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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Biología del desarrollo 

La diversidad de formas de los seres vivos es el resultado de mecanismos de 

desa rrollo, que conectan la variación genética con las caracterís ticas morfológicas y 

fisiológicas de los seres vivos (Alvarez~Buylla, 20ooa). Por lo tanto, para entender como 

se originan las estructuras morfológicas y sus variantes es necesa rio comprender los 

mecanismos de desarrollo. Son cambios en estos los responsables de la aparición de 

estructuras nuevas en los seres vivos debido a que la evolución es producto de cambios 

heredables en el desarrollo (Vergara-Silva et aL, 2001). Gracias al avance en las técnicas 

usadas en la biología molecular y en bioinformática se ha avanzado en el estudio acerca 

de la relación que mantienen la biología del desarrollo y la biología evolutiva desde 

estos puntos de vista. Por ejemplo, la participación de genes ortólogos en la formación 

de ciertas estructuras parecidas en diferentes especies, permite suponer mecanismos de 

desarrollo equivalentes y homología a nivel molecular en estas estructuras. 

Los genes MADS controlan distintos aspectos d el desarrollo e interactúan 

formando redes de regulación génica (Álvarez-Buylla et al., 2000b; Burgeff et al., 2001b; 

Burgeff, 2001a; Vergara-Silva et aL, 2002), de modo, que ninguna característica es 

producto de la actividad aislada de un solo gen. Por lo tanto, es importante descubrir las 

redes de regulación que controlan los distintos aspectos del desarrollo. 

Se ha demostrado que los reguladores transcripcionales tienen una participación 

fundamental en los procesos del desarrollo. Estas proteínas se unen a secuencias cis­

regulatorias del ADN, lo que en combinación con otros interactores activa o reprime la 

expresión de los genes blanco. Por lo tanto, alteraciones en las secuencias cis-regulatorias 

de genes blanco pueden cambiar 105 patrones de expresión espacio temporales de los 

genes a los que regulan y causar la generación de cambios en los planos corporales que 

rigen la aparición de fenotipos novedosos (Davidson et al. 2002), sobre los cuales puede 

actuar la selección natural (Dobley y Lukens, 1998). 



El método clásico de estudio de la biología del desarrollo consiste en el análisis 

genético de mutan tes que tienen alteraciones fenotípicas en su desa rrollo (Wolpert et al. 

1998). Estas mutan tes son caracterizadas y se ubica la posición y la identidad del locus 

afectado, para con esto reconocer el gen que está involucrado en la formación de la 

estructura alterada. Para una mutante con pérdida de función, se puede confirmar el 

fenotipo a través de la transformación de la mutante con una versión silvestre del gen 

afectado. Si con esto se consigue recuperar el fenotipo silvestre, entonces se confirma 

que la alteración se debe a la pérdida de función del gen. Este es el enfoque directo o 

clásico de análisis en la genética molecular del desarrollo. 

Actualmente ya se cuenta con la secuencia completa del genoma de Arabidopsis 

thaliana (Arabidopsis Genome lnitiative, 2000). Esto ofrece una ventaja para implementar 

un enfoque alternativo al anterior que es el conocido con el nombre de "genética 

inversa". Este enfoque se basa en el aná li sis de genes de interés cuya secuencia y 

pertenencia a alguna familia génica es conocida, para el cual es posible postular algunas 

hipótesis funcionales con base en los conocimientos de los genes de la misma familia. 
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1.2 Genes MADS-BOX en plantas 

Los genes de la familia MADS codifican para factores transcripcionales que son 

importantes en el desarrollo de eucariontes y en particular de Arabidopsis thaliana . Los 

miembros de esta familia codifican para proteínas que comparten un dominio de unión 

a ADN denominado MADS. Este dominio consta de alrededor de 60 aminoácidos (Coen 

y Meyerowitz, 1991). El nombre de esta familia es un acrónimo que se debe a las iniciales 

de los primeros genes aislados: MCMI de levaduras (Sacharomyces cereviseae), AG de 

plantas (Arabidopsis thaliana), DEFA de otra planta (Antirrhinum majus) y SRF de 

animales (Homo sapiens) (Yanofsky y Meyerowitz, 1991). 

En los eucariontes esta familia se divide en dos dados principales, que son el 

resultado de una duplicación génica ancestral anterior a la divergencia de animales y 

plantas (Álvarez-BuyIla et aL, 2000a). Uno de estos dados agrupa a los genes tipo 1 

(SRF-like) y el otro a los genes tipo 11 (MEF-like). Los integrantes del tipo 1 aún no han 

sido caracterizados funcionalmente en plantas (Álvarez-BuyIla et aL, 2000a). Las 

proteínas MADS- tipo 11 presentan una estructura modular denominada MIKC (Ver 

figura n este nombre está dado por sus cuatro regiones características, que se describen 

a continuación. 

e 

dimenzación 
multimenzación 

Figura modificada de J ack T, 2001 

Figura 1. Organización modular de los dominios de las proteínas MADS en plantas. La 
región denominada caja MADS de alrededor de 60 aminoacidos y la región K (keratin-like) de 
unos 70 aminoacidos se encuentran unidas por la región denominada t esta última está 
moderadamente conservada, al final se localiza la región e que es más variable entre proteínas 
Gack, 2001; Ng Y Yanofsky, 2001). 

La región MADS participa en la dimerización y unión al ADN de genes blanco. 

El dominio K interviene en las interacciones proteína-proteína mediante la formación de 

estructuras helicoidales, y la región 1 parece también estar relacionada con interacciones 
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proteína-proteína. Por ultimo está la región e, la cua l es considerada como el dominio 

de transactivación (Reichmann and Meyerowitz, 1997; Vergara-Silva et al. 2000; Jack, 

2001; Ng Y Yanofsky, 2001), pero probablemente también es importante en determinar la 

especificidad de interacción con otras proteínas. 

El papel funcional de estos genes se ha estudiado principalmente durante el 

desarrollo floral. Estos genes son esenciales durante la morfogénesis de la flor, ya que 

actúan desde estadios muy tempranos de la determinación de identidad de rneristemos 

fl orales y durante la especificación de la identidad de primordios de órganos florales 

(Rounsley et al., 1995). En la flor de Arabidopsis thaliana el análisis de fenotipos mutantes 

de estos genes dió como consecuencia un modelo denominado ABe. Este describe cómo 

la actividad combinatoria de cinco genes (de los cuales cuatro son de la familia MADS­

box) regulan la identidad de los órganos florales. La activación de genes A (APETALAl 

y APETALA2 ) da como resultado la diferenciación de sépalos, de A y B (APETALA3 Y 

PISTILLATA ) de pétalos, de B y e (AGAMOUS) de estambres y e únicamente de 

carpelos. (Bowman et al., 1993; Meyerowitz, 1994). 

Existen indicios de que el modelo ABe podría estar conservado en todas las 

angiospermas debido a que se ha demostrado la actividad de genes de clase B en Zea 

mays (una especie de monocotiledónea relativamente lejana a las especies modelo A. 

thaliana y Antirrhinum majus que son dicotiledóneas), pues la pérdida de función de un 

gen ortólogo a los genes de clase B en Arabidopsis ocasiona resultados similares en maíz, 

pero con las estructuras características de el maíz (Ambrose et al., 2000). Además se ha 

observado la expresión de genes ortólogos a genes B en estructuras reproductivas 

masculinas y de genes ortólogos a genes C en estructuras femeninas incluso en 

gimnospermas (Winter et al., 2000). 

La propuesta del modelo ABC ha constituido una hipótesis de trabajo para 

poner a prueba la base molecular de la conservación del patrón floral en angiospermas, 

lo que ha permitido un gran avance en el entendimiento de la morfogénesis floral. Es 

por eso que sería deseable encontrar modelos parecidos en otros sistemas, que 

permitieran elaborar marcos conceptuales parecidos para entender el desarrollo de otras 

estructuras vegetales. Es probable que en efecto ocurra esto ya que: 1) hay otros grupos 

de genes MADS expresándose en otras regiones de la planta (Burgueff et al., 200lb) y 2) 

muchos sistemas de desarrollo se determinan por la actividad combinada de factores de 

transcripción (Theissen 1995). 
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La redundancia funcional parece ser muy importante entre miembros de esta 

familia de genes. Dentro del modelo ASe, se encontró que la actividad S y C necesitan, 

además, a los genes MADS·box SEPALLATA 1, SEPALLATA 2 Y SEPALLATA 3, los 

cua les son redundantes funcionalmente. El estudio aislado de cada una de estas 

mutantes no arrojó d atos claros, pero, la construcción de una mutante triple (sep1 sep2 

sep 3) evidencía la importancia de estos genes, ya que el mutante triple tiene sépalos en 

todos lo verticilos de la flor (PeLaz et aL, 2000). Otro caso de redundancia funcional lo 

encontramos en Silicuas, donde dos genes de la familia MADS: SHAITERPROOF 1 y 

SHATTERPROOF 2 son funcionalmente redundantes y ambos son importantes en 

controlar el desarrollo de la zona de dehiscencia del Silicuas (Liljegren et al., 2000). 

El primer gen MADS encontrado en Arabidopsis fue AG así que los genes de esta 

misma familia que fueron aislados posteriormete recibieron el nombre de AGAMOUS 

LIKE (AGL) Y con una numeración progresiva a medida que se fueron describiendo 

(Smyth, 2000; Martínez·Castilla y Alvarez·SuyIla 2003). Estudios evolutivos recientes de 

la familia de genes MADS-box en Arabidopsis thaliana han encontrado que los genes de 

esta familia se encuentran agrupados en d istintos ciados monofiléticos, cuyos 

integrantes comparten funciones y patrones de expresión similares. Estos grupos 

incluyen tanto genes florales , como genes que preferencial mente se expresan en 

estructuras vegetativas. 

Análisis de la familia MADS sugieren que su evolución ha involucrado una 

diversificación funcional rápida y simultánea, tanto en estructuras vegetativas como 

reproductivas (Álvarez·Suylla et al 2000a). Se ha visto que algunos genes MADS·box 

tienen un papel muy importante en el control del tiempo de floración; ejemplo de esto 

son genes como SUPRESOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOCl) y 

FLOWERING LOCUS C (FLC) (Lee el aL, 2000; Samach el al 2000). 

Mediante análisis de hibridación tipo Northern se encontró que los genes 

MADS -box AGLl2, AGLl4, AGLl7, ANRl, AGLl6, AGLl9 Y AGL21 se expresan 

preferencialmente en la raíz de Arabidopsis thaliana (Rounsley et al, 1995; Zhang y Farde, 

1998; Burgeff 2001). En un árbol consenso obtenido por análisis Bayesiano (figura 2) se 

observa que los miembros de esta familia específicos de raíz se pueden agrupar en dos 

ciados. El primero está conformado por SOC, AGL14, AGL19, AGL71 Y AGL72 el 

segundo ciado contiene a AGL17, ANRl, AGL16, Y AGL21. En este último AGL 17 Y 

AGL21 comparten un alto número de nucleótidos. 
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Figura 2. Árbol filogenético obtenido por análisis Bayesiano para los genes MADS tipo 11. Con 
flechas de color gris se indican los cIados en donde se sitúan los genes que se expresan 
preferencial mente en raíz (tomado de: Martínez-Castilla y Álvarez-BuyIla 2003) 
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1.3 Arabidopsis thaliana como sistema modelo. 

A. Ihaliana es un organismo que dentro de las plantas se ha utilizado como 

sistema modelo para estudios de genética clásica. Esta planta es una angiosperma, 

miembro de la familia de las Brassicaceae. Al principio de su crecimiento mantiene 

hojas que forman una roseta que oscila entre 2-5 cm de diámetro. En medio de esta 

roseta surge un tallo o escapo de inflorescencia que puede alcanzar una altura de entre 

20-70 cm. Las flores se forman en los meristemos aéreos y estas miden 

aproximadamente 3mm de largo por 1mm de ancho. El ciclo de vida oscila entre 6 y 8 

semanas, esto permite producir varias generaciones en poco tiempo y además como su 

tamaño es pequeño es posible crecerla en espacios relativamente pequeños (Wilson, 

2000), lo que faci lita el manejo de grandes poblaciones para análisis genéticos. 

Esta planta produce estructuras florales que se autofecundan, esto permite la 

obtención de líneas puras y la realización de cruzas controladas si se evita la 

autofecundación. Cada planta produce varias vainas que pueden contener hasta 50 

semillas cada una. El tamaño tan pequeño de estas semillas permite su almacenamiento 

y una optima esterilización,. Además es posible germinar y crecer a estas plantas en luz 

fluorescente, tanto en suelos corno en medios de cultivo estériles (Meyerowitz, 1989; 

Wilson, 2000). Finalmente, el estudio molecular en esta planta se ha facilitado porque 

tiene un genoma pequeño y solamente 5 cromosomas, con pocas secuencias repetidas 

(Meyerowitz, 1994). 

A. thaliana se puede transformar geneticamente a través de cu ltivos de 

Agrobacterium tumefaciens (Anderson y Wilson, 2000), utilizando un plásmido Ti en el, 

estos vectores recombinantes se pueden introducir al genoma de la planta por la acción 

infecciosa de esta bacteria (Meyerowitz, 1989). Gradas a este método es posible alterar el 

genoma para obtener plantas transgénicas. Así es como se han rea lizado muchos 

estudios de desarrollo a nivel molecular, donde se han descrito y caracterizado genes 

como los miembros de la familia MADS que están involucrados en el desarrollo de flores 

y silicuas (Rounsley et al. 1995; Gu et al. 1998; Ng Y Yanofsky 2001). La mayor parte de 

los estudios funcionales de genes MADS-box se han hecho durante el desarrollo 

reproductivo. En particular, se ha prestado especial atención al desarrollo de la flor. En 

el laboratorio de Genética molecular, desarrollo y evolución de plantas (Instituto de 

Ecología, UNAM) se quiere estudiar la base molecular del desarrollo de la raíz, que es 

7 



un órgano muy sencillo a nivel celula r y que, a diferencia de l vastago aéreo, puede 

permitir integrar los es tud ios celulares y moleculares para comprender los mecanismos 

de desa rrollo en plantas. Por los antecedences antes planteados, se piensa que estos 

genes MADS-box pueden convertirse en herramientas moleculares importantes para 

entender las bases moleculares del desarrollo y por esto se decidió enfocar esfuerzos en 

caracterizar funcionalmente a genes de esta familia que se expresen preferencia lemente 

en tejido vegetativo, en particular en raíz. 
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1.4 Organización de la raíz de Arabidopsis thaliana 

La raíz se puede dividir a lo largo de su eje longitudinal en tres zonas. La zona de 

diferenciación que es donde se encuentra el tejido maduro y las células dejan de crecer, 

además se caracteriza por se r el luga r donde se producen los pelos radicu lares y las 

raíces laterales. La zona de elongación que como su nombre lo ind ica es en donde las 

células continúan su crecimiento y dejan de dividirse y la zona meris tematica que es en 

donde ocurre una división celular constante (Dolan 1993; Leyser y Day 2003). La raíz de 

A. thaliana tiene una estructura claramente "organizada", al verla en un corte transversal 

(figura 3) es fácil distinguir los tipos celulares que la conforman. 

A 
__ ----------- Células epidérmicas 

con pelo 

_ Centro ouie$cente 
• Iniclale$ del cortex 

e hia$ 
1[) Cortex y 

,ndod.,.", 
[IIJ EpldernVs 
el Cepa lateral 
.., C""""" 
el E$leIe 

------ Células epidérmicas 
si n pelo 

B 

Figura 3 . Estructura de la raíz de Arabidopsis thaliana. En la figura A (modificadas de Mendoza 
y Álvarez-Buylla 2000) se muestra un corte transversal de la raíz de Arabidopsis. Figura B 
(modificada de Van den Berg et al., 1998) distribución de las capas celulares que conforman la 
raíz. 

En la parte más externa está la epidermis, la cual consta de dos tipos celulares: 

células con pelo, denominadas tricoblastos, y células sin pelo, llamadas atricoblastos, y 
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mas internamente se localizan el cortex y la endodermis. El cortex es importante para 

la determinación de identidad de las célu las de la epidermis ya que, si una célu la 

epidérmica esta adyacente a una sola célula del cortex será nombrada atricoblasto, 

mientras que si esta cé lula colinda con dos células corticales será denominada 

tricoblasto. Después de la endodermis se encuentra el periciclo, el cual cubre al cilindro 

central e l cual está conformado por los tejidos del xilema y el floema y tejidos 

acompañantes (Oolan et al., 1993; Scheres et aL, 1994; Dolan y Okada, 1999). 

La organización de la raíz está bien estudiada a nivel celular y se han estudiado los 

patrones de cada tejido que la conforman, por lo que cambios fenotípicos producidos 

por mutantes pueden ser caracterizados a nivel celular. Esto ha sido más difíicil en el 

vástago aéreo en donde la estructura celular es más complicada. 
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1.5 Características de la fase vegetativa y reproductiva de Arabidopsis 

thaliana. 

Las fases vege ta ti va y reproductiva de Arabidopsis están se paradas 

temporalmente. La fase vegetativa se caracteri za por la producción de hojas de roseta y 

hojas caulinas di spuestas en filo taxia espiral, con pequeños internados entre hojas 

sucesivas (Bowman, 1994). Ambos tipos de hojas presentan tricomas compuestos en la 

superficie abaxia l y adaxial. La transición de estadía vegetativo a reproductivo está 

controlado por factores tanto endógenos como ambientales que determinan el momento 

en el cual el meristemo apical que produce hojas en la fase vegetativa cambia a 

meristemo de inflorescencia en la fase reprod uctiva. Una vez que la transición flo ra l 

ocurre, los primordios fl orales se inician a partir de los costados del meristemo 

vegetativo apical y se desarrollan después los órganos florales en cada uno (Simpson et 

al.,1999). 

í: ~ f- "polo 
f--\--\-- pétalo 

••• ~~:tE'tomb'" 
".c- Carpelo 

• (818). 

~.~ 

Figura 4. Organización de los verticilos florales. En plantas s ilvestre de Arabidopsis tha/iana se 
conserva esta organización que rodea a los dos carpelos fusionados. 

Las flores maduras de Arabidopsis tienen una estructura simple típica de las 

Brassicaceae(figura 4) . Las flores tienen un cahz con cuatro sépalos y una corola con 

cuatro pétalos los cuales tienen una posicón alternada en el interior de la flor con 

respecto a los sépalos. Estos últimos al igual que las hojas presentan tri comas pero estos 

son sencillos y sólo se localizan en la superficie adaxial. Los estambres se loca lizan 
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rodenado al gineceo el cua l se localiza en el centro de la flor y es tá compuesto por dos 

carpe los (Bowman 1994). 

Cada uno de los cuatro tipos de organos florales (sépalos, pétalos, estambres y 

carpelos) de A. thalimta tienen caracteristicas morfológicas distintivas en la epidemis, 

como el tamaño de las ce lulas, la forma y la textura. Los pétalos tienen un color blanco 

debido a altas magnificaciones céricas la cuales cubren las superficies abaxiales y 

adaxiales (figura 5), la cutícula gruesa de las células sobre la superficie adaxial esta 

organizada a lo largo de ejes cónicos de las células. Ambas superficies en el pétalo no 

presentan estomas. La superficie de los sépalos maduros tiene a lo largo de su epidermis 

diversos tipos célulares, este presenta células con formas irregulares las cuales tienen 

diferentes tamaños, pueden ser chicas ó alargadas, células guarda y estomas. Las anteras 

tienen una epidermis con células rugosas con formas irregulares pero con un tamaño 

uniforme. El gineceo presenta en la parte superior papilas estigmaticas, células largas, 

estomas en el estilo y pequeñas células epidermicas en las dos valvas del ovario 

(Bowman 1994) 

P. aba , 
( 
• , 

\ • I 
· 

P. 
S. ada 

Figura 5. f lor de Arabidopsis thaliana. En el centro de la planta se localiza el gineceo en el cual 
se localizan los ovulas, este p resenta dos ovarios fus ionados (o). Después rodeando al gieneceo 
estan los estambres, en los cuales se encuentraen la parte superior a las anteras (a) que es el sitio 
donde se localiza el polen. Los pétalos son el tercer verticilo y tienen dos superficies la abaxial (P. 
aba) y la adaxial (P. ada) . El último verticilo son los sépalos, que al igual que los pétalos tienen 
una superficie adaxial (5. ada) y otra abaxial (5. aba). 
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1.6 Actividad meristemática 

En los animales, tanto sus órganos como sus formas característi cas se generan al 

principio de su vida, en la embriogénesis. En cambio en las plantas, la base corporal se 

establece en la embriogénesis, pero la organogénesis perdura durante toda la vida de la 

planta como resultado de la actividad de los meris temos (Di Laurenzio et al., 1996; 

Meyerowitz, 1997). Las plantas tienen dos meristemos apicales, el aéreo y el de raíz. 

Ambos están conformados por células indiferenciadas que a lo largo de la vida de la 

planta se diferencían para dar lugar a las estructuras de la parte aérea (eje aéreo, hojas, 

flores, botón floral , etc) y de la raíz que conforman el cuerpo completo de las plantas. 

Los meristemos son regiones que se distinguen porque en ellos hay un control 

del desarrollo de los órganos de las plantas a través de un balance de proliferación y 

diferenciación celular (Van den Berg et al., 1995). Actualmente se desconoce como se 

orquestan la diferenciación y la división celular en el meristemo, pero a través de 

estudios genéticos se ha demostrado la relevancia del balance entre estos dos procesos 

(Van den Berg et al., 1997). 

La raíz primaria se forma a partir de una división que se da en el embrión de la 

planta, donde se forman dos células, una basal y otra apical. La primera da lugar al 

centro quiescente y la región de la columela, la segunda da origen a parte del meristemo 

de la radícula que es el cuerpo de la raíz (Hamann, 1999; Scheres et al., 1994). Aún se 

desconocen los procesos que rigen la iniciación y el establecimiento del patrón radial 

durante la embriogénesis, pero análisis clonales y experimentos de ablación celular han 

demostrado que el destino de una célula se rige por mecanismos de señalización 

posicional y no por la pertenencia de esta a un linaje celular dado. De esta forma el 

destino final de una célula del meristemo puede modificarse si ésta es desplazada hacia 

una nueva posición. (Scheres et aL, 1994; Van den Berg et al., 1995; Scheres, 1996 ;Scheres 

y Wolkenfelt, 1998). De tal manera que se sugiere que hay un mecanismo de señalización 

que proviene de las células ya diferenciadas que determina el tipo celular durante el 

desarrollo de la raíz. También se ha demsotrado la ex istencia de un mecanismo de 

señalización de corto alcance que parte del centro quiescente y que mantiene el status de 

células 'madre' en las células del promeristemo de la raíz (Scheres et al., 1999). Es 

probable que los genes MADS-box sean parte de estos mecanismos de señalización. Los 

patrones de expresión de estos genes en raíz sugieren, de hecho, que podrían ser parte 

de mecanismos de señalización que parten de los tejidos diferenciados. 
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2. ANTECEDENTES 

Los miembros de la familia MADS-box hasta ahora caracterizados nos muestran 

como juegan papeles importantes en el desarrollo de plantas. Los esfuerzos dirigidos a 

identificar a los distintos miembros de la familia MADS-box, llevaron al descubrimiento 

de genes MADS con expresión fuera de los tejidos florales. Además en general se ha 

visto que el sitio de expresión de ARNm muestra una relación con el sitio en donde la 

función del gen es importante (Rounsley et al., 1995; Zhang y Forde, 1998; Álvarez­

Buylla, 2000b; Zhang y Forde 200, Burgeff et al 2001b). Por lo tanto, como un primer 

paso para explorar la función de genes MADS-box en el desarrollo, se exploraron los 

patrones de expresión de un conjunto de genes de esta familia que se expresan 

preferencialmente en tejidos vegetativos, en particular en la raíz de A. thaliana. 

En el laboratorio se realizaron análisis de hibridación in situ de raíz para los 

genes AGL17,AGL19, AGL12, AGL21 (Burgeff et al., 2001b) AGL 14 Y ANR1 (Datos aún 

no publicados). 

AGL12 AGL17 AGL19 AGL21 

•••• 
1 • 

, I t 

) " , " 
• I ' 

• 
1\11'1. 

~ :r 

~ll· .: Il .'~ 
ÍIII 

~ 

Figura 6. Esquema de los patrones de expresión los genes AGL12, AGL17, AGL19 Y AGL21, en 
meristemo apical y primordio lateral de raíz de Arabidopsis. (tomada de Burgeff 200la). 

En cortes histológicos de la raíz de Arabidopsis se realizaron hibridaciones in situ 

del ARNm (Burgeff, 2001a; Burgeff et al., 2001b). Con base en este trabajo se sabe que 

los genes AGL21 (figura 6) y ANR1 se expresan durante la formación de raíces laterales. 

Para AGL21 la expresión se observa continua desde estadíos tempranos de la raíz lateral 
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y cuando esta emerge de la raíz primaria la marca se sitúa principalmente en el ápice de 

la raíz lateral, mientras que para ANRl la expresión es punteada. A medida que la raíz 

lateral crece, el gen AGL21 se expresa en el meristemo, en donde adopta un patrón 

punteado, similar al que se observa en los meristemos primarios de la raíz. En la zona de 

diferenciación de la raíz se expresa en células del cilindro central al igual que los genes 

ANRl y AGU2. Durante la embriogénesis la expresión de AGL21 se localiza desde el 

estadía globular hasta el de torpedo, la marca sigue un gradiente decreciente desde el 

apice hasta la base del embrión (Burgeff et aL, 2001). AGL12 Y ANRl también se 

expresan durante la embriogésis, el primero presenta un patrón de expresión punteado 

desde el estadio globular hasta el de torpedo. 

AGL17 es el gen que filogenéticamente está mas cercano a AGL21 (figura 2) pero 

no comparte un patrón de expresión similar, su expresión de ARNm se localiza en la 

capa de la cofia lateral que recubre el meristemo apical (figura 6). El gen se expresa en 

las células de la epidermis cerca del límite basal del meristemo y en el inicio de la zona 

de elongación. En la zona diferenciada se expresa en células del periciclo. 

La cercanía filogenética y el parecido en cuanto a la expresión in situ del ARNm 

de AGL21 con otros genes MADS nos permite creer que este gen puede tener algun tipo 

de redundancia génica con uno o mas miembros de esta familia. El patrón de expresión 

in situ del RNAm de AGL21 nos indica que este gen es importante en el desarrollo de la 

raíz de Arabidopsis. 

Mediante el análisis de Northem blot se encontró que la expresión de AGL21 era 

específica de raíz, pero empleando la téOlica de RT·PCR se vio la presencia del transcrito 

en Silicuas (Burgeff et aL, 2001). Estos resultados preliminares deben se corroborados 

para determinar en que otros órganos AGL21 puede estar desempeñando funciones. 

El análisis individual de cada uno de los miembros de la familia MADS es 

importante para posteriormente hacer una integración de la función de estos genes en el 

desarrollo de Arabidopsis. Con el objetivo de analizar la función del gen AGL21 en el 

laboratorio de la Dra. Alvarez·Suylla se hicieron construcciones de la secuencia del 

AONc de AGL21 unido a un casette que lleva dos copias del promotor 355 (promotor del 

virus del mosaico de la coliflor), esta construcción da como resultado una expresión 

constitutiva, que nos ayudará a entender la función de este gen en el desarrollo de A. 

tha/¡ana. 
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3. OBJETIVOS 

Generales: 

• Analizar la expresión espacio-temporal mediante RT-PCR de los genes 

MADS·box AGLI7. AGL2I. ANRI. AGL16. AGL19. AGL14 Y SOCIo 

• Analizar líneas de sobre-expresión del gen MADS-box AGL2/ para ayudar en 

la inferencia de su función durante el desarrollo de la raíz de A. thaliana. 

Particulares: 

• Analizar mediante RT-PCR la expres ión de los genes MADSAGL17, AGL21, 

ANRI, AGL16, AGL19, AGL14 Y SOCI 

• Corroborar el patrón de expresión de AGL21 en A. thaliana mediante hibridación 

tipo Northem. 

• 

• 

Aislar líneas hom6cigas con la sobre-expresión de AGL21. 

Analizar la expresión del gen AGL21 en diferentes tejidos de líneas silvestres y 

las líneas seleccionadas arriba. 

• Hacer análisis comparativos de los fenotipos de las líneas de sobre-expresión y 

las silvestres. 

• Analizar la raíz. 

• Analizar el tiempo de floración. 

• Analizar las estructuras florales. 
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4. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

4.1 Análisis de los patrones de expresión de genes MADS-box pertenecientes a 

los ciados ANRl y SOcl en A. tha/iana. 

4.1.1 Análisis mediante RT-PCR el patrón espacio-temporal de expresión 

de los genes MADS-box ACL17, ACL21, ANR1, ACL16, ACL19, 

ACLl4 y SOcl. 

Se esterilizaron y vernalizaron por 2 días (ver protocolo en el anexo) semillas de 

plantas silvestres de A. tlTaliana, posteriormente se sembraron en suelo (metro-mix 200) y 

en medio de cultivo sólido (MS) y se crecieron en fotoperiódo de días largos (16 horas de 

luz y 8 horas de oscuridad) con una temperatura de 21°C. A partir de la 3eT semana se 

colectó tejido de flor, botón flora l, hoja de roseta, hoja caulinar y silicuas de las plantas 

que se sembraron en suelo. De las plantas que se sembraron en medio de cultivo sólido 

se colectó la raíz después de 2 semanas. Posteriormente se extrajo ARN total utilizando 

el reactivo TRIZOL (ver protocolo en el anexo) y se cuantificó la concentración en un 

espectrofotometro (PERKIN ELMER Lambda Bio) de las muestras para hacer los 

cálculos correspondientes y utilizar la misma concentración en todos los casos. 

Posteriormente se utilizó la técnica de RT-PCR (ver anexo), esta consiste en 

sintetizar ADNc a partir de ARNm mediante la enzima "reverso transcriptasa" (RT) y 

un cebador (oligonucleotido) que se une a la cola polyA característica del ARNm. 

Posteriormente cuando el ADNc esta sintetizado se realiza un PCR (Reaccion en cadena 

de la polimerasa) y se amplifica el gen de intereso Para hacer los genes pertenecientes a 

los dados ANRl y SOC1 se utilizaron oligonudeótidos (tabla 1) específicos para cada 

gen y todas las amplificaciones se realizaron en el mismo termociclador (PERKIN 

ELMER 9600). Los PCR se realizaron con diferentes números de ciclos para determinar 

en cual la reacción se saturaba. y poder hacer comparaciones semicuantitativas entre los 

amplificados. Se escogieron 35 ciclos debido a que el PCR no se satura con este número 

de dclos y es posible hacer un análisis semicuantitativo. 
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Gen Oligonucleótidos Programa 
94° 5 min 

AGL14 EOMF1 
94° 1 min } 55° 1 min 35 ciclos 

EOMR2 72° 2 min 
72° 5 min 

94° 5 min 

AGL1 9 OEAB 158 94° 40 seg } 
60° 1 min 35 ciclos 

OEABl71 72° 1.30 min 
72° 5 min 

94° 5 min 

SOCl OABJ F7 
94° 1 min 

} 35 ciclos 58° 1 min 
OABJR7 72° 3 min 

72° 5 min 

94° 2 min 

ANRl ANR3 94° 40 seg 
} 35 ciclos 63° 1 min 

ANR5 72° 2 min 
72° 2 min 

94° 2 min 

A GL1 6 IT-OE16F 94° 40 seg 
} 35 ciclos 60° 1 min 

IT-OE16R 72° 3 min 
72° 5 min 

94° 2 min 

AGL1 7 OEAB154 94° 40 seg 
} 35 ciclos 63° 1 mio 

OEAB156 72° 2 min 
72° 2 min 

94° 2 min 

AGL21 OEAB163 94° 40 seg } 63° 1 min 35 ciclos 
OEAB165 72° 2 mio 

72° 2 mio 
94° 2 min 

Ubiquitioa UbiF 94° 40 seg 
} 35 ciclos 63° 1 min 

UbiR 72° 2 min 
72° 2 mio 

Tabla 1. OligooucIeótidos específicos y condiciones de temperatura para cada uno de los genes 
de los cIados ANRl y SOCl. 
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4.1.2 Análisis del patrón de expresión de AGL21 en A. thaliana mediante 

hibridación tipo Northern. 

Se colectó tejido de flor, botan floral, hoja de roseta, hoja caulinar, silicua y raíz 

(mismo procedimiento que en el apartado 4.1.1). Se extrajo el ARN total con el reactivo 

TRIZOL (ver anexo) y se realizó el Northern blot. Para comenzar la electroforesis 

desnatura li zante del Northern blot (protocolo completo en el anexo) se preparó un gel 

de agarosa al 1 % con formaldehído, este fue sumergido en un buffer de corrida MOPS 

IX. Las muestras de ARN se prepararon (se desnaturalizaron, se les agregó bromuro de 

etidio y buffer de carga) y se colocaron en el gel de formaldehído. Este gel se dejó correr 

hasta que el colorante migró tres tercios del gel. Después se hizo la transferencia del 

material genético del gel a una membrana de nylon. 

El fragmento utilizado para la síntesis de la sonda fue amplificado por PCR (tabla 1) 

con los oligonucleótidos OEAB163 y OEAB165 los cuales son específicos para amplificar 

el ADNc de AGL21 y dan un fragmento de 650 pares de bases. Esta sonda se marcó 

radioactivamente utilizando fa32PldCTP . Posteriormente se hibridó con la membrana 

de nylon. 

Secuencia de los oligonucleotidos: 

OEAB 163 5' GTCGGTTATTGA TAG ATA CAA CAA GAG C 3' 

OEAB165 5' TGGAGTGITCTTCAACATCATGGTATCT 3' 
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4.2 Obtención de líneas homócigas con la construcción de sobre­

expresión de AGL21. 

4.2.1 Selección de líneas resistentes a kanamicina 

Para generar líneas de sobre-expresión se utilizó el plásmido pBINI9 (trabajo 

realizado por R. Tapia) que cuenta con un cassette de un doble promotor 355 (virus del 

mosaico de la coliflor), el cual confiere una expresión constitutiva. Unido a este 

promotor se insertó la secuencia del ADNc del gen AGL21 el cual fué amplificado con 

los oligonucleotidos CB I5F y CB I6R (figura 7). Después con esta construcción 

(355::AGL2I) se transformaron cultivos de Agrobacterium tumefasciens, bacteria con la 

cual se infectaron plantas silvestres (wt) de A. thaliana eco tipo columbia. 

AGL21 

Resistencia 
kanami.ciana 

pBIN19 

Figura 7. Esquema del plásmido binario pBIN19. El plásmido contiene dos promotores del 355 
que están río arriba de la secuencia de AGL21 . Tiene un casette de resistencia a la kanamicina que 
se localiza después de la inseción del fragmento de AGL21 . 

De las plantas transformadas se colectó la semilla y fué sembrada en medio M5 

con kanamicina (concentración de 50 !!g/ml). ya que las plantas resistentes a este 

antibiotico tienen la construcción del 355::AGL2I (figura 7) y crecen saludables y de 

color verde, mientras que las plantas del tipo silvestre son albinas al germinar en el 

medio M5 con kanamicina. 

La construcción 355: :AGL2I será incorporada en el genoma de las plantas 

transformadas, estas plantas iniciales serán heterocigas (TI), sin embargo podrán entrar 
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uno o mas insertos de esta construcción. Para determinar el número de insertos se 

hicieron análisis de segregación. 

WT T 

WT 
T 

T 
T 

Tabla 2. Segregación de las líneas transgénicas con un inserto en la generación T2. Cuando las 
plantas tienen un inserto el 25% serán albinas y el 75% verdes. Por lo que 25% serán homocigas 
para el transgen (T T), 25% homócigas para wt (WT WT) y 50 % heterocigas (WT T) 

Cuando las plantas tienen dos insertos el 6.25% (1/ 16)serán albinas y el 93.75% 

(15/16) verdes. Por lo que el 6.25 % serán homocigas para el transgen, el 6.25% 

homócigas para wt y 87.5 % heterocigas. 

La generación de las primeras semillas de las plantas trasformadas se denominó 

T2. En esta generación se vio la segregación de plantas verdes y albinas y se realizarón 

los porcentajes que nos determinaron la cantidad de insertos del transgen. Se colectaron 

las semillas por individuo (reproducción por autocruza) de las plantas iniciales donde 

se introdujo la construcción 35S::AGL21 (plantas TI). Posteriormente las semillas de 

estas plantas (T2) fueron esterilizadas (ver anexo) y vernalizadas a 4°C por 2 días para 

después ser sembradas en cajas de pe tri con medio "fisiológico" sólido a una 

concentración de sales de 0.2X (sales Murashige & Skoog) y con sacarosa al 2%. Las 

cajas de petri se colocaron en forma horizontal en un cuarto de crecimiento con 

condiciones de fotoperíodo (16 horas de luz y 8 de oscuridad) y una temperatura 

constante de 21 °C. Aproximadamente 12 días después de que germinaron, se separaron 

las plántulas verdes de las albinas y las primeras se transplantaron a tierra. Estas plantas 

se dejaron crecer hasta que dieron semillas (T3), las cuales se colecaron. En la generación 

T3 las plantas se consideraron homócigas cuando tienen el 100% de plantulas verdes en 

presencia de kanamicina. 
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4.2.2 Comprobación por Northen blot de los niveles de expresión de 

ARN del A GL21 en las líneas homócigas con la construcción 

35S::AGL21. 

Se sembraron en placas de petri con medio fisiológico semillas de plantas de la 

generación T3 de la construcción 35S::AGL21, se colectó tejido de hoja y raíz para aislar 

el ARN total (método del TRIZOL ver anexo A). Después estas extracciones fueron 

corridas en un gel de agarosa al 1 % para corroborar que el ARN no se encontrara 

degradado. Para reali za r este protocolo se siguio la misma metodología que en e l 

apartado 4.1.2. 

22 



4.3 Análisis comparativos de los fenotipos de las líneas de sobre­

expresión y las silvestres. 

4.3.1 Estudio del crecimiento de la raíz. 

Se esterilizaron y vernalizaron (anexo) semillas de las líneas homócigas 

pRT23.8.5, 19.3.3, 16.3.2, 2.2.14 Y semillas del tipo silvestre. Posteriormente se sembraron 

en placas de Petri con diferentes medios de cultivo (tabla 3) con mezcla de sales tipo 

Murashige & Skoog (a partir de aquí se denominara sales a esta mezcla). 

Sacarosa 0.5 % Sacarosa 1 % Sacarosa 2 % 

Sales 0.2 X *** 

Sales 0.5 X *** *** 

Sales 1 X *** 

Sales 2 X *** 

Tabla 3. Concentraciones de sales y sacarosa de los medios de cultivo utilizados. En los 
experimentos posteriores solo se utilizaron los medios que están señalados con asteriscos. 

En las placas de petri se colocaron 5 semillas de tipo silvestre y 5 semillas 

transgénicas, se completaron 10 placas por línea. Las placas se colocaron en posición 

vertical dentro de una cámara de crecimiento con fotoperiódo (16 horas de luz por 8 de 

oscuridad) a 20°e. En cada medio se midió la longitud aproximada de las raíces 

sembradas en cada placa. Posteriormente se calculó y se graficó (se usó el paquete 

Sigma plot 5.0) el promedio por día de la longitud alcanzada para cada raíz. 

4.3.2 Análisis de la transición a la floración. 

Se esterilizaron y vernalizaron 30 semillas de la línea transgénica 23.8.5 y 30 

semillas del tipo silvestre. Ambas líneas se sembraron en suelo (medio metro-mix 200) y 

posteriormente fueron colocadas en una cámara de crecimiento con fotoperiódo (16 

horas de luz y 8 horas de oscuridad) a una temperatura constante de 20°e. 
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Poste riormente se hicieron análisis registrando el día en el cua l el tallo de las 

plantas llegó a tcm de longitud (tiempo de emergencia del escapo). En este día también 

se contaron el número de hojas de roseta y hojas caulinas que tenía la planta. El último 

registro que se rea lizó fue el día en el cual abrió la primer flor. Con estos datos se 

hicieron comparaciones entre las plantas transgénicas y las sil vestres. Se gra fi caron los 

promedios (programa Sigma plot versión 5.0). 

4.3.3 Análisis de la flor. 

Se seleccionaron nuevas líneas resistentes a kanamicina (pRT25.8.8 y pRT9.3). En 

estas plantas se realizó RT-PCR de hoja caulinar para comprobar la sobre-expresión del 

mensajero del gen AGL21. 

Debido a que en estas línea se observó un fenotipo característico en la flor se 

tomaron fotografías con microscópio estereoscópico. Se esterilizaron y vernalizaron (ver 

anexo) semillas de las línea transgénicas y el tipo silvestre. Posteriormente se sembraron 

en suelo (medio metro-mix 200) y fueron colocadas en un cuarto de crecimiento con 

fotoperiódo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad) a una temperatura constante de 

21°C. Cu ando las flores abrieron se colectaron p ara tornar las fotografia s en un 

microscopio estereoscopico (OL YMPUS SZ-PT). Para conocer con mas detalle las 

alteraciones en las células de los órganos florales de estas plantas también se realizaron 

fotografías con microscopía de barrido (Trabajo reali zado con Silvia Espinosa en el 

Laboratorio de microscopía electrónica de barrido). Para esto el tejido (flores y botones 

florales) fué co lectado y fijado en F AA, posteriormente se deshidrató (cuando las 

muestras estuvieron en alcohol al 70% se disectaron) hasta alcohol absoluto, el cual fué 

sustituido por C02 con un desecador de punto críti co (BAL-TEC CPD030), 

posteriormente las muestras fueron montadas y sometidas a baño de oro mediante una 

ionizadora (Densovacuurn. Desk 11). Posteriormente se tomaron las fotografías a 

diferentes aumentos (1000X, 500X) con un microsocopio electrónico de barrido (JEONE 

¡SM-53!O LV). 
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S. RESULTADOS 

5.1 Análisis de los patrones de expreslOn de genes MADS-box 

pertenecientes a los ciados ANRl y SOCl en A. thaliana. 

5.1.1 Análisis mediante RT -PCR el patrón espacio-temporal de expresión de 

los genes MADS-box,AGLl7, AGL21, ANRI, AGLl6, AGLl9, AGL14 Y 

SOCI. 

Con el objetivo de determinar la expresión espacio-temporal de los genes MADS 

se procedio a la extraci6n de ARN de los diferentes órganos de A. thaliana donde las 

concentraciones de las muestras fueron estandarizadas (figura 8). 

Flor B.F. Silicuas H.R H.C Raíz 

Figura 8. Extracciones de ARN de diferentes órganos de la planta. Se corrió un gel con 1% de 
agarosa y 0.35 J.lg de cada muestra de ARN. 

En los experimentos de RT-PCR se utilizó corno control positivo la amplificación 

de ubiquitina, la cual se expresa constitutivamente en todos los tejidos de A. thaliana y 

durante todas las etapas de desarrollo. 

La expresión de los genes ANR1, AGL16, 50C1, AGL42 (este gen no se expresa en 

silicuas) y AGL17 se observan en todos los órganos de la planta (figura 9). Sin embargo 

la variaciones del nivel de expresión son diferentes, unicamente ANR1 presenta patrones 

de expresión similiares para todos los tejidos. AGL19 también tiene altos niveles de 
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transcrito en todos los tejidos, pero no se obseva en flor. AGL14 tiene una mayor 

expresión en hoja d e roseta y en raíz, pero la expresión en fl or, silicua y hoja cau linar es 

apenas perceptible. 

Ubiquitina 

Flor S.F. Silicuas H.R. H.C. Raíz e--

.......... ~.F~ .. .... - AGL21 
L • 

.. _____ ANRl 

.. .. AGL 17 

-- ,­---- ..... -
AGL 16 

SOC1 

• 0 0 ' . ,...._. 'Y ,.~~~ 
- - -i" ........... .-- AGL 14 

.~ _ • • ...L ot.....::.... ~ . • -

AGL 19 
_ •. -- . -it"i_"'-_ .. ~ ... .. AGL42 

Figura 9. Patrón de expresión de ARNm de genes MADS·box de los dados de SOCl y ANRl en 
diferentes tejidos de A. thaliana mediante RT-PCR. Amplificación de ADNc en diferentes 
órganos de la planta de los genes AGL21, ANRl, AGL17, AGL16, SOCl, AGL14, AGL19 Y AGL42. 
El control negativo contiene agua en lugar de ADNc. 

Los genes AGL21, ANRl, AGL17, AGL16, AGL14, AGL19 Y AGL42, a pesar de 

expresa rse en otros órganos mantinen una expresión preferencial en raíz (tabla4). 

AGL21 mantiene una expresión específica en flor y raíz (figura 9). sin embargo en 

análisis de RT-PCR's de Burgeff y colaboradores (2001) reportan la expresión d e este gen 

en raíz y s ilicuas, esto se puede deber a que la expresión de AGL21 no es con stante en la 

formación del embrión y en e l desarrollo d e la flor. 
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Este estudio de RT-PCR nos permitió observar la expresión en los tejidos donde 

el nivel de expresión es bajo, lo que ayudará en la formulación de nuevas hipótesis de la 

función de estos genes MADS. 

AGL21 ANRl AGL17 AGL16 SOCl AGL14 AGL19 AGL42 

Flor +++ +++ ++ ++ ++ + - + 

Botón floral - +++ + + + + ++ ++ 

Silicuas - +++ ++ + + + ++ -
Hoja Roseta - +++ ++ +++ + ++ ++ + 

Hoja Caulinar - +++ ++ +++ ++ + + ++ 

Raíz +++ +++ +++ +++ + ++ +++ +++ 

TABLA 4. Patrones de expresión del los genes MADS-box de los cIados SOCl y ANRl en los 
diferentes órganos de A. thaliana. Los niveles de expresión se resumen como: "+" Poca 
expresión, "++" expresión moderada, "+++"mucha expresión y como "_" ausencia de expresión. 

Los genes MADS-box catalogados por su expresión preferencial en raíz 

(Rounsley et al., 1995) también pueden estar llevando a cabo funciones en otros tejidos 

ya que en este análisis se encontró la expresión de estos genes en otros órganos de A . 

thaliana. 
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5.1.2 Análisis del patrón de expresión de AGL21 en A. thaliana mediante 

hibridación tipo Northern. 

La localización de la expresión de AGL21 es importante para poder inferir donde 

interactua es te gen, por tal motivo se corroboró el patrón de expresión mediante una 

hibridación tipo Northe rn. En estos resultados la expresión del gen AGL21 se mantiene 

específica para raíz y flor (figura 10). 

En el Northern blot reportado por Burgeff y colaboradores (2001) la expresión de 

AGL21 solo se detectó en raíz. Una hibridación tipo Northen blot con frecuencia no 

permite determinar la expresión de transcritos bajos, pero en este caso la intensidad en el 

nivel del transcri to de AGL21 en flor y raíz es alto. Esta diferencia en el resultado se 

puede deber a que se colectaron flores en distintos estadíos y se ha visto mediante 

análisis in situ (Bugeff et al., 2001) de raíz y embrión que la expresión de AGL21 es 

diferencial en los diferentes estad íos de desarrollo. 

Este análisis de Northen blot es consistente con los resultados de patrones de 

expresión de AGL21 mediante RT-PCR. 

B.F. Silicuas H.R. H.C. Raiz Flor 

Figura 10. Expresión de AGL21 a nivel de ARNm en diversos órganos de A. thafiana mediante 
hibridación tipo Northem. La sonda con la que se hibridó la membrana fué obtenida por PCR a 
partir de ADNc usando los oligonucJeotidos OEAB163 y OEAB165 . 

Los patrones de expresión hasta ahora reportados indican que este gen puede 

desempeñar funciones importantes en el desarrollo de la raíz y flor de Arabidopsis 

thaliana. 
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5.2 Obtención de líneas homócigas con la construcción de sobre­

expresión del AGL21. 

5.2.1 Selección de las líneas resistentes a kanamicina. 

Se obtuvieron 25 líneas independientes resistentes a Kanamicina de las cuales 12 

fueron llevadas hasta la generación T3 (tabla 5). 

Línea Un inserto Mas de un 
inserto 

pRT2.2.14 *** 

pRT6.2.1 *** 

I pRT8.6.1 *** 

pRT9.3 *** 

pRT11.7.1 *** 

pRT12.2.1 *** 

pRT16.3.2 *** 

pRT17.15.3 
pRT19.3.3 *** 

pRT22.4.1 *** 

2RT23.8.5 *** 

pRT25.8.8 *** 

Tabla 5. Relación del número de insertos en líneas transgénicas llevadas a la generación T3. 
Debido a que se contaba con muy poca semilla de algunas líneas en la generación TI no fue 
posible hacer el análisis de segregación para determinar el número de insertos . 

Las líneas que se muestran en la tabla 6 mostraron en la generación T3 (n=100) 

todas las plantas verdes en presencia de kanamicina. Lo que nos indica con análisis de 

segregación que son homócigas. Es importante realizar un Southem blot, para corrobar 

el número de insertos en cada una de estas líneas. 
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5.2.2 Expresión d e ARNm de AGL21 en las líneas homócigas con la 

construcción 35S:AGL21. 

Para determinar si las líneas seleccionadas presentaban la sobre-expresión de 

AGL21 se elaboró un Northern blot el cual nos permitió determinar el ni vel de expresión 

en raíz y hoja en comparación con wt de AGL21 en líneas de la generación T3. 

A 
1 2 3 4 5 6 7 

• ~ -;, ~ r:o{:i . ... ......... "'!; :;¡:.. ·t 
'. . 

.: ,~"" ............. l. ."' ,>' 

B 
1 2 -a 

3 4 5 6 7 

Figura 11. Expresión del mensajero de AGL21 en raíz y hoja de A. thaliana mediante análisis 
de hibridación tipo Northem blot en líneas de la generació n T3. En la parte superior se 
encuentran la foto del gel antes de la transferencia y abajo su placa correspondiente del Northem 
blot.carrill-wt; 2-pRT2.2. 14, 3·pRT12.2.1, 4-pRT16.3.2, 5-pRT19.3.3, 6-pRT22.4.1, 7-pRT23.8.5. A) 
Muestras de ra fz, el control positivo de la hibridación es la muestra wt. B) Muestras de hoja, el 
control negativo para la expresión en hoja del gen AGL21 es la muestra wt de hoja en donde 
normalmente no se expresa. 

Las líneas pRT23.8.5 y pRTI9.3.3 presentan una mayor expresión de AGL21 en 

raíz en comparación con wt (figura 11). 

Los resultados de los estudios de patrones de expresión revelaron que el ARN de 

este gen se localiza en raíz y flor, el encontrar expresión de AGL21 en hoja de las líneas 

de la generación T3 nos comprueba que la construcción 35S::AGL21 es de sobre­

expresión debido a que las líneas presentan expresión ect6pica. En las muestras de la 

figura 11 B se puede apreciar que todas las líneas transgénicas tienen la presiencia del 

transcrito de AGL21 en hoja. Esto nos indica que hay sobre-expresión de este gen en 

todas las lineas seleccionadas para el Northern blot. 

30 



5.3 Análisis comparativos de los fenotipos de las líneas de sobre-expresión y 

las silvestres. 

5.3.1 Estudio del crecimiento de la raíz primaria en diferentes 
concentraciones de medios de cultivo. 

Una vez comprobada la sobre-expresión de las líneas homocigotas se procedió a 

ana lizar el crecimiento de la raíz en diferentes medios de cultivo, para determinar si se 

mantenia alguna diferencia con plantas silvestres. Para esto se escogieron las líneas 

pRT23.8.5, pRT19.3.3, pRTI6.3.2 Y pRT2.2.14, ya que estas presentaron en ensayos 

preliminares se vio un mayor crecimiento comparado con plantas silvestres. 

Se encontró una tendencia clara en que la raíz de las líneas que sobre-expresan 

AGL21 crece más que la raíz de plantas silvestres. El primer medio que se escogió 

(sacarosa 1% y sales O.sX) para hacer las cinéticas de crecimiento fue uno con una 

concentración de sales y azúcar moderadas (figura 12). En este medio se pueden 

observar diferencias significativas entre el crecimiento radicular de las líneas pRT23.8.5 

y 2.2.14 comparado con las plantas silvestres. Sin embargo la longitud de la raíz de la 

línea pRT23.8.5 llegó a los 11 días a medir aproximadamente 70 mm, mientras que la 

2.2.14 llegó a 6Omm. 

Las gráficas de la pRTI9.3.3 y la pRTI6.3.2 se repitieron con un mayor número 

de muestras debido a que en una primer gráfica los errores se sobrelapan y no se podía 

discernir si realmente había una diferencia significativa o no (datos no mostrados). Al 

repetir las gráficas se observó que aunque las barras de error disminufan la diferencia en 

el crecimiento seguía sin ser significativa para ambas. 

Posteriormente se disminuyó la cantidad de sacarosa y se aumentó la 

concentración de sa les (figura 13). Con esto se buscaba ver si aún se mantenía una 

diferencia significativa de las líneas pRT2.2.14 y pRT23.8.5. Al someterlas a una situación 

de mayor estrés no se vió una diferencia clara entre las transgénicas y las silvestres. Pero 

aún en estas condiciones las rafees de la línea pRT19.3.3 crecieron significativamente 

más que las silvestres. 
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Figura 12. Curvas de crecimiento de la raíz de las líneas de sobre-expresión pRT23.8.5, 
pRT19.3.3, pRT16.3.2 Y pRT2.2.14 en medio de cultivo con sacarosa al 1% y sales al O.5X. Se 
crecieron 20 plantas de cada línea por 11 días, a partir del 3er día se registro diariamente y a la 
misma hora la longítud en mm. de la raíz por 9 días. Las barras sobre cada promedio representan 
un límite de confianza del 95%. 

Debido a que las líneas pRT23.8.5 y la pRT19.3.3 tenían un comportamiento 

similar en el crecimiento y mantenían diferencias significativas con wt se escogieron 

para hacer otras cinéticas de crecimiento. Además en estas líneas se observó mayor 

intensidad de la expresión de AGL21 en el Northern blot. 

El primer medio que se escogió (sacarosa 1% y sales O.5X) no tenía altas 

concentraciones de sales y azúcar. En este medio se pueden observar diferencias 

significativas para las líneas pRT23.8.5 y pRT2.2.14 (aunque en esta última la diferencia 

de tamaño de la raíz con respecto a las plantas silvestres no es muy grande). Las gráficas 

de la pRT19.3.3 y la pRT16.3.2 se repitieron con un mayor número de muestra pero la 
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diferencia en el crecimiento seguía sin ser significativa en ambos casos sugiriendo que la 

cantidad de transcrito del gen A G L21 está correlacionada con la velocidad de 

crecimiento radicular. 
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Figura 13. Curvas de crecimiento de la raíz de las líneas de sobre-expresión pRT23.8.5, 
pRT19.3.3, pRT16.3.2 Y pRT2.2.14 en medio de cultivo con sacarosa al 0.5% y sales al 2X. En 
cada caso, se crecieron 20 plantas de cada línea por 10 días, a partir del 3er día se registró la 
longítud en mm. de la raíz diariamente y a la misma hora por 8 días . Las barras sobre cada 
promedio representan un límite de confianza del 95%. 

Se comparó el crecimiento de las transgénicas y las silvestres en un medio con 

una alta concentración de azúcar en donde se ha visto que las raíces wt crecen más 

rápido. Las líneas pRT23.8.5 y pRT19.3.3 también crecieron significativamente más que 

las silvestres en este medio (figura 14) lo que indica que la diferencia en el desarrollo de 

la raíz producida por la mayor cantidad de mensajero de AGL21 es independiente de 
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varios medios de cultivo. Aunque no se detecta diferencia cuando se crecen en medios 

en donde la disponibilidad de carbono es baja y sales alta. 
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Figura 14. Curvas derecimiento de la raíz de las líneas de sobre-expresión pRT23.8.5 y 
pRT19.3.3 en medio de cultivo con sacarosa al 2% y sales al 0.2X. Se crecieron 20 plantas de cada 
línea por 10 días, a partir del 3" día se registró la longítud en mm. de la raíz diariamente y a la 
misma hora durante 9 días. Las barras sobre cada promedio representan un límite de confianza 
del 95%. 
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Figura 15.Curvas de crecimiento de la raíz de las líneas de sobre-expresión pRT23.8.5 y 
pRT19.3.3 en medio de cultivo con sacarosa al 0.5% y sales al 0.5X. Se crecieron 20 plantas de 
cada línea por 10 días, a partir del 3er día se registro diariamente y a la misma hora la longítud 
en mm. de la raíz por 9 días. Las barras sobre cada promedio representan un límite de confianza 
del 95%. 
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Finalmente en un medio con concentraciones de sacarosa al 0.5% y sales al O.5X 

se encontró una mayor d iferencia entre las trasngénicas que sobreexpresan AGL21 y las 

silvestres (figura 15). Es in teresante que la línea con mayores niveles de transcrito del 

gen bajo estudio (pRT23.8.5) es la que presenta un mayor crecimiento radicular y una 

mayor diferencia con respecto a l tipo silvestre. Es importante hacer aná li sis a nivel 

celular para entender las bases de los fenotipos de crecimiento de raíz en las líneas de 

sobre-expresión de AGL21. 

Las raíz de las líneas pRT23.8.5 y pRT19.3.3 responden a la disponibilidad de 

nutrientes en el medio, ya que cuando la concentración de sales y azúcar es baja (figura 

14) la raíz crece mas. Sin embargo cuando se mantiene la misma concentración de sal 

(5X) y se aumenta la concentración de azúcar (figura 12) las diferencias en el crecimiento 

con wt es poca en la línea pRT23.8.5 y no significativa para pRT19.3.3 . De igual manera, 

si la concentración de azúcar se mantiene baja (0.5%) y se au menta la concentración de 

sallas diferencias con wt no son perceptibles en la línea pRT23.8.5. 
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5.3.2 Efecto de la sobre-expresión de AGL21 en el tiempo de floración 

La sobre-expresión de AG L21 aceleró de manera significativa el tiempo de 

floración (medido como el tiempo transcurrido hasta la emergencia del escapo de la 

inflorescencia) con respecto a las plantas silvestres (figura 16). 
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Figura 16. Tiempo de emergencia del escapo de la inflorescencia en plantas de la línea de 
sobre-expresión pRT23.8.5 y wt Se sembraron en tierra 20 semillas por línea, se crecieron en 
tierra en un cuarto con fotoperiodo de días largos y se registró el día en el cual el tallo principal 
de la planta se elongaba a un cm de longitud (emergencia del escapo) . Las barras sobre cada 
promedio representan un límite de confianza del 95%. 

Los fenotipos de número de hojas de roseta, hojas caulinares (figura 17) y tiempo 

a la producción de la primera flor (figura18) coinciden con el fenotipo de tiempo de 

producción del escapo. En todos los casos, la línea de sobre-expresión de AGL21 

(pRT23.8.5) adelanta la transición a la floración con respecto al tipo silvestre y acorta la 

fase vegetativa. El único caso que no fue significativo fue el de las hojas caulinares, pero 

en este caso se explica porque esta característica no está directamente relacionada con la 

transición a la floración, sino con la tasa de acumulación de entrenudos en el escapo de 

la inflorescencia en la línea que sobreexpresa AGL21. 
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Figura 17. Comparación del número de hojas de roseta y caulinares entre la línea de sobre­
expresión pRT23.85 y wt al momento de emergencia del escapo. Se registró el día en el que el 
tallo floral tenía 1 cm. de longitud. Las plantas se crecieron en fotoperiodo de días largos. Las 
barras sobre cada promedio representan un límite de confianza del 95%. 
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Figura 18. Comparación del tiempo de floración de la línea de sobre-expresión pRT23.8.5 y wt. 
Se registró el día en el que abrió el primer botan floral de las plantas. Las plantas se crecieron en 
fotoperiodo de días largos. Las barras sobre cada promedio representan un límite de confianza 
del 95%. 
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Esta última gráfi ca (figura 18) tiene una diferencia muy amplia de el tiempo de 

emergencia del escapo a la aparición de la primer flor para el tipo silvestre, esto se 

puede deber a factores ambientales externos, sin embargo su diferencia con la línea de 

sobre-expresión es significativa. 

Los resultados preliminares mostrados en este trabajo indican que e l gen A GL21 

podría estar involucrado en los procesos de floración, sin embargo es importante repetir 

estos experimentos con cond iciones ambientales estandarizadas y un mayor número de 

plantas, ya que de las 20 semi l1as que se sembraron solo ge rminaron 14 plantas para la 

pRT23.8.5 y 12 para la wt. También se deben usar líneas que ya estén caracterizadas en 

las vías de control de la transición a la floración. 
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5.3.3 Efecto de la 8Obre-expresi6n de AGL21 en otros aspectos del fenotipo del 

vútaSo aéreo y en la mOJfogénesis floral. 

Para comprobar la sobre-expresión de nuevas Ifneas obtenidas de la generación 1'3 

(plU9.3 Y pRT2SA8) se realizó un RT-PCR. En la figura 19 se puede observar que las Ifneas 

pKf9.3, pRI'23.8.5 Y pKI'25.8.8 presentan expresión ectópica en hoja, lo que nos indica que 

tienen al gen AGl21 sobre-expresado. 

wt raíz pJn1J.3 ptm7.15 pRl'2S.8.8 plU23.8.5 wtJqa 

A 

Figura 19. An4Iisis de expresiÓll de mRNA de AGL2l mediante lIT-Pea en Uneas de 1Obre­
expresión de este gen (pRT9.3, pRn7.15, pRT2S.8.8 y pRT23.8.5. A) AGL21 Y B) Ubiquitina. Se 
utilizaron como controles las muestra de ra1z y hoja del tipo silvestre. También se utilizó como 
control ADNc de hoja de la lfnea 23.8.5 debido a que ya se habJa comprobado su sobre-expresión 
por Northem bIot. 

Las lfneas pRT9.3, pRT25.8.8 Y pRT23.8.5 presentaron un fenotipo aberrante en la flor. 

Las flores son mas grandes debido a que los sépalos y pétalos crecen más que en flores 

silvestres (figura 20). 

Figura 20. Fenotipo floral de las Ifneas de 1Obre-expres16n de AGL21. A la izquierda de cada paneI 
se muestra la flor o órganos fJoraIes de plantas silvestres Y a la derecha 1m de las Ifneas de sobre­
expresión. A) Flores completas para silvestre Y pRT23.8.5. B) 5épaIos de silvestres y pRT9.3. q 
Pétalos de siIvestres y pRT9.3. 
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En el anális is de microscopía de barrido se encontró que las cé lulas de la 

superficie abaxial del sépalo en el botón floral son iguales entre las líneas de sobre~ 

expresión y las plantas sil vestres (figura 22). Sin embargo, cuando la flor madura el 

sépalo crece más y las cé lulas adquieren una morfología abe rrante que sugiere que 

AGL21 es importante en mediar la identidad normal de las células de sépalos (figura 23). 

Figura 22. Células de la superficie abaxial de sépalos de flores antes de la anlesis. A) sil vestre 
B) pRT25.8.8. 

Figura 23. Células de la superficie abaxial del sépalo en flores maduras de wt y la línea de 
sobre~expresi6n 25.8.8 A) wt y B) la línea 25.8.8. Aunque estas fotos tienen el mismo aumento se 
pude ver que en la línea de sobre-expresión las células son mas grandes. 

Las células de la superficie adaxial de sépalos de flores maduras en las líneas 

35S"AGL21 son parecidas a células de hojas (figura 24 y 25) 
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Figura 24. Células de la superficie adaxial del sépalo en flores maduras de wt y la línea de 
sobre-expresión pRT25.8.8. A) wt y B) la línea 25.8.8. 

Figura 25. Células de la superficie adaxial en hoja de roseta. Fotografía tomada de Bowman 
1994. 

Las células de los pétalos de las líneas 35S::AGL21 también son aberrantes con 

respecto a las células de plantas silvestres (figura 26). En las líneas 35S::AGL21 las 

células son más planas y no cónicas como en las flores silvestres. Las ornamentaciones 

características tanto de las células de sépalos como pétalos están ausentes en las células 

de las flores de las líneas 35S::AGL21. 
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Figura 26. Región ada xi al del pétalo en flores maduras de wt y la línea de sobre-expresión 
25.8.8. A) wt y B) la línea 25.8.8. Aunque los aumentos son diferentes se pueden apreciar que la 
líneas de sobre-expresión tienen las células planas a diferencia de wt. 

Estos resultados nos sugieren que el gen MADS-box AGL21 es un importante 

regulador de la identidad y morfogénesis celular. Además, los análisis de microscopía 

de barrido en los sépalos y pétalos nos sugieren que las células de las líneas de sobre­

expresión de este gen son mayores que las células de las plantas silvestres, y que por eso 

las raíces y los órganos florales son mayores. Entonces, es posible que este gen también 

medie la respuesta a señales que activan el crecimiento. 
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6. DISCUSIÓN Y PERSPECTIVAS 

Los datos mostrados en este estudio sugieren que el gen AGL21 ti ene una 

función importante en la transición a la floración y en mediar, probablemente en 

interacción con otros genes, la determinación del tipo celular en los órganos de la flor. 

Sin embargo, el hecho de que la sobre·expresión de este gen resulte en fenotipos 

aparentemente contradictorios en términos de la transición a la floración y la alteración 

de la identidad celu la r en los órganos de la flor, sugiere que para una de sus funciones la 

expresión ect6pica del gen está causando un fenotipo de ganacia de función, mientras 

que para e l otro está ejerciendo un efecto dominante negativo sobre otros genes . 

Nuestros resultados sugieren que el gen es importante en promover la floración y el 

fenotipo de floración temprana de las líneas de sobre-expresión es de ganancia de 

función del gen. Mientras que las alteraciones en la identidad de los órganos de la flor 

hacia órganos con ca racterísticas vegetativas sugiere que la sobreexpresión del gen 

MADS-box AGL21 ejerce un efecto dominante negativo sobre genes importantes en 

determinar la identidad y morfogénesis celular en los órganos de la flor. Además, los 

análisis de microscopía de barrido sugieren que las células de las líneas de sobre­

expresión de este gen son mayores que las células de las plantas silvestres. Es posible 

que este gen también medie la respuesta a señales que activan e l crecimiento o que 

interactue con genes importantes en regular este aspecto. El análisis ce lular en la raíz de 

las líneas de sobreexpresión de AGL21 y en líneas mutantes de este gen posiblemente 

permitirá dilucidar esta cuestión pues en esta estructura es fácil cuantificar parámetros a 

nivel celular. 

Recientemente se observó que el gen órtologo SOCl en Petunia, UNSHAVEN 

(UNS), al ser sobre-expresado acelera la floración y confiere características de hoja en los 

órganos florales (Ferrario et al., 2004). Además se transformaron plantas de Arabidopsis 

con una versión incompleta del gen UNS bajo el control de un promotor de sobre­

expresión (35S::UNS), y estas plantas mostraron un fenotipo muy parecido al que se 

observa en las líneas de sobre-expresión de AGL21 pero presentaron floración tardía 

sugiriendo que en ambos casos la construcción actuó con un efecto dominante negativo 

en la determinación de los órganos de la flor. Además, los autores de este trabajo 

transformaron A. thaliana con la misma construcción y obtuvieron fenotipos parecidos a 

mutantes apl-l. Por ello, realizaron un cruza de 35S::UNS.6.MI y 35S::APl y recuperaron 

el fenotipo silvestre en algunas líneas. Estos resultados sugieren que la construcción 

(35S::UNS6.MI) introducida en A. lllaliana produce un efecto dominante negativo sobre 
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AP1. Dado que los fenotipos observados en este trabajo son muy similares, aunque más 

fuertes, que los encontrados en nuestro estudio, sugerimos que el fenotipo de las líneas 

de 35S::AGL21 en la identidad de los órganos de la flor se debe a un efecto dominante 

negativo sobre AP1 . Para comprobar es ta hipótesis es importante hacer la cruza de 

35S::APl con 35S::AGL21 para observar si las plantas recuperan el fenotipo si lvestre y 

también estudiar la expresión de APl en las líneas de sobreexpresión de AGL21 yen las 

mutantes de este gen en comparación a líneas silvestres. En caso de que el fenotipo floral 

observado en las líneas de sobreexpresión de este trabajo sea por un efecto dominante 

negativo y no de regulación transcripcional de AP1, se espera que los niveles de este gen 

no varíen entre las distintas líneas a probar. 

Una alternativa a la hipotésis planteada arriba de un efecto dominante 

negativo sobre AP1 en la determinación de los fenotipos florales es que el gen AGL21 sea 

un regulador negativo de ca, por lo que al tener mucho transcrito de AGL21 en las 

líneas 35S::AGL21, ca se encontraría reprimido todo el tiempo y no podría activar a FT 

que es un regulador positivo de AP1, TFL1 el cual es un regulador negativo de la 

transición a la floración y 50C1 que es un regulador positivo de la transición a la 

floración (Yu et al., 2002). Esta regulación de ca por parte de AGL21 podría por lo tanto 

explicar tanto el fenotipo de la flor como el de transición al estado reproductivo en las 

líneas de sobreexpresión de AGL21. De ser esto así en la descendencia de una cruza de 

plantas 35S::CO con 35S::AGL21 se recuperaría el fenotipo silvestre, tanto para el 

tiempo de flora ción como el fenotipo vegetativo de la flor de las líneas de sobre­

expresión de AGL21. Esta hipótesis es también compatible con el resultado de que la 

descendencia de la cruza entre 35S::AGL21 y 35S::APl recuperara el fenotipo silvestre 

en los órganos florales. Además, si AGL21 es un regulador negativo de CO se espera que 

en mutan tes de el primero, el segundo se exprese a niveles más altos o de manera 

ectópica, que en las líneas 35S::AGL21 CO no se exprese o se exprese a niveles menores, 

y que los genes FT, 50C1 y TFLl se expresen en niveles más bajos que los normales en 

las líneas de sobre-expresión de AGL21. Actualmente se están iniciando estos 

experimentos para poner a prueba las hipótesis desprendidas de este trabajo. 
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7. CONCLUSIONES 

En este trabajo se analizó el patrón de expresión mediante RT-PCR para los genes 

MADS-box con una expresión específica en raíz con base en datos de hibridación tipo 

Northern (Rounsley et aL, 1995). Los datos recabados en esta tesis sugieren que estos 

genes también se expresan en algunas estructuras reproductivas, pero no lo hacen 

constituti vamente en todos Jos tejidos. Existen diferencias en los patrones de expresión 

reportados en la Iíteratura y los resultados de este trabajo, lo que se puede deber a que 

los genes MADS se expresan diferencialmente a lo largo del desarrollo de Arabidopsis 

tha1i(lna. Los resultados de este trabajo revelan la expresón de los genes MADS en los 

siguientes tejidos. 

• AGL17 - En flor, botón floral, silicuas, hojas de roseta, hojas caulinas y raíz. 

• AGL16 - En flor, botón floral, silicuas, hojas de roseta, hojas caulinas y raíz. 

• ANRl - En flor, botón floral, silicuas, hojas de roseta, hojas caulinas y raíz. 

• AGL14 - En flor, botón floral, s ilicuas, hojas de roseta, hojas caulinas y raíz. 

• SOCl - En flor, botón floral, silicuas, hojas de roseta, hojas caulinas y raíz. 

• AGL19 - En botón floral, silicuas, hojas de roseta, hojas caulinas y raíz. 

• AGL42- En flor, botón floral, hojas de roseta, hojas caulinas y raíz. 

• AGL21 - En flor y raíz. 

AGL21 se expresa de manera especifica (resultados de Northen blot y RT-PCR) 

en raíz y flor, indicando que este gen podría estar involucrado en los procesos de 

desarrollo de estos órganos. 

Se obtuvieron líneas homocigotas de sobreexpresión de AGL2/ y los análisis de estas 

lineas sugieren que AGL2/: 

1. Es importante en mediar positivamente el crecimiento de la raíz. 

2. Es un regulador positivo de la trans ición a la floración. 

3. Interactúa con AP / en la detenninación del meristemo floral y en la identidad de los 

órganos de la flor y el fenotipo de su sobreexpresión es por un efecto dominante 

negativo, o es posiblemente un regulador negativo de ca. 
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ANEXO 

Esterilización y vernalización de semillas. 

1. Se colocan las semillas en un tubo eppendorf. 

2. Se les agrega un mililitro de EtOH al 75% y se agitan con vortex por 5 minutos. 

3. Se retira el EtOH y se agrega 1ml una solución de cloro al 5% y SOS al 1% 

(Oodecil Sulfato de Sodio). 

4. Se dejan agitando por 15 minutos. 

5. Se retira la solución en la campana de flujo laminar y se les agrega 1ml de agua 

bidestilada. 

6. El agua se retira y se les agrega nuevamente agua hasta que ya no aparezca 

espuma al agitar los tubos. 

7. Una vez enjuagadas las semillas se colocan a 4°C por 2 días. 

Síntesis de ADNc con la enzima Reverso Transcriptasa (superscript> para RT-PCR. 

1. En un tubo eppendorf agregar lo siguiente: 

• l!1-l de oligo adaptador (500!1-g/ml) 

• l!1-l de una mezcla de dNTP's (lOMm de cada uno, dATP, dGTP, dCTP Y 

dTTP a un pH neutral) 

• 12 !1-l de agua destilada, en donde previamente ya se disolvió el ARN . 

2. Calentar la mezcla a 65°C por 5 minutos y colocar inmediatamente en hielo, dar 

un spin y agregar lo siguiente: 

• 4!1-l de Buffer de la primera cadena (Firs-strand buffer) 

• 2!1-l de OTT 0.1 M (ditriotreitol). 

3. Se mezclan suavemente y después se incuban a 37"C por 2 minutos. 

4. Se añade 1!1-1 (200 unidades) de Superscript y se mezcla bien por piepeteo. 

5. Incubar a 37"C por 50 minutos y después a 70°C por 15 minutos 

6. Colocar inmediatamente en hielo y añadir 1!l1 de E.coli Rnase H. 

7. Incubar por 20 minutos a 37"C. 
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Extracción de ARN total con Tri Reagent (Trizo!) 

1. Colocar cada muestra (100mg de tejido) en un tubo eppendorf estéril y congelar 

con nitrógeno líquido. 

2. Moler la muestra (con palitos de plástico o varillas de vidrios) hasta que se forme 

un polvo fino homogéneo. 

3. Agregar 1 mI de trizol a cada muestra y homogenizar con la pipeta 

4. Mantener las muestras a temperatura ambiente poor 5 minutos 

5. Agregar 0.2ml de cloroformo y agitar por 15 segundos. 

6. Centrifugar a 10,000 rpm por 15 minutos a 4°C. 

7. Retirar la fase acuosa (superior) y transferirla a un nuevo tubho esteril. 

8. Agregar l.5ml de isopropanol. 

9. Mantener las muestras a temperatura ambiente de 5 a 10 minutos. 

10. Centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos a 4°C. 

11. Remover el sobrenadante y lavar la pastilla (ARN precipitado) con 1 mI de EtOH 

al 75%. 

12. Agitar con vortex y después centrifugar 5 minutos a 10,000 a 4°C. 

13. Eliminar el EtOH y dejar que seque la pastilla de ARN por aproximadamente 

Sminutos. 

14. Resuspender la pastilla en 20 f.ll de agua bidestilada. 

Fijación en FAA y deshidratación. 

1. Hacer la mezcla de fijación (EtOH 50%, Acido acetico 5%, Formaldehido 3.7%, 

Agua 41.3%). 

2. Añadir de 10-15 mI de esta mezcla de fijación en un vial de 20 mI. 

3. Cortar las muestras que se van a fijar e inmediatamente colocarlas en los viales 

(se ponen alrededor de 30 piezas de tejido por vial). 

4. Colocar el vial en una bomba de vacio por 15 minutos. 

5. Quitar el vacio suavemente y repetir el paso 4. 

6. Incubar a temperatura ambiente por 2 horas. 

7. Repetir el paso 4. 

8. Quitar el vacio e incubar a temperatura ambiente por 1 hora. 
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9. Remover la mezcla de fijación y añadir alcohol al 50%. 

10. Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos y añadir alcohol aI5Q%. 

DESHIDRATACIÓN 

1 t . Remover e l alcohol al 50% y rempalazar con alcohol al 60%. 

12. Incubar de 20·30 minutos. 

13. Remover el alcohol al 60% y añadir alcohol al 70%. 

14. En el paso anterior se puede almacenar a 4°C. 

15. Repetir los cambios de alcohol hasta llegar a alcohol al 100%. 
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