~~:'.,~:-,: :~;:;: ~- ;_ ~- ._. , 
importancici __ démostrada ·por otros genes MADS-box en el .desarrollo /epro:dúdivo_ 'de_ las 

hipótesis de_ que 'AGL.: 19,podría ·estar implicado en la regulación''del desarrollo: de: la raíz. 
; . ..~ -~ 2~::~ .:,~ f;~f~ :-.~~~}~~~"-_-: ¡;F;~-~--;~t~~~:~~;;;~~\t~;:, -:·;t:~~-~:·_~:~?%5 ,:~-:t-~t\·r~· :~·}{·,c. ;~::e:·~~:-~~\:_;:\·.::/ ::·.;_;<_~~~:~~<~--,iit::~ d.~F::;.:~:.1~/~:-~~~~,t- .. ;':;: ~; ~ )~~/ · -~----:<: ·: ·- _, __ : . -· - --

La caract~rización"'c;ai~fondo\td,~j)~l~los_·mutantes 'd~<'A~LI 9 ;_ •. líneas.' tr~nsgénicas de 

::::::j:f t;;o:ig¡~~~~~fil~;~:~:r~~~;~.~t~;}~,1fü:ie±;,1c:~·°' que • 

. :;:'' 
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Anexo de protocolos, ptásmidos y oligos 

Transformación (E. coli) 
En presencia de mechero: 
1. Añadir la mitad de una reacción de ligación a 70 ~il de células competentes. Mezclar 
por pipeteo. 

2.lncubar en hielo 20'. 
3. Incubar las células a 42ºC de 45-50" Y regresar inmediatamente al hielo. 
4. Añadir 950 ~11 de medio LB líquido a cada tubo. 

6) Incubar 1 h30' a 37ºC en agitación. 
5. Preparar placas de medio LB sólido con el antibiótico requerido por el plásmido 
utilizado. a una concentración de l 00 µg/ml. En el caso de plásmidos que tengan 
selección blanco azul (pGEM To pGEM T easy y pART27): 

a) Distribuir sobre el medio LB sólido con asa de vidrio 20 µI de X-Gal (50 mg/ml) y 
100 µI de IPTG (O. 1 M). 

6. Centrifugar I' a 6000 rpm. 7. 
Retirar 900 µI de sobrenadante. Resuspender pelle! en los 100 ~11 restantes y plaquear. 
8. Incubar o/n a 37ºC. Después poner en refrigeración 4ºC. 

Medio LB para bacterias. 
Disolver en 800 mi de agua l Og de. Caseína hidrolizada o Peptona. 5g de NaCI. Ajustar el 
volumen a 11 con agua y esterilizar en autoclave. Si se trata de medio sólido añadir l 5g/I 
de bactoagar antes de esterilizar. no hay que mezclarlo ya que no entra en solución 
hasta que se funde en el autoclave. 

Extracción de plásmido de E. coli por boillng miniprep 
Buffer STET ( 4ºC) para l 00 mi 
Sacarosa 8% 8 g 
Tritón X-100 5 % 5 mi 
EDTA 50 mM 10 mi (0.5 M pH 8.0) 
Tris 50 mM 5 mi (lM pH 8.0) 

l. Picar una colonia proveniente de una transformación en LB líquido y el antibiótico 
respectivo a una concentración 100 µg/ml. Crecerovernight .a 37ºC; . · 
2. Centifugar l .5 mi de bacterias en un tubo eppendorff por 2 min 0 13 000 rpm. 
3. Descartar sobrenadante. . . ... . . ·· • :0 ·· · .·· . . 
4. Resuspender en 150µ1 de STET. Mezclar en vortex para .dÍsolV.er> 

5. Añadir 10 µI de lizozima (10 mg/ml). ffi°ezclar~~ vort~~:,· . 
6. Hervir en agua inmediatamente por4o.seg: ··i:c• .. • .·· . 

•. ,·; ! ·~~<~~- ·. ' ···: .. ::, ;~/< 
7. Centifugar 10 mina 13 000 rpm. ·:. ;> ·"·: _;·,,, .. • .· .... ··•· 

8. Sacar el precipitado con un palillo y descc:irtarlo:;s'. ;'.~::·> i< f .· ... ·. . 
9. Añadir un volumen igual de isop'iop6;.Jcif"tríci .. ¡J.5();~¡¡,·_¡.;,e~claipor invérsión. · 

10. Centifugar por 10 mina 13 000 rprri/':";,;• .•.'/.'.:'¡'.',.'. ·;: ·:~( ';··>·:·. : .. •· ... · ... 11. 
Lavar el precipitado con EtOH al 70.%.·:centifÜgar 5,niini descartar, y poner.a secar a 
temperatura ambiente. . c:···~i:'. J.!;H.;)'é:J;,~:;.;'.i,•~ ;;\·;D~:·/i•/¿: 0:H '•,<;C.···•·.· · .. ·· ·. 
12. Resuspender en 30 µI de.TE IX'.AñadirfuldeRNA A(lO mgÍml) e incubar 30 minutos 
a 37 ºC. · · '·· · ........ •-. •.················:·;·:·e·" ·······-e··· ·. · ·· ·····r···· · .... .,._, ·· •·· · · ··· · · ·· • 
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Obtención de células competentes TOPlO E. coli. 
Material: 
- Tubos con medio LB. 
- Matraces de 500 mi con 100 mi de medio LB. 
- NaCI 1 O mM frío estéril 
- CaCI 2 50 mM frío estéril 
- Glicerol estéril. 

1. Plaquear cepa de E. coli (TOP JO) en una placa de medio LB _ _______ __. 
2. PRECULTIVO: Picar con un palillo estéril uno colonia aisladc:Í, e inoéuÍar_en 1 tubo de 
medio LB. Incubar con agitación constante toda leí noche o 37.~C. - : · - · 
3. CULTIVO: Inocular con 1 mi del precultivo 100 mi de medio LB. creceiro 37ºC, durante 
3 o 4 horas. hasta alcanzar uno D.0.600 = 0.4. · · ·· -
4. Centrifugar en frío paro colectar las células por 15 min. o 6000 rpm. _· 
5. Eliminar el sobrenadan te y resuspender el precipitado en 20 mi de NaCI 1 O mM frío. 
6. Centrifugar en frío 15 min o l O 500 rpm. 7. 
Eliminar el sobrenadonte y resuspender las células en 8 mi de CaCI 2 50 mM frío. (los 
células ahora son muy frágiles, así que hay que tratarlos cuidadosamente). 
8. Mezclar los células con glicerol estéril. calculando que el glicerol quede a una 
concentración final de 20 3. 
9 .- Hacer olicuotas de 150 µI y almacenarlas o-70° C. 

Restricción de DNA 
1. Determinar los µg y el volumen de DNA que serán digeridos con una enzima o varias 
enzimas de restricción. 
2. Determinar las unidades (U) y el volumen de enzima(s) necesarios para digerir la 
muestra de DNA. En general es mejor utilizar 2.5 U/µg de DNA paro evitar digestiones 
parciales. 

Unidades de enzima (U)= ( µg de DNA ) (2.5 ) 
Volumen de enzima (µI) = (U de enzima)/( concentración de la enzima, U/µI) 

3. Determinar basándose en el volumen de DNA y de enzima(s ) el volumen de 
reacción. Los buffers de las enzimas de restricción están a una concentración 1 OX, y si 
las enzimas lo requieren. la espermidina está a una concentración 1 OOX. Utilizar el buffer 
específico de la enzima y si se trata de una digestión doble utilizar un buffer compatible 
con ambas enzimas. 
4. Determinar el volumen de dd H20 para la reacción: 

µI dd H20 = (volumen de reacción)- (µI buffer lOX + µI DNA + µI enzima(s) + µI 
espermidina ) 

5. Preparar la reacción y añadir la enzima(s ) al final. 
6. Incubar lo reacción a 37ºC. De 3-5 horas si se trota de DNA genómico y de 30 minutos 
a 1 hora y 30 minutos si se trato de DNA de plásmido. 
7. Detener lo reacción 15 minutos o 65°C. 

Células competentes para electroporaclón de Agrobacterium 

En condiciones estériles. 
1. Inocular la cepa de Agrobacterium C44 en placa de LB. incubar de 28-30 ºC por 2 
días. · -- · 

__ 2. Picar.1 colonia de Agro en tubo de LB. incubar de 28-30ºC 1 día. 
3. Inocular 1 00 mi de LB + O. 1 3 de Glucosa con 1 00 µI de precultivo, incubar _a 30ºC. 
4. Incubar hasta que se alcance una D.0.600 = 0.5- 0.7. poner el matraz en hielo. 
5. Colector las células centrifugando por 15 min q 6000 rpm. 
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6.- Resuspender las células en l O mi de HEPES l mM pH7 .O. centrifugar como punto 5. 
Repetir el lavado 3 veces más. 
7. Lavar el pellet con l O mi de Glicerol 103. centrifugar nuevamente. 
8. Resuspender las células en un volumen de 500- 700 ~11 de Glicerol l 0%. 
9. Guardar en alícuotas de 40 ~11, congelar en N2 liquido y almacenar a -80ºC. 

Transformación por electroporación de Agrobacterium 
En condiciones estériles. ,, _ ,.; ,·~-,,,, 
l. Descongelar las células en hielo. Pre-enfriar la celda de electroporación. 
2. Mezclar 1 O ng de plasmido con las células ( 40 µI )y transferir a la celda>·· 
3.- Aplicar un pulso de 2.5 kV, 25 ~1F. 200 n. ' ;, - 4. 
Añadir 1 mi de LB. incubar por l h a 30ºC con agitación ocasional.{, :>:: '; 
5. Plaquear una alícuota de las células en cajas de LB con el antibiótico' respectivo. 
incubar por 2 días a 30ºC. · .. ,; . : ,·, .· •..•... · ... 
Nota. Siempre crecemos la cepa C44 con Rifampicina l 00 µg/ml además del 
antibiótico de selección para el plásmido. · 

Transformación de Arabidopsis por infiltración 
Crecimiento de Plantas 
l. Preparar macetas con tierra y sobrellenarlas. cubrirlas con malla (tul) y sujetar la malla 
con una liga. asegurarse de que la malla este bien pegada a la tierra. 
2. Seleccionar semillas del genotipo adecuado (mis transformaciones se hicieron en el 
ecotipo Columbia). En cinco puntos de la maceta sembrar alrededor de tres semillas. 
Vernalizar durante dos días a 4ºC. Crecer las plantas en cámaras de crecimiento a 22ºC. 
Una semana después de la germinación retirar dos plántulas y dejar solo la más sana en 
cada punto. 
3. Crecer las plantas hasta que el tallo esté de l a 5 cm por arriba de la roseta. 
decapitar la punta del tallo por arriba de una hoja caulina. para promover el 
crecimiento de tallos secundarios. Realizar la infiltración de 3 a 4 días después de 
decapitar. La decapitación no es esencial así que puede ser usada para tener listas las 
plantas para la infiltración. La tierra debe estar saturada de agua antes de la il"lfiltración. 
de forma que la menor cantidad de Agrobacterium se quede en la tierra,:, · · , · · 
Infiltración . , <.•; ·•- •i 
4. Crecer un cultivo líquido grande de Agrobacterium con la construcciór-¡ ápropiada a . 
30ºC. Comenzar con un cultivo de 20 mi (LB+ antibiótico) tres días cii:ites~de;ia-S::.( ,. '; ·:; ; 
infiltración. Un día antes de la infiltración usar este cultivo para inocular'ún'd:iltivo de 300 
mi (siempre crecemos la cepa C44 con Rifampicina l 00 µg/ml además del arítibiotico . 
de selección para el plásmido). 

5. Después de 24 horas de crecimiento en el cultivo grande. las células se encuentran a 
una 00600 de al menos 1.2-6. Colectar las células centrifugando por 15 minutos a 5000 
rpm a temperatura ambiente. Resuspender en 500ml de Medio de Infiltración. MI. 
Resuspender por pipeteo durante unos minutos. no es necesario resuspender las células 
suavemente. 
6. Poner en un recipiente un poco más profundo que las macetas el MI. Colocar las 
macetas invertidas sobre el recipiente de forma que las plantas estén totalmente 
sumergidas en el MI. Mantenerlas sumergidas durante 15 minutos. Utilizar la suspensión 
de bacterias tres veces. · 
7. Quitar las macetas del medio y dejarlas .escurriendo de lado sobre una charola. 
Cubrirlas con un domo y dejarlas en esta posición dentro un cuarto frío durante un día. 
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Al día siguiente se quita el domo y se paran las macetas, y se transfieren a una cámara 
a 22ºC y no se riegan durante 2-3 días. 
8. Recuperar las semillas tres a cuatro semanas después de la infiltración. 
Medio de Infiltración para 1 litro 
10 mM MgCl2 2.0331g MgC12• 6H20 
5% Sacarosa 50g 
0.044~1M benzylamino purina ( 1 Omg/ml) 1 O~tl 
0.03% Silwet L77 (Lehle seeds) 300µ1 

Selección de transformantes 
1. Preparar placas grandes con medio MS + el antibiótico adecuado. 

2. Esterilizar aproximadamente 800 µI semillas (volumen seco) en un tubo falcon. 
resuspender en TC agar al 0.1 % y vernalizar a 4ºC. por dos días. 

3. Sembrar las semillas en el medio de selección, poniendo gotas de 
aproximadamente 200 µl. Dejar secar. tapar y sellar con parafilm. 

4. después de 8 a 1 O días las plantas transformantes deben ser claramente 
distinguibles como plantas con cotiledones verde intenso y hojas verdaderas. 

5. Transplantar a tierra las plantas seleccionadas y cubrir con un domo de plástico 
hasta que se establescan bien en las macetas. 

Tlnción de GUS. 
1. Colocar las raíces en un tubo eppendorf de 2ml y añadir 1 mi de solución 

substrato. 

2. Incubar a 37 ºC toda la noche. 

3. Observar al microscopio. 

4. Si es necesario aclarar en etanol al 95% • el precipitado azul es estable en etanol. 

Solución substrato: 1 mM X-gluc en buffer de fosfatos 100 mM pH7. EDT A 10 mM.' 
potasio ferricianido (potassium ferricyanide) 1 mM. Triton X-100 al O.]%; , , º , 

Stock x-gluc: solución 20 mM en N. N-dimetilformamida (alm-acenar 0 .:.20°q; 

Miniprep de DNA genómico de plantas 
1. Recuperar 1-3 hojas de Arobidopsis. Agregar N2 liquido. 

2. Moler en un tubo con un pistilo de vidrio. Poner N2 liquido en el tubo. primero 
moler el tejido a mano con el pistilo y luego vortexear con el pistilo dentro para 
pulverizar el tejido. 3. 
Añadir 700 µI de buffer de extracción antes de que se descongele el tejido. 
Descongelar a temperatura ambiente vortexar intermitente durante 1 O minutos. 
4. Añadir 700 µI fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:2¿: 1). 5. 
Vortexear 1 O min a temperatura ambiente. intermitente. 
6. Centrifugar a máxima velocidad por 1 O minutos. 7. 
Transferir sobrenadante, 600 µI a un nuevo tubo, agregar 1 /1 O volúmenes de 
acetato de sodio (60 µI) Y 360 µI de isopropanol, mezclcr por inversión 6 veces. 
dejar !l-1 O minutos a temperatura ambiente. 
8. Centrifugar 1 O minutos a máxima velocidad, eliminar sobrenadante. 
9. Lavar el pellet con 200-300 µI de etanol al 70%. 
1 O. Centrifugar 5 minutos a máxima velocidad, eliminar sobrenadante. 
11. Secar el pellet (vacío o t. ambiente). Disolver en 20-40 µI de TE o ddH20. 
12. Almacenar a-20 ºC. 13. 
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Usar 1 ~ti para PCR o 3 µI para digestiones de Southern blots. 

Buffer de extracción, para 100 mi. 
20ml Tris- HCI 1 M, pH 7.5 []final: 0.20M 
5 mi NaCL 5M •. [ ] final: 0.25M 
5 mi EDT A 0.5M. pH 8.0 [ ]final:.0.025M 
10% [ ] final: 0.53 .·· 

5níl sos 
65 mi ddH20 

-:· 

Protocolo para Southern Blof . . ;"t' . . ·;:.·· ..• : •. . . ..·· .. · . ·., 
1. Digerir 5µg de DNA con laS:enzimás de restriéción elegidas. 

2. Añadir buffer de ~~r~a sx:· '• ;' ·:·: .. · ·· ·· " /.:• · . 
3. Cargar las muestras y e'i~arcbd;~~~~·p;s~ m~lecula~adecuado en un gel de 

agarosa al 1 % y bromuro de etidió. correr' a 50 mA por 4 horas · ·. · · 

4. :r~;::~::¿,~¡~Á··~!}~b;~~~~~X~í~.tr~~r~~;~\~;a·;~~~~;¿¡~s··~~ •g~it~ción · 

:: ~~=i:::;~fa~~~r,~t~WJ~:n1~!!~~~:):~:g~tl~~~~~~~~~~hám J con 
buffer 20X ssc. '· · J;. ' ··.'· 

7. Dejar transfirie~do e~ toda la n~che. desmontar aparat6'i:1~n~~~st~i~~~iay. 
enjuagar la membrana én 2X SSC, marcar con lápiz la carci 'qúe'estÚ\fO en 
contacto con el gel, así como los carriles. · · .; : <" :C,:·. : : · '' · · · ·. 

8. Fijar el DNA a la membrana en el aparato de crosslinking.d~s;V'é'ces a) 2000 . 
µJoules x 1 oo (UV Stratalinker 2400, Stratagene Corp;) '7hqrne<:Jr.3prniutos :a. 65º.C. 

9. Prehibridar la membrana durante dos horas a 65ºCe~:Íd'~(''a~:6.itt~~:church. · 
> -'<· .. :i.~~,.:: <~~::::.·.:·[;,·~::+: ·'.-~~:f'·:-~-~.::J,'_·· -"~.L.<:,·· ·'.,:-:é\: »: ·«; ·. 

10. Eliminar el buffer de prehibridación. añadir 10 ml.de'buffer;church núe;voyla 
sonda marcada (previamente desnaturalizada.durañte 5,minutos ,en,Únbañode 

::: :,~~::::!i~::0,:~:~:::~::~~~::;,~¿¡i;~~!~~~¡'.f ~~~~~e~te 
con 2x ssc. y después 4 lavados cori o.¡xssc+sos.0:1%0~6.S~ci\~evisarsi llªY: . 
marca específica en la membrana; :'.:::\.;tr,:.i·:¡~\: ;\~/$}' .~\·;'{" >-;é ?~}'::.··'/i .. ;,> · · .· 

·1. ·~·., ----" .- ' 

13. Sellar la membrana dentro de una bolsá'é:le plÓstico pbra evitarque se seque y 
autorradiografiar en un cassette con dos paritallás intensificadoras: Revelar y 
fijar. . ··· · . . . . .. . 

Solución desnaturalizante para 1 litro 
NaOH 0.4 N 16g 
NaCI 0.4N 35g 
Solución neutrallzante para 1 litro 
Tris base 60.6g 
NaCI 87.7g 
HCI conc. 25ml 
SSC 20X para 1 litro 
NaCI 175g 
Citrato de Na 88g 
Ajustar el pH a 6.8 con HCI 1 M o HCL 5M. 
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Buffer Church 
BSA 1% 
EDTA lOmM 
SDS 7% 
Dextran-S04 l 0% 
Buffer de fosfatos 0.5M pH 7.2 

Marcado de sonda con el kit Hlgh Prime DNA labeling Boehrlnger Mannheim Cat No. 
1585584. 
l. Añadir 25ng de templado de DNA y llevar a un volumen de 8µ1 en agua estéril 

bidestilada. 

2. Desnaturalizar el DNA calentando en un baño de agua hirviendo durante l O 
minutos y enfriando en hielo inmediatamente después. 

3. Sobre el hielo mezclar: 

25ng (8µ1) de DNA desnaturalizado. 
4µ1 de la mezcla l, High Prime reaction mixture. 
3µ1 de una mezcla de dATP. dGTP, dTTP (preparada haciendo una 
mezcla l+l+l de las soluciones 2.4 y 5) 
5µ1 [ a32 P] dCTP solución acuosa 

4. incubar de l O a 30 minutos a 37ºC. 

5. Detener la reacción añadiendo 2µ1 de EDT A 0.2M (pH 8.0) y/o calentando a 65ºC 
durante l O minutos. · 

Extracción de RNA total con Trizo! (Glbco BRL) • 
Trabajar en condiciones estériles y con material libre de RNAsas. 
1. Moler l OOmg de tejido con N2 liquido. 

: .' ·.. . 
2. Antes de que el tejido se descongele añadir l mi de Trizo! .• homogeneizar. 

3. Dejar de 2 a 5 minutos a temperatura ambiente. : 

4. Añadi~ 200µ1 de cloroformo, agitar con vortc::i>ec:f¿~~~t~ l ~segundos. 
5. Dejar5.a 1.0 minutos a temperatura ambie~t.~J·'::? ,·. 

6. Centrifugar aJ2000 gciurarjtej5 miñ(itÓ;·~:¡-:4c.(:;• .. 
' - .. -;" . ;_ ->- -. ': ;·... ' ... ·~;: .. }",)Y,'\:;::,,:,~· :·~~;~;-;~-~~t/S"s:"J~:t;:·;;~.;~_:,:;.::':~;.:-:.~ .: :·:.:'" 

7. Transfedr la fase acuosa (alrededór dé' 600¡l16 60% del Trizo! utilizado) a un nuevo 

tubo .. · · . •· . : . ·; :; ;;:,:t;1., }.;~·{·j{ isc;·}~~: .·• 
8. Añadir 500 µI de isopropanot mezdC]r y dejar a temperatura ambiente de 5 a l O 

minutos. < ¡·: !F i':?; :~?'./'.;\ ;'.h; ( 
9. Centrifugar a 12000 g dÚrante'á íl"iíri"Úto~ a 4.:.C- 25ºC. 

10. Eliminar el sobrenadant~ylavéírelpeilet:con lml de EtOH al 75%. 

11. Centrifugar a 7500 g durante 5 m'i~utós\~·4°·c-2s~c o a .12000 g si el pellet no se 
precipita bien al fondo del tubo. ;;; : • · 

12. Eliminar el EtOH y s~ccir brevemente Íal~di;,)de 3 a 5 millutos. No secar 
completamente el pellet ya que esto reduce susolubllidad. 

13. Resuspender en 10µ1 de bufferTE. 
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Síntesis de la primera cadena de cDNA utilizando Super Script RT para RT-PCR (Cat. No. 
18053) 

Un volumen de reacción de 20 pi puede utilizarse para lng-S¡ig de RNA total o lng­
SOOng de mRNA. Añadir los siguiente componentes o tubo poro microcentrífuga libre de 
nucleosos: 
1~11 Oligo (dT) (500µg/ml) 
1 ng a 5~1g de RNA total 
1 µlde dNTP 1 OmM 
Llevar o un volumen de 1 2~11 con agua estéril 
Calentar la mezclo a 65ºC durante 5 minutos y poner enhielo inmediatamente después. 
Concentrar el contenido del tubo centrifugando brevemente y añadir: 
4µ1 Buffer SX para síntesis de primera cadena 
1µ1 O.lM DTT . . 
Mezclar los componentes e incubar por dos minutos a 37~C. Añadir 1 µI (200 unidades) 
de la reversotranscriptasa SuperScript y mezclar por pipeteo. Incubar.SO minutos a 37ºC. 
lnactivar la reacción calentando a 75ºC por 15 minutos. El cDNA está listo para ser 
utilizado como templado para amplificar por PCR. .· .... i•.··: ·;z{: ..... >·• · 
Buffer 5X para síntesis de primera cadena [250mM Tris-HCL (pH 8.3 a.temperatura 
ambiente), 375 mM KCI, 15mM MgCl2] · ' ' · · · 

Lavado y esterilización de semillas de Arabidopsis 

Todo en condiciones estériles en la campana. 

1. Colocar pocas semillas en un tubo eppendorf y agregar 1 mi de agua estéril.Dejar 
embebiendo 1 O minutos con agitación ocasional. 

2. Dar un spin y eliminar el agua. • . :> ·. •. . ..· " . . •... .. 
3. Agregar 1 mi de EtOH absoluto. Agitar perfectamente. Dar un spin y eHmina(el EtOH. 
4. Agregar 1 mi de solución para esterilizarlas (Cloro 5 %, SDS 1 3, no se esterilizó f; agitar 
constantemente durante 5 minutos. . . L> . 
5. Lavar 5 veces con agua estéril desionizada ( o hasta que se considere que se eliminó 
completamente la sol. de esterilización). 
6. Eliminar perfectamente el agua y añadir 1 mi de TC agar al O. 1 % estéril. 
7. Guardar a 4ºC por al menos 2 días antes de sembrar. 8. Sembrar las semillas en tierra o 
medio con la punta de una pipeta y en las condiciones requeridas. 
Si se trata de una mayor cantidad de semillas hacerlo en un tubo falcon estéril y esperar 
a que las semillas se precipiten en el tubo sin centrifugar antes de hacer cada lavado o 
cambio de solución. 

Aclaración de raíces de Arabidopsis. 
Es Importante tener perfectamente identificadas las raíces Individuales que se aclararán, 
sobre la caja de petrl de donde se extraes y en el tubo o recipiente donde serán 
aclaradas. 

1. Incubar en Sol. de Metanol acidificado durante 50 min a 62ºC. 

2. Quitar del calor y poner en solución básica, incubar 15 mino a temp. Ambiente. 

3. Rehidratar de 1 O mino a o/n en (alrededor de 12 horas en cada etanol en este 
experimento ) : 

40% EtOH 
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203 EtOH 

103 EtOH 

4. Añadir a las muestras que están en EtOH 1 O 3. l volumen de glicerol al 50 3. Incubar 
mínimo 30 min a temperatura ambiente. 

4. Montar en glicerol al 50 3 en portaobjetos con un marco de parafilm. Ver en 
Nomarsky. 

Metcinol acidificado, 
Metano( 
HCL concentrado 
H20 

para 50ml 
lOml 

2ml 
38ml 

Solución básica. 7 3 (w/v) NaOH. para 50ml 
EtOH 30 mi 
20ml NaOH. 

H20 
3.5g 

Otras soluciones 
Buffer DS de PCR 10 X 

KCl500mM 
Tris pH. 8.0 
MgCl225mM 
BSA 1 OOµg/ml 
Bromuro de Etidlo. Disolver 1 g de EtBr en l 00 mi de H20dd. Filtrar a través de Whatman 
# 1 por gravedad. El EtBr es un mutágeno muy poderoso. utilizar siempre guantes y bata; 
almacenarlo en un frasco cubierto con papel aluminio y a temp. ambiente. . 
TBE 5X .. Mezclar en 800 mi de H20dd 54 g de Trizma, 27 .5 g de Ac. Bórico y 20 mi de 
EDT A 0.5 M pH 8.0. Ajustar el volumen a un litro con H20 y autoclavear. almacenar en 
botella de plástico a temperatura ambiente. 
TE IX .. A 90 mi de H20dd se añaden 1 mi de Tris 1 M pH8.0 y 200 µ1 de EDT A 0.5 M pH 8.0, 
se afora a l 00 mi y se esteriliza por autoclave y se almacena a Temp. ambiente. 

X-GaJ, 5-bromo-4-cloro-3-indoil-13-D galactosido. Hacer una solución disolviendo el X­
gal en dimetilformamida para tener una solución de 20 mg/ml. La dimetilformamida es 
muy tóxica, por lo que hay que usar guantes y trabajarla en la campana de extracción. 
Almacenar en tubo de cristal o en tubo de polipropileno. Envolver el tubo en papel 
aluminio. para evitar que la luz degrade al X-GaJ. Almacenar a -20ºC. 
IPTG, 1 OOmM lsopropil-thio-galactosldo. Disolver 0.2383 g de IPTG en 8 mi H20dd. aforar 
a 1 O mi. Esterilizar por filtración y almacenar en alicuotas de l mi en tubos eppendorf a -
20ºC. 
Llsozlma. Preparar una solución de l O mg/ml de lisozima en H20dd estéril. Almacenarla 
en alicuotas de l O mi en tubos de plástico a -20ºC. 
Loadlng Buffer 6X. Mezclar 25 mi de glicerol con 0.25 g de azul de bromofenol y llevar el 
volumen de 50 mi con H20dd. Guardar en alicuotas de l mi en tubos eppendorf a 4 ºC. 
Vitaminas para MS stock. l mg/ml tiamina, 5mg/ml piridoxina, 5mg/ml ácido nicotínico. 
Agregar l 00µ1 para 11 de MS completo. 
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Medios de cultivo para plantas 

Selección de transformantes. MS completo +antibótico 11 
Sales MS (Murashige-skoog) 4.4g 
Vitaminas B5 1 OOX 1 mi 
MES 0.5g 
Sacarosa 1 Og 
Agar• 8g 
Antibiótico, para selección con Kanamicina es necesaria una concentración final de 
50mg/ml. •Ajustar el pH a 5.7 antes de agregar el agar, que se funde solamente al 
autoclavear, añadir vitaminas y antibiótico después de ·autoclavear en condiciones 
estériles. 

MS0.5X MS lX sin MS lX MS lX 
·Con 23 sin Con0.53 ·sacarosa Conl3 Con 4º.53 

de sacarosa de 

Sales MS 
Sacarosa 
MES 
Vitaminas 
MS 
A ar• 8 8 

,;._: 
--, ',.,:.._ ~'--;.:. , . :'{·,· -,,, 

~~~~~ 5'- AGA AGC ACG ACG GCT GTA GÁA-~Ah G,.\-3. 
EN8130 5'- GAG CGT CGG TCC CCA CAC nCTATAC-3' 
FAIF 5' - GGA TCC ATG GTG AGG GGC AAA AC - 3' 
OEAB158 5' - GCA GCA ACA ATT GAA CGC TAT CAG AGA CG-3' 
OEAB171 5'- GCT ATT GTT GCT GTT CCC ATT CCA AGC C-3' 
OEAB160 5' - GAA ATT GGG AAT AAT CAT AAG-3' 
OEAB 162 5' - ACC AGT CTC CAC ne CAT ATT G- 3' 
UBIF 5'- en CGT CAA GAC rn GAC CG - 3' 
UBR 5'- en CTT AAG CAT AAC AGA GAC GAG -3' 

de de 

8 

61 



Plásmldos 

PGEM-T y pGEM-T Easy Vedor Systeims Pr6mega 

PART27 y pRITA (Gleove. 1992¡/En los mapas no están registrados los tamaños de los 
fragmentos individuales •. o continÚoción presento uno listo de los tamaños aproximados 
de los fragmentos de interés: -· 
LB "" 500pb . -· _ 
RB"" lkb 
Nos5' ""500pb 
NLSGUS "" 2.0kb 
Nptll"" 900 
Bar"" 600pb 
Nos3' ""300pb 
LocZ"" 580 
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Vector pRITA con el gen reportero GUS 
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