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RESUMEN
El sistema radical es fundamental en el anclaje de la planta al suelo, la ob tención

de agua y nutrientes (Esau, 1977), en la síntesis de hormonas como auxinas (Ljung et al. ,
2001 ; Kieber, 2002) y citocininas (Aloni el al., 2005), y para la interacción ent re la
planta, el suelo y los microorganismos que habitan en él (Esau, 1977). La arquitectura
del sistema radical está determinada por la cantidad y localización de las raíces laterales,
entre otros factores, y por cons iguiente , se considera que las raíces laterales son de gran
import ancia para el mantenimiento de las plantas. Actualmente se desconocen los
mecanismos reguladores básicos que cont rolan la determinación de las células
fund adoras, que dan lugar a las raíces laterales. Solamente se conocen 3 genes
involucrados en la iniciación de las raíces laterales: A LF4 (Celenza el al. , 1995;
DiDonato et al., 2004), SLR/IAA 14 (Fukaki el al., 2002) y LIN1 (Malamy y Ryan,
2001), de los cuales se desconoce cómo contro lan el desarro llo de la raíz lateral.
Considerando la imponancia de las raíces laterales para el mantenimiento de las plantas
y la escasez de información acerca de la regulación del desarrollo de estos órganos, es
de SU1l41. importancia utilizar todas las herramientas posibles para determinar qué genes
están relacionados con el desarrollo estas raíces y e] pericic1o, el tejido que les da origen
a estos órganos. Entre las estrategias para la identificación de nuevos genes en plantas
se encuentra la caracterización de genes por sus patrones de expresión generados po r el
sistema enharrrr trap. El sistema enharrrr trap también puede utilizarse como marcador de
células y tejidos específicos, y po r lo tanto, es posible elucidar el desarro llo de órganos
complejos que consisten en una variedad de tipos celulares similares agmpados (Mayer
y jorgens, 1998; Berger et al., 1998; Malamy y Benfey, 1997; Grossniklaus y Schneitz
1998). El sistema enharrer trap implica básicamente la integración al azar en el genoma
de un fragmento de DNA que contiene un promoto r mínimo fusionado con un gen
reportero. Si este fragmento se integra bajo el control de un enharrrr (intensificador o
estimulador) de la planta, entonces este elemento promoverá la expresión del gen
reportero en algún órgano, tejido o en cieno tipo de células (Campisi et al. , 1999). Con
la finalidad de generar una nueva herramienta para el análisis del desarrollo de las raíces
laterales, el objetivo de este proyecto fue el análisis a nivel celular y molecular de la línea
enhana:r trap J0121 de A rabidopsis thaliana, que presenta la expresión de la proteína verde
fluorescente o GFP (gmn fltf(ff(5cenl protein) en las células del periciclo maduro que se
encuentran próximas a los polos del protoxilerna, las cuales son las únicas células del
periciclo capaces de producir raíces laterales. Durante este trabajo de investigación se
determinó que el fenotipo de la raíz primaria en la línea enhana:r trap J0121 es similar al
de su ecotipo parental C24. La proteína GFP en la línea J0121 se expresa en los
primordios de las raíces laterales que se encuentran en etapas tempranas del desarrollo ,
en el periciclo maduro junto a los polos del protoxilema de las raíces laterales y en la
parte aérea de la planta (principalmente en epidermis y haces vasculares). La línea J0121
presenta una expresión de GFP estable y se compon a como una línea con una
inserción de T-DNA Considerando el fenotipo de la raíz y la expresión de GFP en este
órgano de J0121, se concluyó que esta línea puede ser utilizada como línea marcadora
de las células del periciclo capaces de formar raíces laterales y de los primordios en
etapas tempranas de desarrollo.
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INTRODUCCIÓN

La raíz es un órgano muy importante para la planta, ya que le proporciona

soporte, agua y nutrientes (Esau, 1977), sintetiza algunas hormonas, tales como auxinas

(Ljlillg el al., 2001; Kieber, 2002) y citocininas (Aloni el aL., 2005). Además, constituye el

sitio de interacción entre la planta, el suelo y los microorganismos que se encuentran en

él (Esau, 1977).

El conjunto de raíces de una planta constituyen el sistema radical. Este sistema

surge a partir de la radícula embrionaria, que forma posteriormente a la raíz primaria, a

partir de la cual se desarrollan las mices laterales. Se llaman raíces laterales a las que se

derivan de otra raíz y raíces advent icias a las que se derivan de un órgano diferente a la

raíz, por ejemplo el tallo (Esau, 1977; Dolan el al., 1993). La cantidad y la localización

de las raíces laterales determina la arquitectura del sistema radical, por lo que este tipo

de raíces son importantes para el crecimiento de las plantas.

Arabidopsis como modelo de estudio del sistema radical

A rabidopsis tbaltam es una planta angiosperma dicotiledónea que es excelente

para el estudio del desarrollo de la raíz. La mayor parte de los estudios acerca de los

mecanismos moleculares del desarrollo de las raíces laterales se han realizado en esta

planta modelo (Malamy y Benfey, 1997). Esto se debe a que A rabidopsis posee un

genoma pequeño de 130 megabases completamente secuenciado, organizado en 5

cromosomas , y posee muy poco D N A repet itivo disperso. Además , es una planta que
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se puede transformar sencillamente utilizando Agrrlxuterium tumfaciens (Bowman, 1994;

http:/ / wv.w.arabidopsis.org
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Fig. 1. Vista longitudinal de la raíz primaria de Arabidopsis thaliana, en la cual se puede ver: la
región del crecimiento (la zona meristemática y la de elongación) y la zona de diferenciación. La
barra negra representa 100 urn (Imagen modificada de Fasano et al., 2001).

La morfología de la raíz de A rabidopsis tbaliam es fácil de analizar, debido a que

en este órgano las células son semitransparentes y su observación es sencilla, utilizando

la técnica de microscopía de contraste diferencial de interferencias o Nomarski

(Dubrovsky y North, 2002). Además en la raíz primaria y en la raíz lateral el patrón de

formaci ón de los tejidos es simple y predecible.
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- --- - - - - - - - - - - ----- ---- -- --

Características generales anatómicas y del patrón de formación de la

raíz primaria de Arab idopsis thaliana

La raíz primaria de A rabidopsis thaliana puede dividirse longitudinalmente en tres

zonas: la zona meristemática, la zona de elongación y la zona de diferenciación (Fig. 1) .

La zona meristernatica y la de elongación comprenden la región del crecimiento de la

raíz. La zona meristern ática está localizada en el ápice de la raíz y se compone en su

mayor parte de células que potencialmente presentan una gran actividad proliíerativa.

Adyacente a esta zona, se encuentra la región de elongación, en la cual las células de los

diferentes tejidos se alargan hasta alcanzar su longitud máxima. La región más alejada

del ápice de la raíz, se denomina zona de diferenciación, en la que se encuentran las

células maduras (Dolan el al., 1993).

Fig. 2. Corte transversal de la raíz primaria de
Arab idopsis thaliana. (Imagen modificada de Casimiro et
al., 2003). EP: epidermis, C: córtex, E: endodermis, P:
periciclo, F: floema, X: xilema, Pa: parénquima estelar.
Las flechas muestran tres células del periciclo en
división, durante el proceso de desarro llo de una raíz

L:.:i~='!==~~:::::::;;;:':====¡:j lateral. La barra negra representa 25/-lm .

En un corte transversal se puede observar que la raíz de A rabidqsis tbaliana

posee 3 capas radiales, las cuales rodean al cilindro vascular (Fig. 2). Estas capas desde

el exterior hacia el interior son: la epidermis, el c órtex y la endodennis (Dolan el al.,

1993). En algunos casos, se ha observado la duplicación de la capa del córtex (Baum el
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al., 2002). El cilindro vascular está constituido por el pericic1o, el parénquima estelar, el

xilema yel floema (Dolan etal., 1993). Cada tejido forma filas venicales de células que

pueden ser rastreadas hasta las células iniciales, localizadas en el meristemo apical de la

raíz (Malamy y Benfey, 1997). La organización de los tejidos de la raíz lateral es similara

la de la raíz primaria. Sin embargo, en la raíz lateral el número de filas celulares de cada

tejido es variable (Dolan etal., 1993).

Formación de las raíces laterales

El desarrollo de las raíces laterales es diferente al que se observa en la raíz

primaria. Las raíces laterales se generan en el interior de la raíz parental, generalmente a

cierta distancia del meristemo en la zona de diferenciación. En las plantas angiospermas

y gimnospermas, estos órganos laterales se forman a partir del periciclo (la capa más

externa del cilindro central), mientras que en los helechos provienen de la endodermis.

En algunas angiospermas, la endodermis y el córtex de la raíz parental también

contribuyen durante las etapas tempranas del desarrollo en la formación del primordio

de la raíz lateral, además del pericic1o. Sin embargo, el tejido derivado a panir de la

endodermis yel córtex se pierde cuando las raíces laterales emergen, y por consiguiente

sólo se considera al periciclo como el tejido que da origen a las raíces laterales

(Dubrovskyy Nonh, 2002) .

En A rabidopsis, las raíces laterales se forman a partir de las células maduras del

pericic1o, las cuales se conocen como células fundadoras. Estas células se definen como

aquellas que adquieren un destino de desarrollo diferente al de la célula parental
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(Dubrovsky el al., 2000; Dubrovsky el al. , 2001). En un corte transversal de la raíz (Fig.

2), se puede observar que las células del periciclo capaces de producir raíces laterales se

localizan adyacentes a los polos del xilema (Dolan el al. , 1993). En otras especies, las

células del periciclo que pueden ser células fundadoras se localizan próximas a los polos

del protoíloema o entre ambos polos: proroíloernático y protoxilernático (Esau, 1977).

Existe un acuerdo en general de que hay tres pasos específicos de control

durante el desarrollo de las raíces laterales: la iniciación, la organización del meristerno

del primordio y la emergencia de la raíz lateral (Dubrovsky y Rost, 2003). También se

ha incluido una cuarta etapa la de post-emergencia (Zh;mg y Forde, 2000; De Smet el

al., 2003).

A .....·.~.~_'. :/ --.._--~*

.' ()

Figura 3. Tipos de iniciación del primordio de la raíz lateral en Arabidopsis thaliana. A. Longitudin al
unicelular (las células del primordio están encerradas en una pared celular de la célula fundadora).
B. Bicelular-Iongitudinal (etapa más temprana del desar rollo del primordio, en la cual se observa la
primera división asimétrica de dos células del periciclo) . Las paredes anticlinales de las células
fundadoras están marcadas con asteriscos. Los triángulos indican los bordes de las paredes de las
células fundadoras . La barra negra representa 20 IJm. (Dubrovsky et al., 2001).

Si se observa a lo largo de una raíz, la iniciación de los primordios a partir de las

células fundadoras puede ser de dos tipos: longitudinal-bicelular y longitudinal-

unicelular (Fig. 3). La iniciación longitudinal-bicelular implica la presencia de divisiones
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asimétricas de dos células adyacentes en la mis ma fila del pericic1o, a lo largo de la raíz.

Mientras que la iniciación longitudinal-unicelular involucra la división de una sola célula

en una fila del periciclo (Dubrovsky el. al. . 2001). Con base en la caracterización

histológica, el proceso del desarrollo de los primordios de las raíces laterales se divide

en 7 etapas que abarcan el proceso de iniciación, la organización del meristemo y la

emergencIa de la raíz lateral. La caracterización histológica se basa en los rasgos

anatómicos específicos y en el patrón de las divisiones celulares, las cuales generan

paredes paralelas a la superficie de la raíz (periclinales) y transversales a la superficie de

la raíz (anticlinales) (Malamyy Benfey, 1997).

En laetapa1, las células fundadoras sufren divisiones anticlinales (Fig. 4A). En la

etapa II, las células sufren una división periclinal formando dos capas: la C3pa externa

(OL: Cuur Layi) Yla capa interna (IL: Irmer Lc0e'~ (Fig. 4B). En la etapalII, la capa OL

se divide periclinalmente en OL1 y OL2, Y por lo tanto, se observan tres capas en total

(Fig. 4q. En la etapa IV, los primordios poseen cuatro capas debido a la división

periclinal de la capaIL en IL1 e IL2 (Fig. 4D). En la etapa V, el primordio se encuentra

atravesando las células del c órtex de la raíz parental, debido a la expansión y a las

divisiones anticlinales de las células del primordio (Figs. 4E-F). En la etapa VI, el

primordio ha penetrado la epidermis de la raíz parental (Figs. 4G-H). Finalmente, en la

fase VII (Fig. 41) , el primordio está a punto de emerger de la raíz parental (Malamy y

Benfey, 1997).
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Fig. 4 Etapas del desarrollo de los primordios de las raíces laterales según Malamy y
Benfey, 1997, Imágenes toma das de raíces de 2 - 6 semanas, aclaradas y observadas
con óptica de Nomarsk i. Los números romano s indican las etapas del desar rollo. La
barra negra representa SOpm (Imagen modificada de Malamy y Benfey, 1997).
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El desarrollo del primordio de la raíz lateral culmina con la emergencia de

este nuevo órgano, a partir de la raíz parental (Figs. 4]-L). La emergencia se debe

principalmente a la expansión de las células del primordio (Malarny y Benfey, 1997).

Después del surgimiento de la raíz lateral, en la fase de post-emergencia, las células

basales de la capa üL1 continúan expandiéndose. Pero además el número de células

comienza a incrementar y aparecen nuevas células pequeñas cerca del ápice. Las

regiones periféricas de üL1 aún contienen de 8 a 10 células bastante elongadas,

mientras que incrementa el número de células cerca de la región cemral de la punta de

la raíz lateral. Esto indica que la raíz está creciendo a través de la división de las células

en el ápice, lo que sugiere que existe un meristemo apical funcional en la raíz lateral

(Malarny y Benfey, 1997).

El desarrollo de los primordios también se ha dividido en dos fases: no

autónoma y autónoma. En la primera fase, el primordio es dependiente de la raíz

parental y abarca el periodo del desarrollo temprano. Durante la fase autónoma, el

meristemo del primordio se forma; si el primordio es extraído de la raíz parental se

puede formar todavía una raíz lateral in 'litro (Laskowski el al., 1995). Otra etapa de

control del desarrollo de la raíz lateral es la fase de post-emergencia, en la cual se puede

inhibir el desarrollo de la raíz lateral por altas concentraciones de nitrato (Zhang y

Forde, 2000), y por la adición de ácido abscísico (De Smet el al, 2003).

Existe una hipótesis la cual considera que los sitios donde se producen las raíces

podrían estar determinados antes de que pueda observarse la iniciación del primordio

(Ford el al., 1965; Hinchee y Rost, 1992). De hecho, en algunas plantas los primordios
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se inician durante el desarrollo de la radícula en el embrión como en Cuaons satnum

(Dubrovskyet a!., 1987; Dubrovskyy Rost, 2003).

Generalmente, los primordios de las raíces laterales se inician de forma

acrop étala, a lo largo de la raíz parental. Esto implica que los primordios más jóvenes se

encuentran próximos al ápice de la raíz parental; mientras que los primordios más

desarrollados se localizan alejados del ápice de la raíz parental. Se ha observado que en

A rabidopsis la iniciación de los primordios se restringe a una zona de la raíz, entre los 3 y

8 mm a partir de la punta de la raíz (Dubrovsky el al. , 2000; D ubrovsky y Rost, 2003).

Por lo que se observa una distribución diferencial de los primordios y las raíces laterales

a lo largo de la raíz primaria.

Cotidianamente, la densidad de las raíces laterales se determina estimando la

cantidad de raíces laterales a lo largo de la raíz primaria completa (Marcham el al., 2002:

Bao el al., 2C04; López-Bucio et al., 2005). Esta estimación considera que la distribución

de las raíces laterales a lo largo del eje de la raíz parental es completamente uniforme y

que la taza de producción de las raíces laterales pem1ailece constante (Hinchee y Rost,

1986). Sin embargo, este tipo de medición no es adecuada para el análisis del desarrollo

de las raíces laterales, si se toma en cuenta el desarrollo acrop étalo de estos órganos, y

por consiguiente, su distribución diferencial a lo largo de la raíz parental.
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Mecanismos que afectan el desarrollo de las raíces

Los mecanismos que determinan la arquitectura del sistema radical, como sucede

en el sistema del brote, pueden dividirse en dos categorías: las vías intrínsecas

(esenciales para la organogénesis yel crecimiento) y las vías extrínsecas, que determinan

cómo responden las plantas a señales externas que modulan las vías intrínsecas

(Malamy, 2005).

Vías intrínsecas

Auxinas

Los mecanismos intrínsecos que regulan el crecimiento y el desarrollo normal de

la planta responden a los cambios en los niveles hormonales, los cuales se pueden

modular por una señal ambiental (Malamy, 2005). Las principales hormonas que afectan

el desarrollo de la raíz son: las auxinas, las citocininas, los brasinoesteroides y el ácido

abscísico.

Las auxmas son hormonas que regulan varios procesos del desarrollo de la

planta como la elongación del tallo, la dominancia apical, la iniciación de las raíces, el

desarrollo de los frutos y el crecimiento regulado por fototropismo y gravitropismo

(Buchanan el al., 2000; Leyser, 2002).

Las auxinas afectan profundamente la morfología de la raíz. La aplicación

exógena de auxinas en plantas de tipo silvestre induce una mayor producción de raíces

laterales (Wightman el al., 1980). Este efecto también se observa en las mutantes

sobreproductoras de auxinas, como la mutante del gen A LE1, ABERRA N T

LA TERAL ROOT 1 (Celenza el al., 1995). Todos los aspectos relacionados con la
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biosintesis, el transporte polar (Bhalerao et al., 2002; Marchant et al. , 1999; Galweiler et

al., 1992; Benkova et al, 2003) Y la señalización dependiente de la auxina afectan el

desarrollo de las raíces laterales (Buchanan etal., 2000; Casimiro etal., 2003; Tiwari etal.,

2003; Leyser, 2002; Woodward y Bartel, 2005). Sin embargo, a pesar de las evidencias

que relacionan a la auxina con el desarrollo de las raíces laterales, se desconoce el

mecanismo por el cual esta hormona promueve la formación de las raíces laterales.

Citocininas

Otra hormona importante en el desarrollo de las raíces laterales es la citocinina,

que promueve en la planta la división celular y la diferenciación (Mok y Mok, 2001). La

citocinina también juega un papel importante en muchos aspectos del crecimiento y del

desarrollo de la planta, por ejemplo la dominancia apical, la formació n y actividad de los

meristemos del brote, la senescencia de las hojas, la movilización de nutrientes, la

germinación y la respuesta a patógenos (Buchanan et al. , 2000).

En cuanto a la influencia de la citocinina sobre el desarrollo de la raíz, se han

realizado varios estudios, entre ellos se llevó a cabo la extirpación de varios órganos

(tallo u hojas) y posteriormente se adicionó citocinina en el corte, dando como

resultado la inhibición de la iniciación y la emergencia de las raíces laterales.

Aparentemente el proceso de emergencia fue más sensible a la presencia de citocinina

(Withman etal., 1980; Hinchee y Rost, 1986).

Los estudios realizados en plantas deficientes de citocinina, reafirman la idea de

que la citocinina es un regulador negativo del desarrollo de la raíz. Las plantas

deficientes de citocinina debido a la sobreexpresión de genes que codifican para la
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citocinina oxidasa / reductasa (AtCKX), encargada de la degradación de la citocinina,

presentan una mayor producción de raíces laterales y adventicias; además de una

elongación rápida de la raíz primaria y de las raíces laterales (Wemer el al., 2003). En la

raíz primaria se encontró un incremento en el número de células en división dentro del

meristemo, pero no hay W 1 aumento en la velocidad de división celular (Sirtk y van

Staden,2001).

Acido Abscísico

El ácido abscísico (ABA) también se ha relacionado con el desarrollo de las raíces

laterales (Signara el af. , 2001; Brady el al. , 2003; De Smet el al. , 2003). En general, es una

hormona que está involucrada en el proceso de dormancia, la maduración de la semilla,

la tolerancia al estrés hídrico, el cierre de estomas y la supresión de la germinación de

las semillas inmaduras (Buchanan el al., 2000). La adición exógena de ABA inhibe el

desarrollo de las raíces laterales, después su emergencia y antes de la activación del

meristemo. Este efecto inhibitorio del desarrollo de la raíz lateral es reversible. Se ha

sugerido que este efecto está mediado por una vía independiente de auxina (De Smet el

al., 2003).

Brasinoesteroides

Los brasinoesteroides inducen una gran variedad de respuestas: el incremento en

la velocidad de la elongación del tallo, el crecimiento del rubo polínico, el

desenrrollamiento de las hojas de los pastos , la activación de la bomba de protones, la

reorientaci ón de las microfibrillas de la celulosa, la xilogenésis y el incremento de la
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producción de etileno (Buchanan el al., 2000). Los brasinoesteroides también afectan la

elongación de la raíz primaria yel desarrollo de las raíces laterales.

La baja concentración de brasinoesteroides exógenos (~ 0.1nM) estimula la

elongación de la raíz primaria en plantas del tipo silvestre y en plantas deficientes en

este tipo de hormonas. En cambio, en altas concentraciones (1-100ru\1) , los

brasinoesteroides inhiben la elongación de la raíz primaria (Müssig el al., 2003; Bao el

al., 2004). La adición exógena de brasinoesteroides induce la formación de raíces

laterales en plantas de A rabidopsis, en donde promueven principalmente las primeras

etapas del desarrollo del primordio. En concordancia con estos resultados, se ha

observado que las mutantes afectadas en la percepción de los brasinoesteroides , como

bril, presentan una disminución dramática en el número de raíces laterales (Bao el al. ,

2004).

Se ha sugerido que los brasinoesteroides actÚan sinérgicamente con las auxinas

en el desarrollo de las raíces laterales, ya que los brasinoesteroides promueven el

transpone acropétalo de la auxina (Bao el al., 2004), el cual es importante para la

emergencia de las raíces laterales (Bhalerao el al., 2002).

Interacciones entre hormonas

Existen muchas evidencias de que la auxina, la citocinina, el ácido abscísico y los

brasinoesteroides están involucrados en el desarrollo de la raíz. Sin embargo, aún se

desconoce una gran pane de las vías de señalización generadas por estas hormonas y la

interacción entre ellas para regular el desarrollo de la raíz. Además, se desconoce cómo
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se relacionan estas vías con las señales ambientales para modular apropiadamente el

desarrollo de la raíz.

Vías extrínsecas

Entre las señales externas que afectan el desarrollo de la raíz se encuentra la

disponibilidad y la distribución de los nutrientes, en panicular del nitrato y el fosfato,

los cuales son los principales nutrientes limitantes del crecimiento.

Nitrato

El nitrato es el nutriente limitante más crítico para el crecimiento de las plantas,

debido a su baja disponibilidad en el suelo (López-Bucio el al., 2003). Recientes

estudios en A rabidopsis indican la presencia de varios mecanismos de regulación del

desarrollo de las raíces laterales por el efecto del nitrógeno (Gsimiro el al., 2003) .

Existe un efecto de estimulación localizada cuando las plantas son tratadas con

suplementos de nitrato (s:; 1.0 mlvl), en sitios específicos alrededor de la raíz parental

(Zhang y Farde, 1998). En las zonas donde hay altas concentraciones de nitrato, las

raíces laterales sufren una mayor elongación, proceso que se atribuye a un incremento

en el número de células en el meristemo de la raíz lateral (Zhang y Farde, 1999). Este

efecto posiblemente se debe a que el nitrato funciona como una molécula señal, en vez

de producir un efecto nutricional, Se ha identificado un componente de la vía de la

transducción de señales mediada por nitrato, se trata del gen A NRl (A RAB/DOPSIS

N/IRA TE REGULA TED) inducible por nitrato. El producto de este gen regula la

velocidad de la elongación de la raíz lateral (Zhang y Farde, 2000).
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El nitrato tiene también un efecto inhibitorio sobre el desarrollo de las raíces

laterales. Cuando las plantas crecen en un medio uniforme con una alta concentración

de nitrato (~:10mM) se inhibe el crecimiento de las raíces laterales, después de la

emergencia y antes de la activación del meristemo de este nuevo órgano (Zhang el al.,

1999; Zhang y Forde, 2000). También se presenta un efecto inhibitorio de la iniciación

de las raíces laterales por concentraciones altas de carbono (4.5%) y bajas

concentraciones de nitrógeno (0.02 rnM). La planta mutante lin1 (fateral root initiation 1),

afectada en la iniciación de las raíces laterales, produce un sistema radical altamente

ramificado, sobrepasando el efecto inhibitorio causado por altas concentraciones de

carbono y bajas concentraciones de nitrógeno, 2. diferencia de las plantas de tipo

silvestre (Malamy y Ryan, 2001; Casimiro el al., 2003).

Fosfato

El fosfato es el segundo nutriente más importante en la determinación de la

productividad de la planta, debido a su gran inmovilidad en el suelo. El fosfato tiene un

marcado efecto sobre el sistema radical. En comparación con las plantas crecidas en un

medio con concentraciones óptimas de fosfato (2.5miVf) , las plantas en una baja

concentración de fosfato (O.l rru\1) presentan un incremento en la densidad de raíces

laterales y en la longitud de estos órganos, además de una reducción del crecimiento de

la raíz primaria, por la reducción de la elongación celular seguida por una pérdida

progresiva de las células meristernáticas (Sánchez-Caklerón el al. , 2005). Este tipo de

respuesta es independiente a la adición de sacarosa y a la señalización mediada por

auxinas (Williamson el; al., 2001; López-Bucio el al. , 2003).
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Regulación genética de la iniciación de los primo rdios

Se han aislado muy pocas mutantes relacionadas con el bloqueo de la iniciación

de las raíces laterales. A pesar de la existencia de una gran cantidad de plantas mutantes

descritas que tienen afectado el desarrollo de la raíz, solamente se conocen tres genes

involucrados el proceso de iniciación de la raíz lateral: A LF4 (A BERRA N T

LA TERAL scor FORlvfA TION 4), LINI y SLR (SOLITARY ROO7) . La planta

rnutante alf4-I no forma primordios de raíces laterales, inclusive después de la adición

de auxinas (Celenza el al., 1995; DiDonato el al., 2004). La planta mutante linl muestra

que los factores nutrimentales son importantes para la iniciación de los primordios.

Como se mencionó anteriormente, esta mutante puede vencer la represión de la

iniciación de las raíces laterales por altas concentraciones de carbono y bajas

concentraciones de nitrógeno (Malamy y Ryan, 2001). El gen SLR codifica para una

proteína denominada lAA14, un miembro de la familia proteica AlL'dlAA En la planta

mutante slr hay escasos eventos de iniciación , por la falta de activación de las células

fundadoras del primordio (Fukaki el al., 2002). Hasta el momento, se desconoce cómo

regulan la iniciación de las raíces laterales, posiblemente, los genes involucrados en este

proceso son esenciales o redundantes (Malamy y Ryan, 2001).

Aunque se han caracterizado muchos genes involucrados en el desarrollo de las

raíces laterales, todavía no se sabe cómo, cuándo y dónde las células del periciclo se

comprometen a ser células fundadoras. Tampoco se ha discernido cuáles son los

mecanismos que regulan la morfogénesis de las raíces laterales, ni cómo los estímulos

externos e internos convergen en el control del desarrollo de estos órganos laterales.
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Nuevas herramientas para el análisis de la iniciación del desarrollo de las

raíces laterales

Considerando la importancia de las raíces laterales para el mantenimiento de las

plantas y la escasez de información acerca de la regulación del desarrollo de estos

órganos, es de suma importancia utilizar todas las herramientas posibles para

determinar qué genes están relacionados con el desarrollo del periciclo y de las raíces

laterales. Entre las estrateg ias para la identificación de nuevos genes en plantas se

encuentra la ident ificación de genes por sus pat rones de expresión generados por el

sistema er7hana::r trap. Esta técnica implica básicamente la integración al azar en el

genoma de un fragmento de DNA que contiene un promotor mínimo fusionado con

un gen repo rtero. Si este fragmento se integra bajo el control de un enharrrr

(intensificador o estimulador) de la planta, entonces este elemento promoverá la

expresión del gen reportero en algún órgano, tejido o en cieno tipo de células (Campisi

el al., 1999). Los enhancers son secuencias nucleotidicas a las cuales se unen factores de

transcripción, y por ende, fun cionan como elementos de regulación implicados en la

iniciación de la transcripción. Los erhanxr: para funcionar no necesitan estar cerca del

punto de inicio de la transcripción, son activos en cualquier orientación respecto a su

blanco, y funcionan como puntos diana para la regulación específica tisular o temporal

(Lewin, 1997).

El sistema enharrrr trap permite la determinación de genes que son difíciles de

aislar (genes redundantes para la misma func ión o que exhiben una función discreta en

diferentes tiempos de desarrollo) ya que las líneas son seleccionadas con base en su
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patrón de expresión y no por su fenotipo mutante (Campisi el al., 1999). También las

líneas obtenidas con esta metodología pueden utilizarse como marcadores de células y

tejidos específicos, y por lo tanto, es posible elucidar el desarrollo de órganos complejos

que consisten en una variedad de tipos celulares similares agrupados. De hecho, se ha

empleado este sistema para generar valiosos marcadores durante las etapas tempranas

del desarrollo embrionario (Mayer y jórgens, 1998) , del desarrollo de la raíz (Berger et

al., 1998; Malamy y Benfey, 1997), la megaesporogénesis y el desarrollo de los óvulos

(Grossniklaus y Schneitz, 1998).

En este contexto. el objetivo de este proyecto fue llevar a cabo la

caracterización detallada a nivel celular y molecular de una línea erharar trap de

A rabdopsi: tlnliana 00121) , la cual presenta la expresión de la proteína verde

fluorescente (GFP) exclusivamente en las células del periciclo junto a los polos del

protoxilerna capaces de formar raíces laterales (Fig. 5). La línea transgénica J0121

proviene de la colección enhana:r trap generada por Jim Haseloff y colaboradores

(hnp:l / \\·ww.plamsei.eam.ae.uklHaseloffl Home.html).

ANTECEDENTES

Jim Haseloff y colaboradores (Universidad de Cambridge) produjeron una

colección de líneas de A rabidopsis denominadas enharrer trap, por integración al azar de

un fragmento de DNA en el genoma de la planta a través de Agrduaenum turrrfaciens

(Valvekens el al. , 1988). Este fragmento es un T-DNA que contiene un promotor

mínimo asociado al gen que produce una proteína quimérica activadora de la
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proviene de la colección enhancer trap generada por Jim Haseloff y colaboradores
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colección de líneas de A rabidopsis denominadas enhancer trap, por integración al azar de
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(Valvekens el al., 1988). Este fragmento es un T-DNA que contiene un promotor

mínimo asociado al gen que produce una proteína quimérica activadora de la
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transcripción (GAL4/ VP16). También posee un gen reportero, el cual codifica para la

proteína verde fluorescente o GFP (Green Fluorescent Protein). El gen reportero está

fusionado al elemento DAS (Upstream Activator Sequences) que le permite responder a

GAL4/VP16. El vector de transformación fue diseñado para que la expresión del

gen GAL4-VP16 fuera dependiente de la presencia de un elemento enhancer

de .Arabidopsis (Fig. 5).

)im Haseloff y colaboradores obtuvieron una colección bien documentada de

250 líneas transgénicas de A rabidopsis thaliana, provenien te del ecotipo silvestre C24,

con patrones de expresión de GAL4/GFP aparentemente estables y distintos en

diferentes tejidos o zonas de la raíz (http://www.plantsci.cam.ac.uk/l-lascloffl Home.html).

Fig. 5. Izquierda: Imagen de la raíz de la línea enhancer trap
J0121 , de la colección de Haseloff, con expresión de la proteína
GFP en las células del periciclo junto a los polos del protoxilema
(http://www.plantsci.cam.ac.uklHaseloff/Home.html). Raíz observada en
el microscopio láser confocal de barrido . Derecha : esquema del
sistema enhancertrap de la linea J0121 .
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En esta colección de Haseloff, se encuentra la línea )0121 que expresa a la

proteína GFP en la raíz exclusivamente en las células del periciclo localizadas junto al

protoxilema (http://www.plantsci.cam.ac.uk/HaselofflHome.html). las cuales son las únicas células que
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pueden generar raíces laterales. Considerando el patrón de expresión de la proteína

GFP en la raíz de J0121, es posible que el sistema enharrer trap de esta la línea se

encuentre regulado por un elemento que promueve la transcripción de algún gen

relacionado con la iniciación de los primordios, o bien, con aspectos del desarrollo del

pericic1o.

Al inicio de este trabajo solamente se conocía el reporte del Dr. Haselo ff y

colaboradores, quienes mencionaron que en la línea J0121 existe expresión de la

proteína GFP en varios tejidos de la parte aérea sin mencionar cuáles. Tamoién se

desconocía si había expresión en los primordios de las raíces laterales y cuántas

inserciones de T-DNA contiene la línea J0121 (hnp:l / www.pLmtsci.cam.ac.uk!HaseloiilHome.html).

Por lo que se planteó el estudio molecular y morfológico de esta línea para

posteriormente definir si podría ser útil en el análisis del desarrollo de las raíces

laterales y del pericic1o.

HIPÓTESIS

La expresión de la proteína GFP en la línea enharrer trap J0121 está bajo el

control de algún elemento regulatorio que podría controlar la expresión de un gen

relacionado con el desarrollo de las raíces laterales.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la línea enharrer trap J0121 de A rabiopsis tbaliana a nivel celular y

molecular.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar al fenotipo de la línea J0121 a nivel celular y compararlo

con el ecotipos silvestre C24 y con Col-O

• Determinar la longitud de la zona de crecimiento de la raíz primaria.

• Determinar la longitud de las células del c órtex completamente elongadas.

• Determinar la densidad de las raíces laterales y de los primordios de las raíces

laterales, a lo largo de la raízprimaria.

• Caracterizar el patrón de expresión de la proteína GFP durante la ontog énesis

de la planta, en diferentes zonas y tejidos de la raíz primaria, de los primordios

de las raíces laterales, así como en la pane aérea.

Caracterizar a la línea J0121 a nivel molecular

Determinar la cantidad de inserciones de T-DNA en la línea J0121. En caso

necesario, obtener plantas con una sola inserción y con el patrón de expresión de la

proteínaGFP reportada previamente paraJ0121.

MATERIAL Y METODOLOGÍA

Material biológico

Las semillas de la línea J0121 de A rabidopsis tbaliana, de la colección cnhanr:er trap

CAL4/CFP fueron proporcionadas por el DI. Haseloff. En el laboratorio del Dr. Peter

Doemer (Insituto de Biología Molecular y Celular, Universidad de Edimburgo,
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Inglaterra) se seleccionaron algunas plantas con la expres ión de GFP reportada

previamente por Haseloff. La progenie de estas plantas se utilizó durante este proyecto

de investigación. Las semillas del ecotipo parental de }0121 (0 4) provienen de The

A rabidopsis Bidn¡jcal Re;OUY'Ce Cemer (Universidad del estado de Ohio, EUA) . Las semillas

del ecotipo Col-O, fueron donadas amablemente po r Frederick Hempel (Universidad de

California, EUA) .

Esterilización de las semillas

Las semillas de A rabidopsis fueron empaque tadas en conos de papel filtro, y

esterilizadas utilizando cloro comercial al 20% (hipoclorito de sodio 6%) con 0.08% de

Tritón X-lOO en agua destilada. Las semillas se incubaron en la solución cie cloro

durante 10 minutos, se lavaron 4 veces con agua destilada estéril du rante 10 minutos y

se ahnacenaron a 4°C durante 2 días.

Condiciones de crecimiento de las plan tas

Para obtener plantas de 4 a 16 días, las semillas previamente esterilizadas, se

sembraron en cajas Petri estériles con medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) al

O.2X, suplementado con 1% de sacarosa y vitaminas, bajo una campana de flujo

laminar. Para la selección de plantas resistentes a kanamicina, se adicionaron 25 ~g/ ml

de kanamÍcina al medio de cultivo descrito ant eriormente. Las plantas fueron crecidas

en cajas orientadas vert icalmente, excepto las plantas utilizadas en el experimento de
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selección con kanamicina que fueron crecidas en cajas colocadas en posición horizontal

durante 11 días, con la finalidad de pode r crecer más plantas en una caja.

En el caso de las plantas crecidas durante 20 o 30 días, las semillas fueron

sembradas en met rornix o turface. Las semillas se almacenaron previamente a 4°C en

una solución de agar al 0.1%, du rante 2 días . Las plantas que fueron crecidas sobre el

turface, se colocaron en tubos de PVC cortados longitudinalmente a la mitad y cerrados

con un acrílico transparente, con la finalidad de obtener la raíz primaria completa de

cada planta. Todas las plantas se crecieron bajo condiciones de fotoperiodo 16 horas

luz / 8 horas oscuridad, a 22-c

Recopilación de los p a rámetros celulares

Se analizó la raíz de plantas de la línea J0121 y de su ecotipo parental C24, así

como del ecotipo Col-o. E l análisis de Col-O se debe a que es el ecotipo mejor

estudiado actualmente. Se utilizaron plantas de 8 y 16 días, crecidas in'litro. Todas las

mediciones, excepto la dinámica de crecimiento, se realizaron en raíces aclaradas y

montadas en portaobjetos que se midieron en un microscopio óptico, con ayuda de un

ocular con micrómetro. Las características analizadas fueron las siguientes: la dinámica

de crecimiento de la raíz prima ria, la longitud de las células maduras del c órtex, la

distancia entre la parte distal del cuerpo de la raíz y el protoxilema diferenciado yel

tiempo de diferenciación del protoxilerna. También se estimó la densidad de los

primordios y de las raíces laterales a través de lID nuevo método propuesto durante

este trabajo. Los datos analizados provienen de 3 a 4 experimentos independientes, con
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13 a 71 raíces considerando todos los expenmentos. Para determinar si existen

diferencias significativas entre las líneas examinadas, los resultados fueron analizados

estadísticamente con el programaSTATISTICA (StatSoft, lnc.).

Dinámica de crecimiento de la raíz primaria

Durante el estudio de la dinámica de crecimiento de la raíz primaria, se midió el

incremento de tamaño de la raíz primaria cada 24 horas, durante 8 y 16 días después de

la germinación.

Método de aclaración de las raíces

A los 8 y 16 días de crecimiento, las raíces fueron aclaradas a través del método

descrito por Malamy y Benfey, en 1997. Las plantas fueron tratadas con una solución

de metano] (20%) acidificado (0.24N HCl) a 62°C durante 40 minutos. Posteriormente,

las raíces se trataron con una solución básica compuesta por 0.7% de NaOH en 60% de

etanol a temperatura ambiente durante 20 minutos. Las muestras fueron rehidratadas

utilizando diferentes diluciones de etanol en agua: 40%, 20% Y 10% de 1 - 4 días en

cada solución. Se adicionó glicerol al 50% a las muestras y finalmente las raíces fueron

montadas en portaobjetos con glicerol al 50%. Las muestras aclaradas fueron

examinadas a través de microscopía de contraste diferencial de interferencias

(Nomarski).
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Longitud de las células maduras del córtex

Con la finalidad de determinar el grado de elongación máxima alcanzada por una

célula, se midieron 10 células del córtex en la región de diferenciación de cada raíz

primaria. Para asegurarse de que se realizó la medición en la zona de diferenciación, se

determinó la longitud celular a partir de la quinta célula localizada arriba del sitio en el

cual se observa al protoxilema diferenciado (Fig. 6a).

Distancia entre la parte distal del cuerpo de la raíz y el protoxilema

diferenciado

Se midió la distancia en milímetros, a partir del la frontera entre la cofia y el

cuerpo de la raíz hasta el punto donde se puede reconocer al protoxilema diferenciado.

Esta distancia puede sugerir cómo es el comportamiento del proceso de diferenciación

una vez que las células han salido del meristemo (Eg. 6b).

Tiempo de diferenciación del protoxilema

Para determinar el tiempo de diferenciación se calculó la proporción de la

distancia del primer pelo radical al sitio en el cual se observa el protoxilema

diferenciado, entre la tasa de crecimiento expresada en micrómetros por hora y

estimada durante las últimas 24 horas de crecimiento antes de fijar las plantas (el

principio de este método fue propuesto por Dubrovskyycolaboradores , en el 2000).
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Fig. 6. Esquema que explica cómo fueron colectados los
datos para medir (a ) la longitud de las células del córtex maduro
[c), las cuales se midieron a partir de la quinta célula, arriba del
sitio en el cual se observa el protoxilema diferenciado [px]. (b)
Distancia entre la parte distal del cuerpo de la raíz y el
protoxilema diferenciado.

Densidad de las raíces laterales y de los primordios

Durante este trabajo se propuso un nuevo método para determinar la densidad

de los primordios y de las raíces laterales a lo largo de la raíz primaria. Este método

considera la densidad de raíces laterales o primordios en la zona donde estos órganos

están presentes (los aspectos conceptuales de este método se encuentran en la sección

de discusión). Se realizó el análisis de las densidades de los primordios y de las raíces

laterales por regiones a lo largo de la raíz primaria. Se definieron 3 regiones:

Zona 1 (Z l): Es la región en la cual se encuentran las raíces laterales emergidas

de la raíz parental. Abarca desde la base de la raíz primaria hasta la primera raíz lateral,

próxima a la punta de la raíz primaria (Fig.7 [Z1].
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Zona 2 (Z2): Es la región en la cual los primordios inician su formación y se

desarrollan de forma acropétala, incluye desde el primer primordio cercano al ápice de

la raíz primaria hasta la primera raíz lateral (Fig.7 [Z2] .

Zona 3 (Z3): Esta región abarca la zona 1 y la zona 2. Por lo que se extiende

desde el primerprimordio (formado próximo al ápice de la raíz) hasta la base de la raíz

primaria (Fig.7 [Z3].

ZI

Z3

Fig. 7. Zonas de la raíz primaria: (Z1) zona de las raíces
laterales, (Z2) zona de la formación de los primordios, (Z3)
suma de las zonas 1 y 2, (RC) raíz primaria compl eta.

Se determinó la longitud de las zonas y el número de primordios por milímetro

en la Z1 y la Z2, para obtener la densidad de los primordios en ambas zonas. Con esta

finalidad, se dividió el número de órganos laterales por la longitud de la zona respectiva.

También se determinó la densidad de las raíces laterales o densidad de ramificación (el

número de raÍces laterales por milímetro en la Z1). Finalmente se determinó la densidad
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global de los primordios y de las raíces laterales por milímetro en la Z3 (Zl +Z2); así

como la densidad tradicional (la cantidad de raíces laterales dividida por la longitud de

la raíz primaria completa expresada en milímetros).

Análisis de la exp resión de la proteína verde fluorescente (GFP) en la

línea J0121 en raíz, talle, hoja e inflorescencia

Haseloíf realizó un análisis general del patrón de expresión de la proteína GFP

de la líneaJ0121. En este trabajo se profundizó en el estudio de la expresión de GFP al

observar muestras de plantas vivas a los 4, 8, 16, 20 Y30 días de crecimiento a través de

microscopía láser confocal. Las plantas de 4, 8 Y16 días crecieron in 'litro, mientras que

las plantas de 20 y 30 días crecieron en turface. La raíz primaria de cada planta se

colectó y se tiñó con yoduro de propidio (1-5 ~lg/mi). Para observar la raíz de las

plantas de 4 y 8 días se montaron las plantas completas, mientras que las raíces de 16,

20 Y30 días se conaron en diferentes fragmentos (de 5-10 mm) que fueron analizados a

través de microscopía láser confocal. Se analizaron 10 plantas de cada muestra.

Se examinaron muestras de hojas e hipocotilo de plantas de 8 y 30 días, así

como flores en post-antesis (después de la apenura Iloral) , embriones en etapa de

torpedo y frutos (silicuas) verdes. También se analizaron 10 plantas de cada muestra.

Para eliminar la captura de la autofluorescencia de los cloroplastos durante elanálisis de

la expresión de GFP, se utilizó un filtro de interferencia a 515 nm, Chroma BG39. Las

imágenes obtenidas fueron analizadas con los programas: Zeiss LSM Image Examiner.

Versión 3,2,0,115 (Carl Zeiss GMBH); Image J 1.32j (National Institutes of Health,

USA) y Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems Incorporated) .
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Determinación del número de ins erciones de T-DNA en la línea J0121

Para estimar el número de inserciones de T-DNA existentes en la línea J0121, se

realizó la prueba de hibridación de DNA genómico tipo Saabern bWt, así como el

análisis de la segregación de la resistencia a kanarnicina y de la expresión de la GFP en

la población F2.

Hibr idación de DNA genómico tipo Southern Blot

Se aisló el DNA total de plantas J0121 y 04 que crecieron durante varias

semanas utilizando el protocolo de Lukowitz y colabradores, 2000. El DNA fue

digerido con las enzimas de restricción BarrHI, EcoRJ YSst!' Los fragmentos de DNA

fueron separados a través de electroforesis, en un gel de agarosa al 1%, Y se

transfirieron a una membrana de nylon cargada positivamente (Hybond N +) con tilla

solución amortiguadora alcalina. Se utilizó como sonda específica un fragmento interno

BanHI - Sstl de 500 pb del extremo 5/ del T-DNA de J0121, correspondiente a una

parte del gen quimérico GAL41VP16 (Fig. 18). Se realizó la hibridación con la sonda

marcada con el isótopo 32p , utilizando la solución "Rapid hybrid" (Arnersham) en

condiciones de alta astringencia (incubación a 65 "C toda la noche). El filtro se lavó

con: 1) SSC2X, SDS 0.1%, b) SSC IX, SDS 0.1% y c) SSC O.1X, SDS 0.1% a 65° e

Análisis del patrón de segregación de resistencia a kanamicina de la línea

JOUl

Para analizar el número de inserciones de T-DNA de la línea J0121, se

determinó el patrón de segregación del gen nptlI que codifica para la enzima neomicina
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fosfo transferasa la cual proporciona la resistencia a kanamicina en la línea J0121. Se

realizó la retrocruza de plantas J0121 con plantas del ecotipo parental, C24. La

población híbrida Fl obte nida de la retrocruza se autopolinizó para conseguir la

población filial F2, la cual fue analizada respecto a su resistencia a kanamicina. Se

crecieron 200 plántulas de la generación F2 en medio de cultivo suplementado con 25

¡..tg/ ml de kanamicina. Las plám ulas se analizaron a los 11 días después de la

genninación. Los datos fueron analizados estadísticamente utilizando la prueba de Xl, p

< 0.05. También se crecieron plantas C24 (sensibles a kanamicina) y plantas J0121

(resistentes a kanamicina) como control.

Análisis de l patrón de exp resión de la proteína verde fluorescente GFP en

la población filial F2

A panir de las plantas analizadas en la prueba de resistencia a kanamicina, se

colectaron 70 de estas plantas, tamo sensibles como resistentes al antibiótico, y se

analizó el patrón de la expresión de la proteína GFP en hoja y en raíz. Las plantas se

examinaron a través de microscopía de epifluorescencia. Los datos fueron analizados

estadísticamente utilizando laprueba de X2,p <0.05.

RE SULTADOS

Análisis de la dinámica de crecim iento de la raíz primaria

Al estudiar el crecimiento de la raíz primaria, se determin ó que este órgano en

J0121 creció de forma similar al de su ecotipo parental (C24) hasta los 16 días después
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fosfotransferasa la cual proporciona la resistencia a kanamicina en la línea J0121. Se

realizó la retrocruza de plantas J0121 con plantas del ecotipo parental, C24. La

población híbrida Fl obtenida de la retroc ruza se autopolinizó para conseguir la

población filial F2, la cual fue analizada respecto a su resistencia a kanamicina. Se

crecieron 200 plántulas de la gener,teión F2 en medio de cultivo suplementado con 25

~tg/ mI de kanamicina. Las plámulas se analizaron a los 11 días después de la

germinación. Los datos fueron analizados estadísticamente utilizando la prueba de Xl, p

< 0.05. También se crecieron plantas C24 (sensibles a kanamicina) y plantas J0121

(resistentes a kanamicina) como control.

Análisis del pa tró n de exp resión de la proteína verde fluo rescente GFP en

la población filial F2

A partir de las plamas analizadas en la prueba de resistencia a kanamicina, se

colectaron 70 de estas plantas, tanto sensibles como resistentes al antibiótico, y se

analizó el patrón de la expresión de la proteína GFP en hoja y en raíz. Las plantas se

examinaron a través de microscopía de epifluorescencia. Los datos fueron analizados

estadísticamente utilizando laprueba de x2, p <0.05.

RE SULTADOS

Análisis de la dinámica de crecimiento de la raíz primaria

Al estudiar el crecimiento de la raíz primaria, se determinó que este órgano en

J0121 creció de forma similar al de su ecotipo parental (C24) hasta los 16 días después
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de la genninación (Figs. 8 y 9), en las líneasJ0121 y C24 la raíz primaria alcanzó 77 mm

y 75 mm, respectivamente (Fig. 9). En cambio, se observaron diferencias en el

crecimiento de la raíz primaria entre los ecotipos C24 y Col-o (el ecotipo mejor

caracterizado actualmente a nivel morfológico, fisiológico y molecular). A los 16 días el

tamaño de la raíz primaria de C24 fue 32% menor que el observado en Col-O (113

mm).
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Fig. 9. Cinética de crecimiento de la raíz primaria de las líneas J0121,
(n =34 raíces) , C24 (n =29) Y Col-O (n =26), durante 16 días de
crecimiento. Media ± SD.
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Fig. 8. Cinética de crecimiento de la raíz primaria de las líneas J0121
(n =57 raíces), C24 (n =61) YCol-O (n =71), durante 8 días de crecimiento.
Media ± SD.

Longitud de las células maduras del córtex

Con el objetivo de analizar de manera general el proceso de elongación en la raíz

primaria se midió la longitud máxima alcanzada por las células maduras del córtex.

Entre J0121 y 04 esta longitud fue similar a los 8 y 16 días (Fig. 10; Apéndice 1). En

ambas líneas se observó un incremento significativo del tamaño máximo de las células

del c órtex entre los 8 y 16 días, un 30% en J0121 y un 17% en C14 (Figs. 10; Apéndice

1). Estos resultados sugieren que, al menos de forma general, el proceso de elongación

celular de la raíz en la línea transgénica de J0121 no se encuentra afectado, inclusive
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presentó cambios similares a su ecotipo parental en la longitud de las células del c órtex

maduro entre los 8 y 16 días.
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Fig. 10. Longitud de las cél ulas corticales completam ente elongadas, de
las líneas J01 21 (n =190 Y 210 cé lulas a los 8 días y 16 días), C24 (n =
240 Y 160 cé lulas a los 8 y 16 días ) y Col-O (n = 190 Y 90 cé lulas a los 8
y 16 días ). Media ± SD .

Al comparar los ecotipos C24 y Col-O, se puede observar que el tamaño máximo

de las células corticales de Col-O fue un 30% mayor que el de C24 a los 8 días (Fig. 10;

Apéndice 1). En cambio, a los 16 días la longitud máxima de las células corticales de

Col-o fue similar que la de C24 (Fig. 10; Apéndice 1). Esto puede relacionarse con el

hecho de que el tamaño máximo de las células corticales de C24 incrementó a lo largo

del tiempo y el de Col-O no cambió (Fig. 10; Apéndice 1). Los resultados anteriores

indican que entre ambos ecotipos hay diferencias en el proceso de elongación.
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Distancia entre la parte distal del cuerpo de la ra íz y el protoxilema

diferenciado

Una de las causas que puede afectar la iniciación y el desarrollo de las raíces

laterales es el proceso de diferenciación celular, ya que las ra íces laterales se forman en

la zona de diferenciación de la raíz parental , a partir de las células del periciclo . La

naturaleza de las células del periciclo puede ser reflejada en la duración de la

diferenciación del protoxilema en la línea, sobre todo en ÍJs etapas tempranas del

desarrollo, debido a que tanto el pericic!o como el protoxilcma pertenecen al cilindro

central.
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Fig. 11. Distancia entre la parte distal del cuerpo de la raíz y el
protoxilema diferenciado a los 8 y 16 días de crecimiento de las líneas
J0121 (n = 13 Y 23 raíces a los 8 y 16 días) , C24 (n = 13 Y 19 raíces a
los8y 16días) y Col-O(n =16y 11 raíces a los 8y16 días) .
Media ± SO.
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Para estudiar de forma preliminar el pro ceso de diferenciación en la raíz

parental, se midió la distancia entre la parte distal del cuerpo de la raíz primaria y el

protoxilema diferenciado. Al comparar JOl21 y C24, se descubrió que la distancia a la

cual se encuentra el protoxilerru diferenciado, es similar tanto a los 8 como a los 16

días (Fig. 11 ). En ambas lineas hubo un incremento significativo de esta distancia entre

los 8 y 16 días, en J0121 fue del 29% yen C24 fue del 37% (Fig. 11; Apéndice 2). Esto

sugiere que el proceso de diferenciación del protoxilerna en J0121 es similar al de su

ecotipo parental.

En contraste, al compa rar 0 4 y Col-o se observó que la distancia entre el

cuerpo de la raíz y el protoxilema diferenciado en Col-O hubo una disminución del

34% entre los 8 y 16 días. mientras que en C24 hubo un incremento del 37% en este

periodo de tiempo (Fig. 11: Apéndice 2).

Tiempo de difere nciación del protoxilema

Para tener una idea mas detallada del proceso de diferenciación en la raíz, se

planteó analizar el tiempo de diferenciación del protoxilerna, el cual fue 24% mayor en

J0121 que en C24 a los 8 días, en contraste con los resultados obtenidos de la distancia

a la cual se encuentra el protoxilerna diferenciado (Figs. 11 y 12; Apéndices 2 y 3) . En

ambas líneas el tiempo de diferenciación fue similar a los 16 días (Fig. 12; Apéndice 3),

esto puede deberse a que el tiempo de diferenciación de J0121 disminuye yel de C24 se

mantiene a lo largo del tiempo (Fig. 12; Apéndice 3). Al comparar los ecotipos Col-O y
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C24 se observó que el tiempo de diferenciación de C24 es 15% mayorque el de Col-O

a los 8 días y similar al de Col-O a los 16 días de crecimiento (Fig. 12; Apéndice 3).

Los resultados de la medición de la distancia entre la parte distal del cuerpo de la

raíz y el protoxilerna diferenciado y de la determinación del tiempo de diferenciación

nos indican que la duración de la diferenciación del protoxilema posiblemente es un

parámetro más sensible para reflejar los aspectos dinámicos de la diferenciación. Sin

embargo se necesita realizar más estudios para determinar cual método es el más

adecuado parael análisis del proceso de diferenciación.
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Fig. 12. Tiempo de diferenciación del protoxilema a los 8 y 16 días de
crecimiento de las líneas J0 121 (n =17 Y23 raíces a los 8 y 16 días ), C24 (n =
16 Y22 raíces a los 8 y 16 días ) y Co l-O (n =13 Y 17 raíces a los 8 y 16 días).
Medi a ± SO.
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Densidad de las raíces laterales y de los primordios

En este trabajo se ha propuesto un nuevo método para determinar la densidad

de los primordios y las raíces laterales, el cual considera el análisis del desarrollo de

estos órganos y su densidad en la zona donde estos están presentes (los aspectos

conceptuales de este método se encuentran en la secciónde discusión).

Se determinó la densidad de los primordios en la Zona 1 (región en la cual se

encuentran ya formadas las raíces laterales) y en la Zona 2 (región en la cual los

primordios inician su formación y se desarrollan normalmente de forma acrop étala'),

así como la densidad de raíces laterales en la Zona 1.Se estableció la densidad global de

los órganos laterales en la Zona 3 (la cual abarca la zona 1 y la zona 2) . También se

definió la densidad a través del método tradicional, el número de raíces laterales por la

longitud de raíz primaria completa (Fig. 7).

La densidad tradicional siempre fue menor que la densidad global y la densidad

de ramificación, en las 3 líneas, a los 8 y 16 días (Fig. 13; Apéndice 4). Estos resultados

sugieren que la densidad tradicional es una medición que subestima la densidad real de

los órganos laterales.

La densidad tradicional incrementó a lo largo del tiempo en }0121 y C24, pero

permaneció constante en 0:>1-0. La densidad global de }0121 y Col-o no cambió entre

los 8 y 16 días de crecimiento; mientras que la densidad global de C24 disminuyó

1 Los primordios más jóvenes se encuentran próximos al ápice de la raíz parental; mientras que los

primordios más desarrollados se localizan alejados del ápice de la raíz parental.
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durante este lapso de tiempo. La densidad tradicional y la global fueron similares ent re

J0121 y C24, a los 8 y 16 días; mientras que entre C24 y Col-Ola densidad tradicional

fue similar a los 8 días pero no a los 16 días, en Col-O fue mayor que en C24. La

densidad global de C24 fue mayor que la de Col-O, a los 8 y 16 días (Fig. 13; Apéndice

4) .

En J0121, C24 y Col-O se observó una proporción considerable de primordios

intercalados entre las raíces laterales, en la 21 , a los 8 y 16 días de crecimiento (Fig. 13).

Considerando que los primordios se forman en la 22, este resultado nos indica que los

primordios intercalados entre las raíces, en la 2 1, estaban detenidos en alguna Clapa de

su desarrollo o su desarrollo era más lento. A los 8 días , la densidad de los primordios

en la 21 fue similar a la observada en la 2 2 en las 3 líneas y a la densidad de

ramificación en J0121 y Col-O (Fig. 13; apéndice 4) . En C24, la densidad de

ramificación fue menor que la densidad de primordios en la 22 (Fig. 13; Apéndice 4).

En J0121, C24 y Col-O entre los 8 y 16 días de crecimiento la densidad de los

primordios en la 21 disminuyó el 77%, el 75% y el 35% respectivamente (Fig. 13;

Apéndice 4) . En las tres líneas analizadas, a los 16 días, la densidad de primordios en la

21 fue menor que en la 22 y la densidad de ramificación (Fig. 13; Apéndice 4). Esta

disminución notable entre los 8 y 16 días indica que los primordios en la 2 1 emergieron

como raíces laterales, y por consiguiente, la densidad de raíces laterales incrementó. En

este tiempo, la densidad de ramificación fue similar a la densidad de primordios en la

22 en J0121 y C24, Y11% mayor en Col-O (Fig. 13; Apéndice 4).
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Se compararon los resultados obte nidos para cada línea a los 8 y 16 días

(Apéndice 4). La densidad de ramificación en J0121 y Col-O se mantuvo constante en

este periodo; en cambio, esta densidad incrementó el 29 % en Q4 (Fig. 13; Apéndice

4). La densidad de los primordios en la 2 2 en J0121 y 0 4 permaneció constante

durante este lapso de tiempo; mientras que en Col-O incrementó el 75% (Fig. 14;

Apéndice 4). El aumento de la densidad de primordios en la Z2 entre los 8 y 16 días en

Col-Osugiere que hubo un incremento en la formación de primordios.

Cabe resaltar que a pesar de las variaciones internas entre J0121 y Q4 (entre la

densidad de primordios en la 21 Y22 a los 8 días y la densidad de ramificación a lo

largo del tiempo) no hubieron diferencias significativas ent re J0121 y su ecotipo

parental (Q4), a los 8 y 16 días (Apéndice 4). En cambio, ent re los ecotipos Q-t y Col

Osi hubieron diferencias significativas en: la densidad de ramificación, a los 8 y 16 días,

yen la densidad de los primordios en la 21 yen la 22, a los 8 días (Apéndice 4).
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líneas J0121, C24 y Col-O, a los 8 y 16 días de crecimiento.
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Análisis del patrón de expresión de la proteína verde fluorescente GFP en

la línea JOU1 en raíz, tallo, hoja e inflorescencia

Se analizó detalladamente el patrón de expresión de la proteína GFP en la línea

J0121, en plantas de 4, 8, 16, 20 Y30 días. En todas las plantas se observó la expresión

de la proteína GFP en las células del periciclo junto a los polos del protoxilema (Fig.

14A), reportada previamente por el Dr. Haseloff. Además se observó que esta

expresión inicia a partir de la zona temprana de elongación rápida (Fig. 14B). También

las células del periciclo halladas en el sitio de unión de la raíz primaria con la raíz lateral

expresaron a la proteína GFP (Fig. 14D). En la zona meristemática de la raíz primaria

no se encontr ó expresión de GFP (Fig. 14Q. En la base de la raízse expresa la proteína

GFP en otras capas celulares adicionales al periciclo por ejemplo en la epidermis a

partir de los 8 días. En el hipocotilo, la expresión de la GFP se encuentra en el haz

vascular y en la epidermis (Fig. 14E).

La proteínaGFP fue encomrada en los primordios de las raíces laterales durante

las etapas I, Il YIII del desarrollo (Figs. 15A-q. Sin embargo,-la expresión de la GFP

en los primordios en etapas más avanzadas del desarrollo, de la IV a la VII (Fig 15D),Y

en las raíces laterales emergidas de la raíz parental se limita a algunas células de la base

del primordio (Figs. 15 E). Una vez que la raíz lateral forma la zona de diferenciación,

la expresión de GFP se presenta en este órgano lateral. Este patrón de expresión en las

raíces laterales se mantiene en todos los periodos del desarrollo de la raíz, hasta los 30

días.

En la hoja se observó la expresión de GFP en los haces vasculares, en la

epidermis adaxial (Figs. 16 A, B, D YE) yabaxial, pero no se observó expresión de
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GFP en las células guarda de los estomas (Fig. 16E). Las células del mesófilo en la parte

distal del haz vascular principal expresan a la proteína GFP, principalmente en las hojas

jóvenes (Figs. 16A y 16G). También se observó la expresión de la GFP en la epidermis

del pecíolo (Fig. 16H). Sin embargo, esta expresión disminuye conforme las hojas

maduran. Además, hubo una expresión relativamente fuerte en la zona correspondiente

al ápice del meristemo apical del brote (Figs. 16 He 1).

Al realizar el análisis de la flor (Fig 17A), se descubrió la expresión de la proteína

GFP en la epidermis y los haces vasculares del gineceo (Fig. 17E), estambres (Fig.

17F), pétalos (Fig. 17Q Ysépalos (Fig. 17A). También hay expresión de la GFP en el

sitio donde se asientan los verticilos de la flor o receptáculo (Fig. 17D) yen la cubierta

de la semilla (Fig. 17]. No se encontró la expresión de GFP en el polen (Fig. 17G), ni

en el embrión, al menos en la etapa de desarrollo denominada "de torpedo" (Fig. 17H).

En general, la caracterización de la expresión de la proteína GFP en la línea

J0121 indica que la expresión ocurre en todos los órganos y no cambia a lo largo del

crecimiento de la planta. Cabe destacar que la raíz presenta siempre la expresión de

GFP en las células del periciclo junto a los polos del protoxilema, las cuales son capaces

de formar raíces laterales; así como durante las primeras etapas del desarrollo de los

primordios de las raíces laterales. Estos resultados sugieren que J0121 puede ser de gran

utilidad para posteriores estudios de las células del periciclo relacionadas con el

desarrollo de los primordios de las raíces laterales. Las células del periciclo junto a los

polos del protoxilema son difíciles de visualizar in uu: por su tamaño menor en
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comparación con otras células del periciclo y su gran densidad citoplasmática, por lo

que la línea J0121 podría facilitar la observación de estas células.

4d 8d 16d 20d 30d
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Fig. 14. Anál isis del patrón de expresión de la proteína GFP en diferentes regiones de la raíz: (A)
Zona de diferenciación de la raíz, en plano protoxilemático, (B) zona de elongación, (C) zona
meristemática, (D) unión de la raíz primaria con una raíz lateral, (E) zona de transición entre la
raíz y el tallo , durante 4, 8, 16,20 Y30 días (d). El color rojo corresponde a la tinc ión realizada
con yoduro de propid io y el color verde corresponde a la prote ína GFP.
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Fig. 15. Primord ios de las raíces laterales en diferentes etapas del desarrollo: (A) Etapa 1, (B) etapa 11 , (C)
etapa 111 , (D) etapas IV - VII, (E) fase de emergencia de la raíz lateral, durante 4, 8, 16, 20 Y SO días (d). El
color rojo corresponde a la tinción realizada con yoduro de propidio y el color verde corresponde a la
prote ína GFP .
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Fig. 16 Análisis del patrón de expres ión de la proteína GFP en hoja y tallo. Parte adaxial de la hoja de
J0121 a los 8 días (A) ya los 30 días (B),Parte adaxial de la hoja de C24 a los 8 días (C). Células de la
epidermis adaxial de J0121 , a los 8 días (D) ya los 30 días (E). Células de la epiderm is adaxia l de C24,
a los 8 días (F). Células del mesófilo en la parte distal del haz vascular principal de la hoja a los 8 días
(G). Union del tallo con los pecíolos a los 8 días, J0121 (H), Vista superf icial del sitio en el cual se localiza
el meristemos apical del brote , de J0121 (1). Unión del tallo con los pecíolos a los 8 días, C24 (J). El color
rojo corresponde a la tinción realizada con yoduro de propidio y el color verde corresponde a la proteína
GFP.
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Fig. 17. Análisis del patrón de expresión de la proteína GFP en flor. (A) Vista completa de la flor de JÜ121 .
(B) Vista completa de la flor de C24. (C) Pétalo de JÜ121. (D) Receptáculo de la flor de JÜ121. (E) Parte
del gineceo: estigma polinizado , estilo yovario de JÜ121. (F) Antera de JÜ121 . (G) Antera y polen de
Jü121 (H) Embrión en etapa de torpedo de Jü121 (1). Embrión en etapa de torpedo de C24. (J) Cubierta
seminal de JÜ121 . (K) Cubierta seminal de C24. El color rojo indica yoduro de propidio y el color verde
corresponde a la proteína GFP.
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Hibridación del DNA genómico de tipo Soutbem blot

Para estimar el número de inserciones de T-DNA existentes en la línea}0121 se

realizó una hibridación de DNA genómico tipo Southem blot. En la hibridación, se

utilizó como sonda específica un fragmento interno BanHI - SstI de 600 pb, del

extremo 5' del T-DNA de }0121, correspondiente a una parte del gen quimérico

GAL41VP16 (Fig. 18).

55tl EcoRl

RB 355 GAL4/VP16 NPTIl UAS GFP LB

D-ll H Kl Hl
500 ph

ph

BamH BamH

1
Figura 18. Ésquema del T-DNA de la línea J0121 y de la sonda utilizada para la hibridación de
tipo Southern. La sonda comprende un fragmento interno de 500 pb que se encuentra entre los
sitios de corte de BamHI y Sst/, el cual corresponde a una parte del gen quimérico GAL4NP16.
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Se utilizaron dos controles positivos, el DNA de J0121 digerido con BarrH1 que

genera un fragmento interno conocido del T-DNA, capazde hibridar con lasonda (Fig.

19Q; además de una mezcla del DNA de (24 digerido con Sst1 y el plásmido donde se

clonó la sonda (Fig. 19a). Como controles negativos se utilizaron el DNA de C24

digerido con EroR1 (Fig. 19b) Ycon BarrHI (Fig. 19c). Para todos los controles se

obtuvo el patrón de hibridación esperado. En los controles negativos no se observó

ninguna hibridación, en los controles positivos hubo hibridación. En cuanto a los

patrones de hibridación de las digestiones de J0121 con SstI (Fig. 19d) YEroRI (Fig.

1ge) podemos observar en ambos casos dos bandas de hibridación, lo cual sugiere que

existen dos inserciones de T-DNA en la línea J0121.
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Figura 19. Análisis del número de inserciones de T-DNA en la línea J0121 a través del
método de hibridación de DNA de tipo Southern. DNA de C24 digerido con Sst1 yel
plásmido donde se clonó la sonda (a), DNA de C24 digerido con EcoRI (b), con BamH1
(c). DNA de J0121 digerido con Sst1 (d), con EcoRI (e), con BamHI (f).
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Análisis del patrón de segregación de la resistencia a kanamicina en la

línea J0121

Con la finalidad de conocer el número de inserciones de T-DNA existentes en

J0121, también se analizó el patrón de segregación de la resistencia a kanamicina que se

utilizó como marcador de selección para obtener las plantas transgénicas. Se utilizaron

200 plantas de la población filial F2, obtenida de la retrocruza de J0121 con su ecotipo

parental, C24. Se observó una segregación mendeliana de la resistencia a kanamicina de

3 : 1, plantas resistentes y plantas sensibles respectivamente (Tabla 1), la cual sugiere

que existe una sola inserción de T-DNA en J0121, o bien, podría haber varias

inserciones ligadas o que se encuentran en tándem.

Tabla 1. Análisis del patrón de segregación de la resistencia a kanamicina (25 Ilg I mi) en 200
plantas de la generación filial F2 de la retrocruza de J0121. Prueba de X2 p < 0.05.

Plantas F2 resistentes a Plantas F2 sensibles a
kanamicina kanamicina

Número de plantas 147 53

Proporción 3 1

Tabla 2. Anális is del patrón de expresión de GFP en la generación filial F2 de la retrocruza de
J0121. Prueba de l p < 0.05

Fenotipo Expres ión de GFP en raíz Número de plantas Proporción
y hoja

Plantas resistentes a Expresión alta 18 1
kanamicina

Expresión baja 40 2
Plantas sensibles a Sin expresión 21 1
kanamicina
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Análisis de la segregación de la expresión de GFP en la línea J0121

Para este estudio, se utilizaron 70 plantas analizadas previamente en la prueba de

resistencia a kanamicina. Se revisaron plantas resistentes y sensibles a kanamicina. Se

analizó la expresión de la proteína GFP y se observó que todas las plantas resistentes a

kanamicina presentaron una expresión estable de la GFP en raíz yen hoja, a los 11 días

de crecimiento. Una parte de estas plantas presentó una expresión relativamente alta de

la GFP en lahoja y en la raíz, Yotra parte mostró una expresión relativamente baja en

los órganos mencionados. Los resultados obtenidos para las plantas resistentes a

kanamicina con alta y baja expresión de la GFP sugieren la presencia de una proporción

de 1 : 2, respectivamente (Tabla 2). Esto sugiere que pueden identificarse las plantas

homocigóticas (con dos copias del T-DNA y una alta expresión de GFP) , y las plantas

hemicigóticas (con una sola copia de T-DNAyuna baja expresión de GFP).

DISCUSIÓN

El sistema radical es fundamental en el anclaje de la planta al suelo, la obtención

de agua y nutrientes (Esau, 1977), en la síntesis de hormonas, como auxinas (Ljung el al.,

2001; Kieber, 2002) y citocininas (Alani el al., 2005), Ypara la interacción entre la planta

el suelo y los microorganismos que habitan en él (Esau, 1977). La arquitectura del sistema

radical está determinada por la cantidad y localización de las raíces laterales, entre otros

factores.

Como se ha mencionado anteriormente, en la actualidad se sabe que el desarrollo

de las raíces laterales está influenciado por factores intrínsecos: principalmente auxinas
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de agua y nutrientes (Esau, 1977), en la síntesis de hormonas, como auxinas (Ljung el al.,

2001; Kieber, 2002) y citocininas (Aloni el al., 2005), Ypara la interacción entre la planta

el suelo y los microorganismos que habitan en él (Esau, 1977). La arquitectura del sistema

radical está determinada por la cantidad y localización de las raíces laterales, entre otros

factores.

Como se ha mencionado anteriormente, en la actualidad se sabe que el desarrollo

de las raíces laterales está influenciado por factores intrínsecos: principalmente auxinas
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(Wightrnan el al., 1980; Celenza el al., 1995; Marchant el al., 1999; Bhalerao el al., 2002;

Benkova el al, 2003; Leyser, 2002; Casimiro el al., 2003; Woodward y Bartel, 2005),

citocininas (Withman el al., 1980; Hinchee y Rost, 1986; Sirtk y van Staden, 2001),

brasinoesteroides (Müssig el al., 2003; Bao el al., 2004) y ácido abscícico (Brady el al.,

2003; De Smet el al., 2003) Ypor factores extrínsecos, primordialmente nitrato (Zhang y

Forde, 1998; Zhang el al., 1999; Zhang y Forde, 2000; Malamy y Ryan, 2001) Yfosfato

(Williamson el al., 2001; López-Bucio el al., 2003; Sánchez-Calderón el al., 2005). Sin

embargo, aún se desconoce cómo los factores extrínsecos convergen con los intrínsecos

para regular eldesarrollo de las raíces laterales. De hecho, se desconocen los mecanismos

reguladores básicos que controlan la determinación de las células fundadoras, durante el

desarrollo de las raíces laterales. Actualmente, sólo se conocen 3 genes involucrados en

la iniciación de las raíces laterales en A rabidopsis thaliana: A LF4 (Celenza el al. , 1995;

DiDonato el al, 2004), SLR/IAA 14 (Fukaki el al., 2002) YL/N1 (Malarnyy Ryan, 2001),

de los cuales se desconoce su función. En este contexto, elobjetivo de este proyecto fue

generar una nueva herramienta para el estudio del desarrollo de las raíces laterales

mediante el sistema erbanxr trap, el cual se ha utilizado para generar valiosos marcadores

celulares, entre ellos destacan los marcadores del desarrollo de la raíz (Berger el al., 1998;

Malarny y Benfey, 1997), del desarrollo embrionario (Mayer y jórgens, 1998), de la

megaesporogénesis yel desarrollo de los óvulos (Grossniklaus y Schneitz 1998). Gracias

a estos marcadores es posible dilucidar el desarrollo de órganos complejos que consisten

en una variedad de tipos celulares similares agrupados (Campisi el al., 1999).
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En este proyecto se caracterizó la línea enharrer trap J0121 de A rabidopsis thaliana.

Esta línea presenta la expresión de la proteína GFP en las células del periciclo que se

encuentran próximas a los polos del protoxilema, las cuales son las únicas células del

periciclo capaces de producir raíces laterales. Se determinó que la línea J0121 podía ser

utilizada como línea marcadora de las células del pericic1o, capaces de formar raíces

laterales y de los primordios en etapas tempranas de desarrollo.

El fenotipo de la raíz primaria en la línea enhancer trap J0121 es similar

al de su ecotipo parental C24

Al analizar las siguientes características: el crecimiento de la raíz primaria, el

tamaño máximo alcanzado por las células maduras del córtex, la densidad de

primordios y de raíces laterales, se demostr ó que la línea J0121 presenta un fenotipo

similarde la raíz al de su ecotipo parental (C24) .

Los resultados del análisis de la dinámica de crecimiento de la raíz primaria de la

líneaJ0121 ysu ecotipo parental (Figs. 8 y 9), as í como del proceso de elongación de las

células del c órtex (Fig. 10; Apéndice 1), indican que no hay alteraciones en el

crecimiento de la raíz primaria de J0121.

Debido a que el ecotipo C24 no está muy bien caracterizado a nivel celular, se

analizaron las posibles diferencias entre este ecotipo y Columbia-O (Col-O), que es el

ecotipo mejor caracterizado. Los resultados del análisis comparativo del crecimiento de

C24 y Col-O mostraron la existencia de diferencias significativas en la dinámica de

crecimiento de la raíz primaria,y por lo tanto, en el tamaño de este órgano entre los dos

ecotipos (Fig. 8 Y9). A los 16 días de crecimiento, la raíz primaria de C24 tuvo un
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tamaño 3.1 veces menor que la de Col-O. Esto podría deberse a una variación en el

proceso de elongación que se refleja en el tamaño final de las células maduras del córtex

que en <::24 fue 3.3 veces menor que el observado en Col-O, a los 8 días. Sin embargo, a

los 16 días la longitud de las células del córtex es similar en ambos ecotipos (Figs. 10;

Apéndice 1) y el crecimiento de la raíz primaria de <::24 sigue siendo menor. Por lo

tanto se deduce que el tamaño final de las células maduras del córtex no es la única

diferencia que influye en la discrepancia del crecimiento de la raíz primaria entre ambos

ecotipos. Posiblemente también hayan diferencias entre la actividad proliferativa de las

células meristernáticas de la raíz primaria de estos dos ecotipos o en el tamaño de la

zona meristemática, o en ambos.

El proceso de diferenciación celular de la raíz parental puede influir sobre la

iniciación yel desarrollo de las raíces laterales, ya que estos órganos laterales se forman

en la zona de diferenciación de la raíz parental, a partir de algunas células del pericic1o.

Con el propósito de analizar la diferenciación celular en la raíz parental se analizó el

proceso de diferenciación del protoxilema. Esto se debe a que la naturaleza de las

células del periciclo puede ser reflejada en la duración de la diferenciación del

protoxilema. Además, el proceso de diferenciación del protoxilema es muy conspicuo

debido a que las células del protoxilerna maduro presentan ornamentaciones visibles en

la pared celular.

Para analizar la diferenciación del protoxilema se determinó la distancia que

existe entre la parte distal del cuerpo de la raíz yel protoxilema diferenciado (Fig. 11);

así como el tiempo de diferenciación de las células del protoxilema después de su
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elongación (Fig. 12). La distancia a la cual se encuentra el protoxilema diferenciado de

}0121 es similar a la de C24, tanto a los 8 días como a los 16 días (Fig. 11). En cuanto

al tiempo de diferenciación se observó que fue 4.2 veces mayor en }0121 que en C24 a

los 8 días. Sin embargo, en ambas líneas el tiempo de diferenciación fue similar a los 16

días por una disminución en el tiempo de diferenciación de }0121 (Fig. 12, Apéndice 3).

Al comparar los ecotipos Col-O y C24 se observó que la distancia entre la parte

distal del cuerpo de la raíz y el protoxilema diferenciado es similar a los 8 y 16 días de

crecimiento. Sin embargo, el tiempo de diferenciación de C24 fue mayor que el de Col-

Oa los 8 días; mientras que a los 16 días fue similar (Figs. 12).

La discrepancia entre los resultados de la medición de la distancia entre la parte

distal del cuerpo de la raíz y el protoxilema diferenciado, y de la determinación del

tiempo de diferenciación nos sugieren que la duración de la diferenciación del

protoxilema podría ser un parámetro más sensible para reflejar los aspectos dinámicos

de la diferenciación; sin embargo, se requieren más estudios para poder definir cuál es

el método más adecuado para analizar el proceso de diferenciación.

El nuevo método para medir la densidad de primordios y raíces laterales

permite analizar con mayor detalle el desarrollo de estos órganos laterales

Cotidianamente, la densidad de las raíces laterales se determina estimando la

cantidad de estos órganos laterales a lo largo de la raíz primaria completa (Marchant el:

al., 2002; Bao el: al., 2004; López-Bucio el: al., 2005). Sin embargo, este tipo de medición

no es adecuada para el análisis detallado del desarrollo de las raíces laterales. Se debe

considerar que las raíces laterales se forman a partir de la zona de diferenciación de la
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raíz parental (Dubrovsky el al., 2000; Dubrovsky y Rost, 2003). De hecho, se ha

observado que en A rabidopsis la iniciación de los primordios se restringe a una zona de

la raíz, entre los 3 y 8 mm a partir de la punta de la raíz parental (Dubrovsky el al., 2000;

Dubrovsky y Rost, 2003). Recientemente, se confirmó que los primordios inician su

formación de manera acropétala, próximos al ápice de la raíz parental (Dubrovsky el al.,

2005). Por lo tanto los primordios y las raíces laterales presentan una distribución

diferencial a lo largo de la raíz parental.

Durante el presente trabajo, se ha denominado densidad tradicional al parámetro

que resulta de la división de la cantidad de raíces laterales entre la longitud de la raíz

primaria completa. La densidad tradicional puede ser aplicada solamente cuando la

proporción entre la región de la raíz parental cubierta por raíces laterales y la longitud

total de la raíz parental permanece constante, en todos los ecotipos y en todas las

edades, lo que rara vez ocurre (Dubrovsky el al., 2005). De hecho, se encontró que en

plantas del mismo ecotipo (Col-O de A rabidopsis thaliana) ya la misma edad (8 días), la

zona cubierta por raíces laterales (zona de ramificación) es variable. Esta zona abarca

del 24.3 al 55.8% de la longitud total de la raíz primaria (Apéndice 5).

Para analizar la densidad de las raíces laterales y los primordios en la línea }0121

se planteó un nuevo método que considera el desarrollo de las raíces laterales y la

distribución diferencial de los primordios y las raíces laterales a lo largo de la raíz

primaria. Con esta finalidad, se estimó la densidad de ramificación: la cantidad de raíces

laterales solamente en la zona de la raíz parental donde se encuentran, en la Zona 1 ó

Z1 (Fig. 7[Z1]. También se planteó el análisis de la densidad de primordios en la zona
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2 ó 2 2 (Fig. 7 [2 2], en la cual los primordios se desarrollan normalmente de forma

acropétala. Debido a que en el laboratorio del Dr. Joseph Dubrovsky se habían

observado primordios intercalados entre las raíces laterales, se planteó el análisis de la

densidad de primordios intercalados entre las raíces laterales, en la 21 . Además se

determinó la densidad global, que refleja la densidad de las raíces laterales y de los

primordios por la región de la raíz primaria o parental en la cual están presentes estos

órganos laterales, en la zona 3 ó 23 [2 1+2 2] (Fig. 7[23] en plantas de 8 y 16 días de

crecimiento. También se determinó la densidad tradicional que implica la cuantificación

del número de raíces laterales por la longitud de raíz primaria completa (Fig. 7).

Los resultados obtenidos con la metodología propuesta para determinar la

densidad de los primordios y de las raíces laterales, permite un análisis más detallado

del desarrollo de estos órganos laterales. Es importante destacar que la densidad

tradicional siempre fue menor que la densidad global y la densidad de ramificación, en

las 3 líneas, a los 8 y 16 días (Fig. 13; Apéndice 4). La densidad tradicional no refleja el

valor real de la densidad de las raíces laterales o los cambios durante el desarrollo,

debido a que incluye la porción de la raíz que no posee raíces laterales, y por

consiguiente, se genera una subestimación de la densidad de las raíces laterales. La

medición tradicional de la densidad de las raíces laterales siempre tenderá a incrementar

artificialmente con el tiempo de desarrollo debido a que la zona cubierta de raíces

laterales incrementa con el tiempo.

La densidad global permanece relativamente constante en J0121 y Col-O, pero

disminuye significativamente en C24, entre los 8 y 16 días de crecimiento (Fig. 13;
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Apéndice 4). Aparentemente, la densidad de ramificación y la global son específicas

para cada ecotipo. La densidad global fue la misma enJ0121 ysu ecotipo parental (24.

En cambio la densidad global de Col-O fue menor que la de (24, a los 8 y 16 días (Fig

Fig. 13;Apéndice 4).

La metodología propuesta también muestra que la estimación de la densidad de

los primordios en la 22 es adecuada para comparar cambios en la iniciación de los

primordios, considerando que el tipo de iniciación es acropétalo. Por ejemplo, el

incremento en la densidad de primordios en la 22 en Col-O sugieren que este ecotipo

presenta un aumento en la tasa de iniciación de los primordios (Fig. 13; Apéndice 4),

considerando que la longitud de las células del córtex maduras no cambia entre los 8 y

16 días (Fig. 13; Apéndice 4) .

Cabe mencionar que la longitud de las células corticales maduras puede

relacionarse con la densidad de las raíces laterales y los primordios. De hecho, en un

estudio en cactáceas bajo condiciones de estrés hídrico se demostró que la densidad

de los órganos laterales (los primordios y las raíces laterales) incrementaba

proporcionalmente a la disminución de la longitud de las células epidérmicas inducida

por estrés hídrico, y por consiguiente, se determinó que no había una aceleración en la

iniciación (Dubrvosky and Gómez-Lomelí, 2003). Este ejemplo ilustra la importancia

de estimar el tamaño de las células para determinar la densidad de los órganos laterales.

Los resultados anteriores en las 3 líneas, demuestran que el nuevo método

propuesto para medir la densidad de los primordios y las raíces laterales puede

proporcionar una caracterización más detallada del desarrollo de las raíces laterales, que
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incluye el análisis de la iniciación y la emergencia de estos órganos. Inclusive, este

método permitió descubrir la presencia de una densidad considerable de primordios

detenidos en su desarrollo o con un desarrollo lento, intercalados entre las raíces

laterales en la Z1 a los 8 días, los cuales posteriormente son capaces de proseguir con su

desarrollo y formar raíces laterales a los 16 días. Esto es un ejemplo de laplasticidad del

desarrollo del sistema radical. Es decir, la planta en su exploración del suelo

posiblemente tenga estos primordios que han detenido su desarrollo como reserva en el

caso de requerir cubrir una mayor área del suelo.

Es importante recalcar que los resultados obtenidos de las densidades de las

raíces laterales con el método tradicional y el propuesto , no muestran diferencias

significativas entre J0121 y su ecotipo parental (04), a los 8 y 16 días (Tabla 6). Estos

resultados, además de los obtenidos de los análisis del crecimiento de la raíz primaria y

eltamaño máximo alcanzado por las células maduras del c órtex, nos indican claramente

que no existe un fenotipo adicional al de la expresión de GFP en raíz en J0121. Por lo

que está línea puede ser útil como línea de marcaje de las células del periciclo capaces

de formar raíces laterales, así como las etapas de los primordios de las raíces laterales.

En general, las diferencias observadas entre Col-O y 04: el crecimiento de la

raíz primaria durante los primeros 16 días de crecimiento, la longitud de las células

corticales maduras a los 8 días, la densidad tradicional, la densidad de ramificación, la

tasa de iniciación de los primordios , la densidad global entre los 8 y 16 días, nos

indican que existen diferencias entre los ecotipos a lo largo de su ontogenia. La
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comparación celular entre C24 y Col-O contribuye al reconocimiento de las diferencias

halladas entre ambos ecotipos.

En la línea J0121, la p roteína GFP se expresa en las primeras etapas del

desarrollo de los primord ios y en las células del periciclo capaces de producir

raíces laterales

Haseloff reportó que la línea erbarar trap J0121 presentaba la expresión de la

proteína GFP en las células del periciclo junto a los polos del protoxilema. Además,

indicó que la GFP también se expresa en varios tipos celulares en el tallo, sin especificar

cuáles. También se desconocía si existía expresión de la proteína GFP en los

primordios yen las raíces laterales (hnp:/ /www.plamsci.cam.ac.uklHaselofflHome.htrnl) . Por esta

razón, en este trabajo se analizó la expresión de la proteína GFP en diferentes zonas y

tejidos de la raíz primaria, así como en la parte aérea a lo largo de la ontogenia de la

planta.

En este trabajo se determinó que la expresión de la proteína GFP no varía

conforme la planta prosigue con su desarrollo, al menos desde los 4 hasta los 30 días de

crecimiento después de la germinación. En la raíz, se observó la expresión de GFP en

las células del periciclo junto al protoxilema (Fig. 14A) , a partir de la zona temprana de

elongación rápida (Fig. 14B) hasta la base de la raíz (Fig. 14E). Después de los 8 días,

en la base de la raíz se expresa a la proteína GFP en otras capas celulares adicionales

al periciclo (por ejemplo, en la epidermis). Estos resultados contradicen a los datos de

Laplaze y colaboradores publicados recientemente (2005), cuando el trabajo

experimental de esta tesis se concluyó.
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Estos autores reportaron que la línea J0121 presenta la expresión de la proteína

GFP solamente en primordios de la etapa 1 descrita por Malamy y Benfey (1997). Sin

embargo, durante este proyecto se detectó también en los primordios que se

encontraban en las etapas II - III (Fig. 15B-q. En etapas más avanzadas del desarrollo,

IV-VII, la expresión de la proteína GFP se limita a algunas células de la base del

primordio (Fig. 15D). No se observó la expresión de la proteína GFP en el primordio

después de la etapa III del desarrollo (Fig. 15D), en concordancia con los datos de

Laplaze y colaboradores. Una vez que la raíz forma la zona de diferenciación, la

expresión de GFP se recupera en el periciclo maduro junto a los polos del protoxilema

de la raíz lateral (Fig. 14D). No se encontró expresión de GFP en la zona meristemática

de la raíz primaria (Fig. 14Q, lo que coincide con los resultados descritos por Laplaze y

colaborado res, 2005.

De manera general, si se considera la expresión de GFP en la raíz de J0121

descrita en este proyecto podría utilizarse como línea marcadora de las células del

periciclo capaces de formar raíces laterales en A rabidopsis, y así facilitar su localización y

seguimiento para estudios posteriores con estas células, hasta ahora difíciles de

visualizar debido a su localización en la raíz yal grosor relativamente menor respecto a

otras células de otros tejidos e inc1usive a otras células del pericic1o.
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La proteína verde fluorescente GFP se expresa en la parte aérea de la

planta en la línea JOUl

En el hipocotilo, la expresión de la GFP se encuentra en el haz vascular yen las

células de la epidermis (Fig. 14E). Pero, a diferencia de los datos de Laplaze y

colaboradores (2005), la expresión hallada en el hipocotilo es fuerte.

Laplaze y colaboradores (2005), reportaron que la línea J0121 no presenta

expresión de GFP en tallo, hojas, flores o silicuas, a diferencia de los resultados

obtenidos durante este proyecto (Figs. 16A-H; Fig. 17A-J). Sin embargo, Laplaze y

colaboradores reportaron un experimento de ablación genética del periciclo de la línea

J0121, en el cual se utilizó la fusión UAS::DTA (Diphteria Taxin ClJain) que codifica para

una parte de la toxina de difteria para eliminar a las células que expresan a GAL4, y por

ende, a aquellas que expresan GFP. Los resultados del experimento de ablación

muestran que la parte aérea está más afectada que la raíz por la toxina, lo que se

correlacionan con los resultados de expresión de GFP derivados de este proyecto.

Podría ser que los datos reportados por Laplaze y colaboradores acerca de la expresión

de GFP en J0121 no sean muy detallados, o bien, las diferencias entre la expresión de

GFP son resultado de algunos cambios epigenéticos estables en plantas diferentes en la

línea J0121 (hay reportes de la expresión variable en las líneas erbaner trap). De hecho

en nuestro laboratorio se registraron patrones variables de la expresión de GFP en la

raíz en diferentes plantas de esta línea obtenidas de las semillas enviadas por Haseloff,

pero en varias generaciones consecutivas en la progenie de una planta se observó la

expresión solamente en el periciclo de la raíz y este patrón se mantiene estable.
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No se encontró la expresión de GFP en el polen (Fig. 17G), ni en elembrión, al

menos en la etapa de desarrollo denominada "de torpedo" (Fig. 17H), en la cual ya se

encuentra formada la radícula embrionaria. Estos resultados nos permite concluir que

en J0121la expresión de GFP abarca la etapa post-embrionaria.

Análisis molecular de la línea J0121

La línea J0121 se presenta un patrón de expresión de GFP esta ble y se

comporta como una línea con 'una sola inserción de T-DNA

Para corroborar el número de inserciones de T-DNA en J0121, se realizó un

análisis de hibridación de DNA de tipo Saabem; en elcual se observaron dos bandas de

hibridación, que sugieren la presencia de dos inserciones de T-DNA (Fig. 19). Sin

embargo, la segregación monogénica de la resistencia a kanamicina indica la existencia

de una sola inserción.

La discrepancia entre los resultados obtenidos en los análisis de segregación de

la resistencia a kanamicina respecto a los resultados de la hibridación de DNA, pueden

explicarse de varias formas. En el caso de que existan dos inserciones en J0121 como

indica el patrón de hibridación en el Saabem; estas podrían estar ligadas y por lo tanto

se observa una segregación monogénica de la resistencia a kanamiciana. En cambio, si

solo existe una sola inserción, las dos bandas en elSaabem podrían deberse a que elT

DNA sufrió rearreglos.

Laplaze y colaboradores (2005), reportaron que la línea J0121 poseía una

inserción de T-DNA basados en los resultados de una hibridación úpo Southem. La

sonda uúlizada por elgrupo de Laplaze y colaboradores se encuentra en una región más
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interna del T-DNA mientras que la sonda utilizada en este proyecto se encuentra

próxima al borde derecho del T-DNA Por lo que tomando en cuenta todos los

resultados anteriores y que en la mayoría de los casos se ha observado que la inserción

de una copia sencilla de T-DNA está asociada a deleciones y duplicaciones de las

secuencias blanco o de las secuencias de T-DNA (Forsbatch el al., 2003), se puede

sugerir que la línea J0121 presenta una inserción de T-DNA completa y una inserción

parcial correspondiente al borde derecho del T-DNA

Otro resultado que puede apoyar la idea de que J0121 tiene una inserción de T-

DNA es la caracterización de un solo sitio de inserción del T-DNA en esta línea

determinada por el laboratorio del Dr. Dubrovsky, apoyada con los resultados

reportada por Laplaze y colaboradores, 2005 (Fig. 20). En ambos casos, a través de la

amplificación por TAIL-PCR (Liu el al., 1995), se evidenció que la inserción se

encuentra en una región intergénica del cromosoma 5, entre los nucleó tidos 10958 y

10959 de la clona BAC T20LI5, a 5 Kb del gen At5g01740 y 3.7 Kb del gen At5g01750

que codifican para proteínas con una función desconocida.

At5g01740.. At5gD175D ..
5417 5905

--C===}--------~~---1-f,l658 ~

Fig. 20. Sitio de inserción del T-DNA en JÜ121. Se muestra un fragmento del BAC
T2üLl5, correspond iente al cromosoma V de Arabidopsis lha liana.
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Los resultados de la relación entre la segregación de la resistencia a la kanamicina

y la expresión de GFP de la línea J0121 se correlacionan muy bien entre ellas. Todas las

plantas sensibles a kanamicina no presentan expresión de GFP y todas las plantas

resistentes si expresan GFP en la hoja y la raíz. También se observó que J0121 tiene

una expresión estable de GFP tanto en la progenie de la retrocruza como en varias

generaciones de la línea. Los resultados anteriores muestran que la línea J0121 puede

ser utilizada para diversos estudios genéticos con ayuda del fenotipo de la resistencia a

kanamicina y la expresión de GFP.

Tomando en cuenta de que la línea JOl21 se comporta como si solo tuviera una

sola inserción de T-DNA, la expresión de GFP es estable en varias generaciones y no

hay diferencia en el fenotipo de la raíz, a nivel celular, respecto a su ecotipo parental

(C24), se concluye que esta línea puede ser utilizada como marcador de los diferentes

tipos celulares, especialmente de las células del periciclo involucradas en la formación

de los primordios de las raíces laterales y de las etapas tempranas de desarrollo de los

primordios de las raíces laterales.
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CONCLUSIONES

• El fenotipo de la raíz primaria de la línea enhancer trap JOU1 no difiere

del fenotipo de su ecotipo parental C24.

• El desarrollo de las raíces laterales en la línea JOU1 es similar al de C24.

6 E l nuevo método planteado para el análisis de la densidad de las raíces

laterales y de los primordios puede ser utilizado para detallar el desarrollo

ele estos órganos laterales en diferentes líneas.

• La línea JOU1 presenta expresión de GFP en las células del periciclo

capaces de formar raíces laterales, en los prirnordios en etapas tempranas

de desarrollo, en la epidermis y haces vasculares de la parte aérea de la

planta, a lo largo de su ontogenia.

• La línea JOU1 puede ser utilizada como una línea marcadora de las etapas

tempranas de desarrollo de los primordios de las raíces laterales, así como

de las células del periciclo junto al protoxilema capaces de producir

células fundadoras.

• La línea JOU1 se comporta como una línea con una sola inserción, con un

patrón de expresión de GFP y la resistencia a kanamicina se mantienen

estables tanto en la progenie de la retrocruza como en varias

generaciones de la línea.
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APÉNDICE 1

a los 16 días

Jü121 vs. C24 0 22102

C24 vs . Col-O 1.78 X 10·0g
' (},50021

p

J012 1

C24 0.00932

C.0624·0Col-O_ _ _ _ _ --.JL. _
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APÉNDICE 2

Distancia entre la parte distal del cuerpo de la raíz y el protoxilema diferenciado.
Análisis estadístico de la co mparación entre las líneas a los 8 y 16 días. Los números en
negritas indican las diferencias significativas. Prueba de t de Student. p < 0.05.

a los 8 días a los 16 días

J0121 vs. C24 0.012625 C_::;534 ~

C24 vs. Col-O 1.71X10-u, 0.025346

Distancia entre la parte distal del cuerp o de la raíz y
el protoxilema diferenciado. Anális is estadístico de
la comparación de cada línea a los 8 y 16 días . Los
números en negritas indican las diferencias significativas .
Prueba de t de Student. p < 0.05.

p

J0121

C24

Col-O

0.00004

0.00024

78



- -- - - - - - - - - - - - ----- -

APÉNDICE 3

Tiempo de diferenciación del protoxilema. Análisis estadístico de la comparación entre
líneas a los 8 y 16 días. Los números en negritas indican las diferencias significativas .
Prueba de t de Student p < 0.05.

a los 8 días a los 16 días

J 0121 vs . C24 0.00751 0.42523

C24 vs. Col-O 1.01 E-O? OA0630

Tiempo de diferenciación del protoxilema. Análisis
estadistico de la comparacíón de cada línea a los 8 y
16 días. Los números en negritas indican las diferencias
sionificativas. Prueba de t de Student. 1J< 0.05.

Comparación de cada línea

a los 8 y 16 días

p

J0121

C24

Col-O

9.1OX1 0",,0

0 _25846

0.19277

ESTATESIS NO SA'Lh
os LA BIBl,lOTECA
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APÉNDICE 4

Análisis estadístico de la comparación de la densidad de ram ifi caci ón (RL Z1), de los primordios
en la zona 1 (PRL Z1) y de los primordios en la zon a 2 (PRL Z2), tradi cional y global , en cada línea
a los 8 y a los 16 días de crecim iento . Los números en negritas indican las diferencias significativas.
Prueba de t de Student. 0< 0.05.

Comparac ió n de los parámetros de cada línea

8 días "\ 16 días
I

I cOI-01 "
-

J0121 C24 J0121 C24 Col-O

RL Z1 - PRL Z1 O.I.!'1 '1 80~} ¡j 1,1,'5 0 °1 ( ¡ )(ln'~~:~' 2 1 1 X 1 0 "2 1 2.05X10·[ 5.76X10·'u,.J .' ; ! '.. ,l , .' • .'_.v V' '-. ' e , •

RL Z1- PRLZ2 O 1:3 778 0.029082 \ C:') T : ~ :' SS'347J. r: O.g3.:1663 3.02X10·u

0 . ~7; 3 6;PLR Z1 - PRL Z2 O 7703/; O ' ~" "'I s . 32X 1 0·O ~ 3.19X10·uO 1.29X10· '¿j J O ¡¡ Oí
I

Tradicional - Global 2.72 X10'SU
0.000000 \ 3.81 X10' l Uj 4.16X10·1U 6.19X10-u, 5.57X10·u~

Tradicional - RL Z1 9.18 X10·
,4

4.10 X10' j 5.90 X10::r~"3.88 X10" 0 4.89 X10' 3.94 X10,u1

i
t de Student para muestras no in dependientes P < 0.05.

Análisis estadístico de las densid ades de ram ificación (LR Z1), de los primordios en la zona 1
(LRP Z1) de los primord ios en la zona 2 (LRP Z2), trad icional y global , a los 8 y a los 16 dias de
crecimiento. Comparación de los pará metros entre las líneas . ANOVA de una vía . p < 0.05.

a los 8 dias I a los 16 dias
I

J0121 vs . C24 C24 VS . Col-O
!

J0121 vs. C24 C24 vs. Col-O

-
RLZ1 0.20934 0.01949

I
!J "70 ~ d3 1.11 X10" ~

PLRZ1 0.54042 1 X10'0 I 0.91U30 0.27482

PLRZ2 0.94911 0.00001 0.861'68 0.27083

Tradicional 0.58928 0.302795 0.61244 1.74 X10'

Global 0.160500 2.4 X10'" 0 33939 6.60 X10"u
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Análisis estadístico de las densidades de las raíces laterales (RL),
de los primordios en la zona 1 (PRL Z1) y de los primordios en la
zona 2 (PRL Z2), tradicional y global. Comparación de los
parámetros de la misma línea a los 8 días respecto a los 16 días
ANOVA de una vía. p < 0.05 . Prueba Post Hoc: LSO.

Líneas J0121 C24 Col-O

RL 0.08939 0.00147 0/9607

PLRZ1 6.8X10·':> 1.9 X10·' '< 0.00183

PLRZ2 0.40115 0.4402 9 8.00 X10·Ub

Tradicional 9.70 X10-00 2.05 X10·'u 0.21239

Global 096139 0.00369 0 .4373:
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APÉNDICE 5
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Histograma de la longitud relativa de la zona de la raíz primar ia cubierta por raíces
laterales en plantas de Col-O, de 8 días de crecim iento.
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