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 RESUMEN 

  La presencia de las plantas en la tierra es vital para la mayoría de los organismos 

vivos entre ellos el hombre. La raíz es esencial para la vida de la planta a pesar de ser un 

órgano heterótrofo ya que requiere de los productos de la fotosíntesis. Este órgano 

contribuye brindándole a la planta soporte y fijación al suelo, absorción y transporte de 

agua y minerales, síntesis de fitohormonas y almacenamiento (Rost, et al., 1998) lo que 

permite a la planta mantenerse en su nicho.  El crecimiento de la raíz es regulado y 

mantenido por la presencia y actividad del meristemo apical de la raíz (RAM: root apical 

meristem). Cuando una raíz tiene crecimiento determinado, lo cual ocurre en algunas 

especies constitutivamente ó en otras bajo ciertas condiciones, el RAM llega a ser 

agotado y sus células se diferencian por completo (Shishkova et. al., 2008). Es poco 

conocido acerca de como está regulado este crecimiento en la raíz  (Aeschbacher, et. al., 

1996) y es aqui donde surge la pregunta importante para comprender el mantenimiento 

del meristemo apical en la raíz en las plantas. 

   Utilizando mutagénesis química con etil-metano sulfonato, en nuestro 

laboratorio se aisló una mutante monogénica recesiva llamada tentativamente 

determinate growth (dg),por tener un periodo corto de crecimiento de la raíz primaria. El 

locus DG fue mapeado y localizado en el brazo superior del cromosoma 5, entre 23.7 y 

29 cM. En esta tesis de licenciatura se caracterizó fenotipicamente a la mutante dg para 

describir cómo esta afectado el desarrollo del sistema radical y se demostró que la 

mutante dg  tiene crecimiento determinado de la raíz primaria lo que representa la 

característica fenotipica más notoria. 

  A partir de nuestro estudio determinamos que la raíz primaria en dg es más corta 

que en las plantas de tipo silvestre no soló por el agotamiento del RAM, si no también 

por que las células del córtex completamente elongadas son un 50 % más pequeñas. En 
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etapas tempranas del desarrollo de la raíz (6 días posteriores ala germinación) el RAM 

esta presente en la raíz primaria de la mutante dg, sin embargo el tamaño del RAM es 

significativamente menor que en plantas de tipo silvestre. A los 12 días postgerminacón 

todas las plantas tiene el meristemo apical de la raíz primaria agotado. En nuestro trabajo 

análizamos sí el gen DG pudiera estar involucrado en la síntesis ó respuesta a 

fithormonas importantes en el desarrollo de la raíz. La respuesta de dg  a la auxina y 

citocinina, nos hace sugerir que dg responde de manera similar a las plantas de tipo 

silvestre y estas fitohormonas no rescatan el fenotipo de la raíz, por lo tanto el gen 

afectado en dg no debe encontrarse involucrado con la síntesis de estas hormonas.  

  Con algunos otros experimentos en nuestro trabajo logramos determinar que el 

número de primordios y órganos laterales en la raíz primaria de la mutante es 

significativamente menor que en las plantas de tipo silvestre. El resultado del análisis 

anterior fue contrario a la produccion de raíces adventicias, ya que estos órganos se 

desarrollan extranumeralmente en el hipocótilo de la mutante dg desde etapas muy 

tempranas. También encontramos que en la parte aérea el número de hojas producidas en 

la roseta de dg  no cambia, pero las plantas adultas exhiben una estatura y área de la 

roseta reducida al 50% en comparación a las plantas de tipo silvestre. Estos ultimos 

resultados nos hacen proponer que la elongación y producción celular podrían estar 

afectados también en la parte aérea, como lo encontramos en la raíz primaría. Por todo el 

estudio realizado dentro de este trabajo proponemos que el gen afectado en la mutante 

dg es requerido de manera importante para el desarrollo normal del sistema radical y la 

parte aérea de las plantas de Arabidopsis thaliana.  
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  I INTRODUCCIÓN 

 

  La biología y desarrollo de la raíz en general es un aspecto ampliamente 

estudiado por el hombre. Sin embargo, es poco lo que se conocce sobre los mecanismos 

moleculares que se encuentran regulando su desarrollo. El objetivo primordial de esta 

tesis de licenciatura es realizar una caracterización fenotípica de una mutante de 

Arabidopsis thaliana afectada en el desarrollo de la raíz. Esta caracterización fenotípica 

podría en un futuro permitirnos analizar los mecanismos moleculares involucrados en el 

desarrollo de la raíz. Mecanismos moleculares que hoy en día aun no podemos describir 

por completo. Para comprender mejor esta caracterización fenotípica de la mutante 

afectada en el desarrollo de la raíz, es importante comenzar revisando algunos conceptos 

importantes y relacionados con el desarrollo de la raìz. 

 

1. La raíz y su importancia. 

 

1.1 La raíz y su función 

  La raíz es un órgano de la planta considerado como heterótrofo ya que la 

mayoría de las veces la fotosíntesis se lleva a cabo en la parte aérea de la planta. Sin 

embargo, la raíz contribuye en brindar: 1) soporte y fijación al suelo 2) absorción  y 

transporte, de agua, nutrientes y fitohormonas. 3) Síntesis de algunas fitohormonas,  y  

4) almacenamiento, como el de almidón (Rost, et al. 1998) lo que permite a la planta 

mantenerse en su nicho. 
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1.2 El sistema radical 

  El  sistema radical se origina a partir de la radícula formada durante la 

embriogénesis. La radícula da origen a la raíz primaria en la etapa postembrionaria,  y 

todas las raíces que se forman a partir de la raíz primaria se denominan raíces laterales.  

  Usualmente la iniciación de las raíces laterales se da después de la germinación 

sin embargo, la iniciación de las raíces laterales puede originarse desde el desarrollo de 

la radícula en el embrión, como en Cucumis sativum  conocida como “pepino” 

(Dubrovsky y Rost, 2003). 

El inicio y desarrollo de las raíces laterales puede describirse en ocho etapas 

tomando la descripción que propusieron Malamy y Benfey en 1997 utilizando 

Arabidopsis thaliana como modelo experimental. Durante las ocho etapas un grupo de 

células llamadas “founder cells” que se localizan en la capa más externa del cilindro 

central (el periciclo) se dividen anticlinalmente (transversal al eje de la capa externa más 

cercana)  y periclininalmente (paralela al eje de la capa externa más cercana) formando 

así una nueva raíz lateral (Figura.1). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.Imagen modificada de Casimiro et. a.l., 2003. Etapas de desarrollo de las raíces 

laterales. E=endodermis, C=córtex y EP=epidermis. 

   División  

   periclinal 

  División         

  anticlinal 
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  El sistema radical se encuentra compuesto por la raíz primaria y por las raíces 

laterales (Figura. 2). Algunas plantas pueden desarrollar otras raíces que se denominan 

raíces adventicias. Las raíces adventicias son aquellas que llegan a desarrollarse en 

cualquier otro órgano, por ejemplo, en tallo u hojas (Dubrovsky  y Rost, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Arabidopsis thaliana como un modelo experimental 

 

2.1 Distribución geográfica de Arabidopsis thaliana. 

  Arabidopsis thaliana (L.) Heynh conocida como “arabidopsis” en español y 

como “mouse-ear cress” en ingles, es una especie angiosperma dicotiledónea, de la 

familia Brassicaceae. Esta especie se distribuye en Africa, Asia, Amèrica y Europa, 

principalmente en lugares templados (http://www.ars-grin.gov) (Fig. 3). Es un modelo 

muy utilizado para estudios en el desarrollo de la raíz, y desarrollo de las raíces laterales 

(Malamy y Benfey, 1997).  

 

  Raíz adventicia 

  Raíz lateral 

  Raíz primaria 

  Figura. 2  Esquema del sistema radical. 

  Raíz adventicia 

  Raíz lateral 

  Raíz primaria 

  Figura. 2  Esquema del sistema radical. 



8 

 

 

2.2 Características genotípicas. 

  Arabidopsis thaliana es una especie diploide que cuenta con un ciclo de vida de 

alrededor de seis semanas, lo que nos permite analizar en un periodo corto todas sus 

características biológicas. Su genoma se encuentra completamente secuenciado, consta 

de 130 megabases. Su ADN  se encuentra organizado en 5 cromosomas y  contiene muy 

poco ADN repetitivo.(ww.arabidopsis.org).  

 

 2.3 Características físicas. 

  A. thaliana presenta un tamaño reducido, lo que nos permite un manejo práctico 

y a gran escala en laboratorios ó lugares reducidos. El número de semillas que produce 

esta especie es numeroso, cuenta con una flor perfecta que puede autofertilizarse. 

Además se cuenta con una amplia colección de mutantes en todo el mundo dispuestas 

para la investigación. 

 

 

Fig.3  Distribuciòn de A. thaliana. (http://www.ars-grin.gov). 
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3. La raíz de Arabidopsis thaliana como modelo experimental 

3.1 Estructura de la raíz en un plano longitudinal. 

  

  La  raíz de A. thaliana es un  modelo práctico de estudio ya que sus capas 

celulares son pocas y fáciles de observar al microscopio. La raíz de A. thaliana se 

encuentra dividida en un plano longitudinal en tres zonas principales, la zona 

meristemática, zona de elongación y zona de diferenciación (Fig.4).  

 

  La zona meristemática, es donde todas las células tienen alta capacidad 

proliferativa y se encuentra en la parte apical de la raíz. La zona de elongación se 

encuentra arriba de la zona meristemática (en dirección basipetala), y en ella las células 

se expanden y alcanzan su tamaño final. La zona de diferenciación se encuentra después 

de la zona de elongación  y esta zona se caracteriza principalmente por tener células 

maduras (Dolan et. al., 1993). La zona meristemática junto con la zona de elongación es 

conocida también como región de crecimiento. La zona meristemática se encuentra 

cubierta por un tejido llamado cofia que le sirve como protección. 

 

 

    

 

 

 

  cofia 

 

 d) región de crecimiento 

 c) zona de                                                                  

diferenciación        

 b) zona de elongación 

 

a) zona meristemática 

 

 
  Fig.4  Zonas principales de la raíz de A thaliana. Imagen donada por el Dr. Dubrovsky.  
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Fig. 5. Esquema de un corte  transversal donde se muestran las distintas capas celulares, 

 NH correspondería a los atricoblastos y RH a los tricoblastos (células que componen la epidermis) 

(Modificacdo de Benfey y Scheres, 2000). 

3.2 Estructura de la raíz en un plano transversal. 

 

  En un corte transversal de la raíz primaria de  Arabidopsis thaliana, sus distintas 

capas celulares partiendo de fuera hacia dentro son: la epidermis en la cual hay dos tipos 

de células que se alternan: (a) Los tricoblastos, que son las células de las que provienen 

los pelos radicales y (b) Los atricoblastos que son las cèlulas que no llegan a formar 

pelos radicales. Después se encuentra el cortéx, un tejido distinguible en A. thaliana por 

tener un mayor tamaño celular con respecto a  los demás tejidos. Posteriormente se 

localiza la endodermis cubriendo al cilindro vascular el cual incluye al periciclo, tejido 

del que se originan las raíces laterales. Dentro del cilindro vascular podemos encontrar al 

xilema, al floema y al parénquima estelar también (Benfey y Scheres, 2000)(Fig. 5 a ). 

Este cilindro vascular en la raíz de  A. thaliana es diarco, es decir, tiene dos polos de 

floema y dos polos de xilema (Dolan et. al,. 1993). Realizando un corte a la altura de la 

zona meristemática, se podría observar la cofia lateral que envuelve a la raíz hasta el 

ápice, así como un grupo de células que conforman el centro quiescente (CQ) (Benfey y 

Scheres, 2000) (Fig. 5 b). 

 

 

  RH 

  NH 
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 3.3  Células iniciales estructurales y células iniciales funcionales. 

 

  El Centro quiescente (CQ) es un grupo de  células localizadas en la punta de la 

raíz que se caracterizan por presentar una baja tasa de división, hasta 10 veces menor 

que las células que lo rodean (Clowes, 1976). El CQ consiste de un grupo de células 

internas, conocido como Cèlulas Iniciales Estructurales (CIE), y un grupo de células que 

lo rodean que reciben el nombre de Cèlulas Iniciales Funcionales (CIF). Las CIF son  

células indiferenciadas que por medio de divisiones anticlinales (perpendiculares a la 

capa externa más cercana) y  periclinales (paralelas a la capa externa más cercana), dan 

origen a las distintas capas celulares en una raíz (Scheres, et al., 2002). En conjunto él 

CQ ó también llamado CIE y CIF son denominadas como un grupo de células madre o 

“Stem Cells” basandose en su definición en mamíferos ya que presentan 

totipotencialidad, se mantiene indifereciadas, pueden dar origen a distintos tejidos y 

pueden mantener su identidad de células madre (Potten  y Loeffler 1990) . 

  

3.4 Importancia de la zona meristemática. 

 

  El CQ presenta un papel esencial en el mantenimiento y función del meristemo 

apical de la raíz  (RAM: root apical meristem). El crecimiento de la raíz en la mayoría 

de las plantas se encuentra mantenido y regulado principalmente por la presencia y 

actividad del meristemo apical de la raíz (RAM). 
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 4.  Crecimiento determinado e indeterminado de la raíz. 

 

4.1 Crecimiento indeterminado de la raíz. 

 

  La diferencia fundamental entre órganos indeterminados y determinados es la 

presencia del meristemo apical y la ausencia de la actividad  meristemática 

respectivamente. Es conocido que la mayoría de las plantas mantienen la actividad del 

meristemo apical de la raíz primaria, si cuenta con las condiciones ambientales 

necesarias. Es decir, casi todas las raíces pueden crecer indefinidamente durante la vida 

de este órgano siempre y cuando no pierda la presencia y actividad meristemática. 

  Para que el meristemo apical de la raíz se encuentre activo es necesario un 

balance entre la generación de nuevas células meristemáticas y su paso a diferenciación 

(Shishkova, et. al, 2008). Sí un meristemo apical de la raíz esta presente y activo puede 

producir una raíz que crecera por periodos de tiempo variables e indefinidos (Sablowski 

et al., 2008).  

   

4.2 Crecimiento determinado de la raíz. 

  Una raíz con crecimiento determinado generalmente pierde la prescencia y/ó 

actividad del meristemo apical. En Angiospermas cuando un meristemo  apical de la raíz 

es agotado, un caso poco común en la raíz primaría, las células que se encuentran en el 

ápice se diferencian por completo y decimos que es una raíz que presenta un crecimiento 

determinado (Shishkova et. al., 2008). A simple vista podemos identificar una raíz con 

crecimiento determinado por la presencia de células diferenciadas (con pelos radicales) 
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en el apice. En la naturaleza podemos encontrar este tipo de crecimiento en raíces de 

algunas cactáceas (Dubrovsky, 1997). El crecimiento determinado de la raíz en estas 

especies pudo haberse desarrollado como una adaptación del desarrollo, debido a un 

déficit hídrico (como en el desierto), o bajo contenido mineral limitante en el suelo (ver 

revisión Shishkova et. al., 2008).  

 

4.3 Mecanismos moleculares que se encuentran regulando el crecimiento 

indeterminado de la raíz. 

 

  A pesar del amplio conocimiento sobre la biología de la raíz es poco lo que se 

conoce sobre los mecanismos moleculares que se encuentran regulando el 

mantenimiento del meristemo apical de la raíz. El presente trabajo esta dedicado al 

análisis fenotipico de una mutante de A. thaliana que presenta agotamiento del 

meristemo apical de la raíz. Esta mutante proponemos que podría funcionar como 

modelo para analizar el papel de un posible gen involucrado en el mantenimiento del 

meristemo apical de la raíz. 

  Entre los pocos genes que se conocen hoy en día involucrados en el 

mantenimiento del meristemo apical de la raíz se encuentran los siguientes.  HOBBIT 

(HBT) es el unico gen en la base de datos de Arabidopsis que codifica para genes APC/C 

(Perez-Perez et. al., 2008). Este ultimo es un complejo promotor de la anafase y tienen 

un papel importante en la progresión de la mitosis y el ciclo celular. El gen HBT ha sido 

relacionado con la identidad de la célula de la hipófisis. La célula de la hipófisis se 

encuentra presente desde la etapa de ocho células en el embrión de A. thaliana  y de ella 

descienden las células del CQ y células iniciales de la cofia  Por explicado anteriormente 
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el gen HBT principalmente se encuentra involucrado en la identidad del CQ (Willemsen 

et al., 1998; Perez-Perez et. al., 2008).  

  De la familia de proteínas GRAS se conocen los factores de transcripción: 

SHORT ROOT (SHR) (Helariutta et al., 2000; Nakajima, et al., 2001), y SCARECROW 

(SCR) (Di Laurenzio et al., 1996; Wysocka-Diller et al., 2000; Sabatini et al, 2003) que 

en conjunto están involucrados en distintos procesos entre ellos la especificación del CQ 

y mantenimiento del meristemo apical de la raíz. El gen ROOT MERISTEM LESS 

(RML) se encuentra codificando para la síntesis del primer metabolito (glutamincisteina 

sintetasa),involucrado en la vía de síntesis de  glutatión (Cheng et.al.,1995;Vernoux et 

al., 2000). El glutatión es encargado de  mantener un estado oxidativo que requiere el 

CQ para mantener una baja tasa de divisón celular (Jiang y Feldman et. al., 2005). 

Entonces RML es necesario para el mantenimietno de la actividad  proliferativa esencial 

en el meristemo apical de la raíz y por lo tanto para el crecimiento indeterminado de la 

raíz.   

  Se sabe también que la activación de genes PLETHORA (PLT1 y PLT2) que 

pertenecen a la familia de factores transcripcionales AP2 son requeridos para la 

especificación y mantenimiento del meristemo apical de la raíz (Aida et. al., 2004, 

Galinha et. al., 2007)). Los genes PLT son requeridos en la especificación del “stem 

cell” (el grupo de células madre en la raíz) desde la etapa embrionaria (Aida et. al., 

2004). La mutante plt1 presenta un crecimieno determinado de la raíz primaria. Mientras 

que la mutante plt2 no presenta un fenotipo claro en la raíz primaria. Sin embargo, la 

doble mutante plt1 plt2 presenta una longitud de la raíz primaria aun mas reducida que 

en la mutante sencilla plt1. Entonces sabemos que estos genes que son redundantes e 

indispensables para el crecimiento indeterminado de la raíz primaria y por lo tanto 

requeridos para el mantenimiento del RAM.  
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  Hoy en día sabemos que para la transcrpción y expresión de  los genes PLT son 

necesarias otras proteínas. Por ejemplo, para que los genes PLT se transcriban es 

esencial la expresión de los genes SHR y SCR ya que los niveles de transcrito de PLT en 

mutantes shr y scr disminuyen considerablemente (Aida et. al., 2004). También 

conocemos que los genes PLT son transcritos en respuesta a la acumulación de la 

fithormona auxina y que dependen de factores de transcripción de respuesta auxina 

(ARF: Auxin response factor). Esto fue demostrado con los niveles menores de 

expresion de ARF en las mutantes plt (Aida et. al., 2004). La auxina y otras 

fitohormonas tienen un papel muy importante en el mantenimiento del meristemo apical 

de la raíz. Por ejemplo la auxina es necesaria para la especificación del la posición del 

nicho de las CIE y las CIF (“stem cell”) que mantienen RAM aunque se trata de un 

mecanismo poco conocido.  

 

5. Principales fitohormonas involucradas en el crecimiento de la raíz. 

 

  Las hormonas de plantas algunos autores suelen llamarlas fitohormonas y son 

definidas como un grupo de sustancias orgánicas, que se forman de manera natural que 

pueden influenciar varios procesos fisiológicos en estos organismos. Las fitohormonas 

influyen principalmente en el crecimiento, la proliferación  y diferenciación celular,  por 

lo tanto estan involucradas en varios procesos del desarrollo vegetal (Davies, 2004). Las 

principales fitohormonas involucradas en el proceso del desarrollo de la raíz son las 

auxinas, las citocininas, los brasinoesteroides, el ácido abscísico así como el etileno.  
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   5.1 Auxinas. 

 

  La auxina que se presenta de manera natural en todas las plantas es el ácido 3-

indol acético (IAA: Indole-3-Acetic Acid ). Las auxinas son sintetizadas principalmente 

a partir del precursor triptófano (Davies, 2004), aunque también pueden llegar a ser 

sintetizada por un camino independiente de triptofano, como el de indol ó indol-3-

glicerolfosfato (Taiz y Zeiger, 1998), la síntesis ocurre en primordios de hojas u hojas 

jóvenes, ó en semillas en desarrollo, así como en tejidos jovenes en la raíz.  

 

  Esta fitohormona desempeña un papel importante en el desarrollo y crecimiento 

de la planta, ya que se encuentra involucrada en la división celular, en el crecimiento del 

tallo, en la diferenciación vascular, en la elongación celular, el crecimiento regulado por 

tropismos y otros procesos más. En la raíz uno de los aspectos en los que influyen las 

auxinas es regulando el desarrollo de la ramificación. Estó fue demostrado con la 

aplicación exógena de auxina en plantas wt, que como respuesta induce una mayor 

producción de raíces laterales (Withman et. al., 1980). 

 

  Las auxinas son también un factor importante que puede mediar la polaridad de 

tejidos y órganos en plantas. Las proteínas transportadoras de eflujo llamadas 

PINFORMED (PIN), y de influjo AUX/LAX estan involucradas en el transporte polar 

de auxina. Estas proteínas son clave en varios procesos de desarrollo mediados por 

auxina como: (a) crecimiento tropico, (b) en regeneración y diferenciación de tejidos, (c) 

e incluso en el mantenimiento del RAM, entre otros (Feraru y Friml, 2008). 
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  Las auxinas y su transporte polar tienen un papel central en la formación de las 

raíces laterales. Esto se demostró en la mutante solitary root (slr1), una mutante de 

ganancia de función que codifica para una proteina (AUX/IAA: Auxin/Indole-3-Acetic 

Acid),  IAA14,  la cual se une y constitutivamente reprime a ARF7 y ARF19 que son 

factores de respuesta auxina (ARF: Auxin response factors ). ARF7 y ARF19 son 

activadores transcripcionales requeridos para el desarrollo de las raíces laterales (Fukaki 

e.t al., 2005a, b).  

  El papel clave de las auxinas en la formación de las raíces laterales también lo 

demostraron Dubrovky y colaboradores en el 2008. Estos autores muestran que el 

incremento de los niveles de auxina en una sola célula del periciclo siempre induce la 

órganogenesis de una raíz lateral. El incremento de auxina en una célula de pericilo es 

suficiente para que está adquiera una identidad de “founder cell” (células de donde se 

originan los primordios de raíces laterales). El mecanismo basado en auxina como un 

disparador morfogénetico que promueve la adquisición de identidad de “founder cell” en 

ciertas células, como en la órganogenisis de raíces laterales en plantas, podría tratarse 

como evolucionariamente conservado en diferentes especies. Las auxinas presentan un 

papel antagónico en la formación de las raíces laterales con respecto a las citocininas. 

    

  

 5.2 Citocininas 

 

  Las citocininas son fitohormonas que estimulan la citocinesis principalmente, es 

decir, que promueven la división celular. Estas fitohormonas son derivadas del precursor 

adenina, y se caracterizan principalmente por  promover la división celular (en presencia 
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de auxinas). Estas hormonas en la planta influyen en otras funciones importantes como 

el desarrollo, la dominancia apical, la formación y actividad del meristemo apical del 

brote. 

 

   La citocina que se encuentra de manera más común en plantas es la zeatina 

(Davies, 2004). Algunos estudios realizados en plantas deficientes de citocinas nos 

demuestran que estas hormonas son un regulador negativo en el desarrollo de la raíz. 

Plantas con  deficiencia de citocinas, debido a la sobreexpresión de genes para una 

citocinina oxido/reductasa, que degrada a la citocinina, presentan una mayor producción 

de raíces laterales y adventicias, así como una elongación rápida de este órgano (Werner 

et. al., , 2003).   

  

  Es conocido que las citocinas pueden influenciar de manera importante la 

inhibición de las raíces laterales. Este hecho fue demostrado por medio de experimentos  

donde se extirparon órganos, por ejemplo tallos u hojas, y después se adicionaron 

citocinas a los cortes, dando como resultado la inhibición de la iniciación y formación de 

raíces laterales, mostrando así la sensibilidad a las citocinas (Withman et. al., 1980; 

Hinchee y Rost, 1986.).  

  

  Las citociininas actuan como un regulador negativo en el desarrollo de las raíces 

laterales y esto fue demostrado también por Laplaze y colaboradores en el 2007. Estos 

autores proponen que la disrupción de la iniciación de las raíces laterales se da en etapas 

tempranas del desarrollo. Estos autores proponen que este hecho es debido a que las 

células del periciclo adyacentes a los polos del protoxilema, de las cuales algunas 

obtienen identidad de “founder cell” son sensibles a citocininas. Mientras que en etapas 
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más avanzadas de la formación de los primordios de raíces laterales ya no son sensibles 

a las citocininas. Esta sensibilidad  a citocininas específica en las “founder cell” podría 

encontrarse relacionada con la perturbación de la expresion de los genes PIN 

(transportadores de eflujo de auxina). Impidiedo esta perturbación un gradiente de 

auxina necesario para promover los patrones de iniciación de las raíces laterales.  

 

  Por otro lado Ioio y colaboradores en el 2007 demostraron con mutantes de 

citocinina que esta hormona podría estar controlando además de la formación de las 

raíce laterales, el tiempo de diferenciación celular en la zona meristemática de la raíz. 

Estos autores proponen que la citocinina es importante en el crecimiento indeterminado 

de la raíz debido a que puede controlar el tamaño del RAM y así su mantenimineto. 
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II ANTECEDENTES.  

   

  Es poco lo que conocemos acerca de los mecanismos moleculares involucrados 

en el mantenimiento del RAM. Es por ello que podemos valernos de herramientas que 

nos permitan analizar cuáles son estos mecanismos moleculares en la mayoría de las 

plantas. Una herramienta muy utilizada es el estudio de mutantes, por ejemplo, por 

inserción de T-DNA ó mutagénesis química, entre otras, afectdas en el proceso de 

desarrollo de nuestro interes 

  Determinate growth (dg) es una mutante monogénica recesiva de Arabidopsis 

thaliana afectada en el desarrollo del sistema radical, que fue seleccionada a partir de un 

grupo de 17,457 plantas mutagenizadas con etil-metano-sulfonato (EMS). Este trabajo 

fue iniciado por los Dres. Dubrovsky,  Dong, Lira, Shishkova y Soukup, quienes 

comenzaron con la caracterización preliminar y algunos otros análisis en dg. Ellos 

mostraron que la mutante dg tiene entre sus características fenotipicas más 

sobresalientes un aparente crecimiento determinado de la raíz primaria y un menor 

número de raíces laterales en comparación con las plantas de tipo silvestre (Ler: 

Lansberg erecta). Observaron que durante la embriogénesis, el establecimiento del RAM 

en la radicula no se encuentra afectado. Mostraron también que dg llega a desarrollar 

raíces adventicias en el hipocótilo, que comunmente no se llegan a desarrollar en las 

plantas de tipo silvestre. 

    

  La mutante dg también llega a presentar otras características fenotípicas como: 

un crecimiento muy lento, una menor longitud de las células de epidermis, cortéx, 

endodermis y periciclo entre un 40% - 60% con respecto a las plantas de tipo silvestre. 
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Gracias a esta caracterización preliminar se sabe además, que la mutante dg presenta un 

color verde más oscuro en las hojas y un tamaño menor de la planta versus las plantas de 

tipo silvestre, así como, un tamaño de silicuas menor y una dominancia apical 

aparentemente disminuida.  

  

  El mapéo genético con el uso de microsatélites de tipo SSLP: simple sequence 

lenght polymorphism (Lukowitz y colaboradores, 2000) de la mutante dg nos permitió 

saber que el gen DG se encuentra localizado en el cromosoma 5, entre los marcadores 

ciw14 y nga249 a 29.3 y  23 cM según el mapa AGI de la Base de datos de 

www.arabidopsis.org. A partir de este trabajo preliminar en la mutante dg, decidimos 

plantearnos una hipótesis interesante  y estudiar así está mutante de una manera más 

detallada. 
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III HIPÓTESIS. 

  El gen afectado en la mutante “determinate growth” (dg) se encuentra 

involucrado de manera esencial en el desarrollo de la raíz de Arabidopsis thaliana.  

 

 

IV OBJETIVO. 

  Caracterizar fenotipicamente a la mutante “determinate growth” (dg) que se 

encuentra  afectada en el desarrollo de la raíz. 

 

 OBJETIVOS PARTICULARES: 

1. Determinar la tasa de crecimiento de la raíz primaria.  

2. Estimar la longitud de las células de córtex completamente elongadas.  

3. Caracterizar la dinámica de agotamiento del meristemo apical.  

4. Estimar el número de células de córtex en el meristemo apical de la raíz primaria.  

5. Contar el número total de las raíces laterales en la raíz primaria. 

6. Estimar el número de las raíces adventicias después de germinación. 

7. Analizar la respuesta de la raíz primaria a auxinas y citocininas. 

8. Analizar el fenotipo de la parte aérea de la mutante: 

 a. Evaluar el tiempo de germinación 

 b. Estimar el número de hojas. 

 c. Revisar el área de la roseta. 

 d. Determinar la altura de la planta.  
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V METODOLOGÍA. 

 

Esterilización de semillas de Arabidopsis thaliana. 

  Todas las semillas de Arabidopsis thaliana que requerian ser usadas en 

condiciones in vitro fueron colocadas en tubos eppendorf  para lavar en solución “super 

kill” (hipoclorito de sodio al 20%, tritón-X 0.075% en H2O) por 10 minutos Realizando 

posteriormente 5 lavados con agua estéril por 10 minutos cada uno. Estos 6 lavados se 

mantuvieron en agitación y después se estratificarón en agar al 0.1% a 4° C por 48 h. 

 

Condiciones de crecimiento de las plantas in vitro. 

  Las semillas de la mutante dg y de las plantas de tipo silvestre después de ser 

esterilizadas fueron sembradas en cajas petri cuadradas en medio de cultivo “Murashige 

and Skoog” (MS) 0.2 X al 1% de sacarosa y 0.8% de agar. Las cajas petri fueron 

mantenidas en posición vertical en una cámara de crecimiento a 22° C  con un 

fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad. 

 

Método de aclaración de raíces. 

  Para todas las muestras de raíces que requerían anlizarse en microscopio se 

utilizó el método de aclaración de raíces descrito por Malamy y Benfey en 1997.  Las 

raíces de entre 6 y 12 días fueron tratadas con una solución de metanol (20%) 

acidificado (0.24N HCl) a 62°C durante 40 minutos. Después las raíces fueron tratadas 

con una solución básica compuesta por 0.7% de NaOH en 60% de etanol a temperatura 

ambiente durante 20 min. Posteriormente fueron rehidratadas con diferentes diluciones 

de etanol en agua; 40%, 20% y 10% de 1 a 4 días para cada tratamiento. Después se 
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adicionó glicerol al 50 % a las muestras  y finalmente se montaron en portaobjetos con 

glicerol al 50%. Las muestras ya montadas fueron examinadas a través de microscopia 

de contraste diferencial de interferencias (Nomarski). 

 

 Dinámica de crecimiento de la raíz primaria. 

  Para conocerr si la mutante dg presentaba una diferencia significativa en el 

crecimiento de la raíz primaria se realizó un análisis de una dinámica de crecimiento. En 

la dinámica de crecimiento las muestras fueron fotografiadas con una cámara Nikon, a 

partir de ser sembrardas cada 24 h durante 8 días pos germinación (dpg). Las cajas petri 

donde fueron sembradas las semillas de dg y las semillas de tipo silvestre se 

mantuvieron todo el tiempo en posición vertical y con escala.  Posteriormente  las raíces 

fueron medidas con el programa “Image J” (http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html). La 

metodología anteior fue utilizada debido a que el tamaño de la raíz primaria de la 

mutante dg es reducido y no podía medirse directamente en la caja petri. En cambio con 

el programa pudo medirse la raíz primaria de la mutante hasta el octavo dpg. Después 

del día 8 de edad de la mutane dg, se perdió la secuencia visual de la raíz primaria con 

las fotografías y no pudo continuarse midiendo. Si en un futuro quisiera continuarse con 

una dínámica de crecimiento de la raíz primaria de la mutante dg, tomando en cuenta 

días posteriores al dia 8, podría añadirse una técnica de marcaje de la raíz primaria. Al 

final se realizó un análisis estadístico (t-student) para comparar los resultados de la 

dinamica de crecimiento de las raíces de dg y de las plantas de tipo silvestre con el 

progama “Sigma Plot” (http://www.aspiresoftwareintl.com /html/demos.html). Este mismo 

analisis estadistico se aplicó en todos los resultados de los experimentos siguientes 

realizados en la raíz primaria. 
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Longitud de células completamente elongadas de córtex. 

  Para saber si estaba afectada la elongación celular en la mutante dg se cuantifico 

la longitud de las céluas coticales. En raíces de 6 dpg se midieron 10 células de córtex en 

cada raíz en la zona de diferenciación temprana. Para corroborar que se trataba de la 

zona de diferenciación se contaron 5 células hacia la base de la raíz a partir de donde se 

observó el protoxilema diferenciado. 

 

 Estimación del agotamiento del meristemo apical de la raíz. 

  Para estimar el tiempo de agotamiento del RAM en la raíz primaria, se 

observaron raíces aclaradas de plantas mutantes y de tipo silvestre a los 8, 9 ,10 y 12 

días posteriores a la germinación (dpg). Las muestras a cada edad se aclararon y se 

analizaron por microscopia de contraste diferencial de interferencias, para determinar el 

porcentaje de las raíces primarias que presentaran agotamiento del RAM. El agotamiento 

RAM se determinó considerando como referencia que las células se encontraban 

diferenciadas por la presencia de pelos radicales. 

 

Número de primordios de raíces laterales y raíces laterales de primer orden. 

  Para notar si existía una diferencia cuantitativa, en la formación de raíces 

laterales de primer orden, se contaron estos primordios y raíces laterales de primer 

orden, en la raíz primaria de plantas mutantes y de tipo silvestre. Para este experimento 

se utilizarón raíces  de 6 dpg. Previamente las raíces fueron aclaradas para observar por 

Nomarski. Estos conteos de primordios y raíces laterales se realizaron a lo largo de toda 

la raíz primaria.  
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Estimación de raíces adventicias posgerminación. 

  Para determinar detalladamente en qué grado la mutante dg está produciendo 

extranumeralmente raíces adventicias, se contaron las raíces adventicias y primordios de 

raíces adventicias formados en el hipocótilo. Estos análisis se realizaron en los 

hipocotilos de la mutante dg y de tipo silvestre a  los 6 dpg. Las muestras fueron 

aclaradas y analizadas por microscopia Nomarski.  

 

 Condiciones de  crecimiento con fitohormonas. 

  

 Auxinas 

  En los análisis de las raíces crecidas en medio con auxina, primero se crecieron 

plantas durante 3 dpg en condiciones in vitro sin la fithormona en el medio. 

Posteriormente se transfirieron a un medio con la auxina sintética: ácido naftalninacético 

(ANA), durante oros 3 días. Para el análisis de la respuesta de la raíiz primaria a la 

aplicación exógena de esta hormona se utilizaron 5 concentraciones distintas. Las 

concentraciones utilizadas fueron: 10 
-11
 M, 10

-10
 M, 10

-6
 M, 10

-5 
M y 0 M de ANA. 

Posteriormente se realizó la aclaración de las raíces y se analizarón por microscopia de 

contraste diferencial de interferencias (Nomarski). Después se determinó el número de 

primordios de raíces laterales y raíces laterales, así como la longitud de la raíz primaria, 

para conocer la respuesta a esta fitohormona. 

 

 Citocininas 

  En los análisis de las raíces en un medio con citocinina primero se crecieron 

plantas durante 3 dpg en condiciones in vitro sin la hormona presente en el medio. 
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Después fueron  transferidas a medio con la citocinina sintética Bencil-aminopurina 

(BA), durante otros 3 días. Para los días en que crecieron las plantas con citocininas se 

utilizaron las concentraciones: 10
-7
 M, 10

-8
 M y 0 M de BA. Posteriormente fueron 

aclaradas y examinadas por  microscopia de Nomarski, para determinar el número de 

primordios y raíces laterales, y la longitud de la raíz primaria.  

 

 

 Análisis del fenotipo de la parte aérea de la mutante dg. 

  Para caracterizar el fenotipo aéreo que presenta la mutante dg,  y verificar si se 

encontraba afectada la parte aérea, realizamos algunas comparaciones entre las plantas 

mutantes con respecto a las plantas de tipo silvestre. Estos experimentos se realizaron 

con plantas a los 35 dpg después de ser crecidas directamente en suelo. Los resutados de 

todos los experimentos realizados en la parte aérea fueron comparados entre plantas dg 

contra plantas de tipo silvestre con un analisis estadístico (t-student) en el programa 

“Sigma plot” (http://www.aspiresoftwareintl.com/html/demos.html).  

 

Condiciones de crecimiento en suelo. 

  Para crecer plantas directamente en suelo se utilizaron semillas sin esterilizar y 

unicamente estratificadas a 4ºC en 0.1% agar agua durante 24 h. Posteriormente fueron 

sembradas al mismo tiempo en macetas con un tamaño estandarizado, en suelo Metro-

Mix 500 y con una temperatura de 22º C y fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad. 

Posteriormente se examinarón aspectos como, el tiempo de germinación en suelo, el 

número de hojas, el tamaño de la roseta y  altura de la planta. 
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 Evaluación del tiempo de germinación in Vitro. 

  Para evaluar el tiempo de germinación, se esterilizaron y se sembraron semillas 

en cajas petri con medio MS 0.2X al 1% de sacarosa. Se mantuvieron en posición 

vertical en condiciones de fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad a una temperatura de 

22°C. Se examinó la germinación a las 24 h y posteriormente cada 12 h. Marcando con 

un plumón indeleble por fuera de la caja petri un punto en  aquellas semillas germinadas 

y registrando los datos para cada periodo de espera. 

 

Evaluación del tiempo de germinación en suelo. 

  Para analizar si existía diferencia en el tiempo de germinación en suelo entre la 

mutante dg y el tipo silvestre, se realizó una dinámica de germinación en suelo. Se 

utilizaron  semillas sin esterilizar y crecidas bajo condiciones de crecimiento en suelo. 

Para este experimento se estimó la germinación cada 24 h bajo observación y 

registrando el número de semillas germinadas para cada periodo de espera. 

 

Estimación del número de hojas. 

  Para saber si se encontraba afectada la producción de hojas en la mutnate dg, se 

contó el número de hojas de la roseta de dg y de las plantas de tipo silvestre. Para este 

experimento se corto la roseta de las plantas, y después las hojas se acomodaron en pares 

sobre una superficie sólida  para fotodocumentar y cuantificar el número de hojas. 

 

Estimación del área de la roseta. 

  Para determinar exactamente como esta afectada el área de la roseta de la 

mutante dg se estimó su área. Se utilizaron plantas de tipo silvestre y mutantes crecidas 
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bajo condiciones en suelo para compararlas. En la roseta de las plantas se midió el 

diámetro más pequeño y el diámetro más ancho y se dividio entre 2. El área se calculó 

utilizando la formula de la elipse, tomando en cuenta que la roseta de estas plantas 

simula esta figura geométrica. 

El área de la superficie interior de una elipse es: 

 

Siendo: 

=3.1416 

a= el radio más pequeño 

b= el radio más ancho 

 

 

Estimación de la altura de la planta. 

  Para analizar como esta afectada la parte áerea de las plantas mutantes con 

respecto a las plantas de tipo silvestre, se estimó también la altura de ambas plantas. Para 

estimar la altura se midió desde la base de la roseta hasta la parte más alta de la plantas, 

esta medida se tomó con una regla y con escala en cm. Las plantas además fueron 

fotografiadas con una cámara Nikon para fotodocumentar estos resultados.  

 

 

 

 

a

b
a 

b 
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Fig.6. Dinámica de crecimiento de la raíz primaria de las plantas de tipo silvestre (wt) y dg 

durante 8 días de crecimiento (n=33, en 3 experimentos independientes). Media± EE 

(Error Estandar). P < 0.05. El asterisco indica diferencia significatica del día 1 en adelante 

con respecto a las plantas de tipo silvestre. 

VI RESULTADOS  

 

1. Tasa de crecimiento de la raíz primaria  

  Para estimar cual era la diferencia en el crecimiento de la raíz primaria de la 

mutante dg con respecto a las plantas de tipo silvestre se calculó la tasa de crecimiento 

de este órgano. La raíz primaria de la mutante dg alcanzó un tamaño de 15 mm en 

plantas de 8 dpg, mientras que la raíz de la planta de tipo silvestre alcanzó 80 mm a la  

misma edad (Fig.6). Con este análisis de crecimiento observamos que la raíz primaria en 

la mutante dg  alcanza una longitud aproximadamente de solo el 20% de la longitud que 

alcanza este órgano en la planta de tipo silvestre a los 8 dpg. La diferencia en el 

crecimiento de la raíz primaria entre la mutante dg y las plantas de tipo silvestre fue 

significativa desde el  día 1 en adelante. Este resultado nos demuestra que la longitud de 

la raíz primaria de la mutante dg se encuentra severmente afectada. 

 

wt 
dg 

 

 

* 
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2. Longitud de células de córtex completamente elongadas. 

 

  Con el objetivo de analizar si la diferencia en la longitud de la raíz primaria se 

debia a que el proceso de elongación celular se encontraba afectado en la mutante dg, 

medimos y analizamos la longitud de las células del córtex elongadas completamente. 

Para dg el tamaño de esta capa celular fue de 75 µm, un 50% menor que en la célula 

cortical de la raíz de tipo silvestre que midio en promedio 150 µm (Fig.7). En este 

experimento se obtuvo una diferencia significativa entre la longitud de las células del 

córtex de ambas plantas. Con este resultado podemos demostrar que la longitud de las 

células del córtex en la mutante dg se encuentra afectada.  
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Fig.7 Longitud de células de córtex completamente elongadas.  

(n=39 en 5 experimentos independientes, 10 células medidas para cada raíz). Media  ± EE. El *** indica  

P= < 0.001, wt = plantas de tipo silvestre. 

   *** 
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3. Número de células de córtex en el meristemo apical de la raíz 

primaria.  

 

  La estimación del número de células de cortéx en el meristemo apical de la raíz 

primaria se realizó para examinar si el meristemo apical de la raíz primaria se encontraba 

afectado en tamaño en la mutante dg.  El número de células de cortéx en el meristemo 

apical de la raíz primaria en plantas de dg a 6 dpg tuvieron 5 células en promedio. El 

meristemo apical de la raíz primaria de plantas de tipo silvestre tuvo 35 células en 

promedio en plantas de la misma edad (Fig.8). Los resultados anteriores fueron 

comparados y estadísticamente obtuvimos una diferencia significativa entre en el tamaño 

del RAM de dg y el RAM de las plantas de tipo silvestre. Este experimento nos permitó 

ver que el tamaño del meristemo apical de la raíz en la mutante es más pequeño versus la 

tipo silvestre y por lo tanto se encuentra afectada esta zona meristematica. 
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Fig.8. Número de células de cortéx en el meristemo de la raíz primaría en plantas wt (Ler) y dg 

de 6 días (n=31 en 4 experimentos independientes). Media ± EE. El *** indica P < 0.001, wt= 

plantas de tipo silvestre. 

*** 
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4. Dinámica de agotamiento del meristemo apical de la raíz primaria. 
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  Con la finalidad de corroborar si el meristemo apical de la raíz primaria es 

agotado en la mutante dg, y en un caso positivo estimar el momento en el que es 

agotado, se llevo a cabo un análisis de la dinámica de agotamiento de esta zona de la 

raíz. Esta dinámica de agotamiento del RAM se realizó en muestras de la raíz primaria 

de plantas de tipo silvestre y dg de 8, 9, 10 y 12 dpg. En raíces de dg de 8 y 9 dpg, 17 de 

34 (50%) de las plantas analizadas presentaron un  meristemo apical de la raíz primaria 

agotado. En dg a los 10 dpg 26 de 34 (70%) de las plantas observadas presentaron 

agotamiento del RAM. En muestras de dg a los 12 dpg  las 34 (100%) de las plantas 

analizadas presentaron agotamiento del meristemo apical de la raíz primaria (Fig. 9).  En 

las plantas de tipo silvestre no se presentó agotamiento del meristemo apical de la raíz 

primaria en ninguna de las edades analizadas (Fig. 9). Estos resultados nos indican que  

Fig.9. Agotamiento del meristemo apical de la raíz primaria (n=34 en 3 experimentos independientes) 

El *** indica P < 0.001 a partir del día 9 en adelante. wt = plantas de tipo silvestre. 

*** 
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la mutante dg  presenta agotamiento del merirtemo apical de la raíz primaria y que es al 

día 12  que todas las plantas agotan el meristemo apical. 

 

  

5. Número total de primordios de raíces laterales y raíces laterales en la 

raíz primaria. 

 

  Para poder examinar si el gen DG esta involucrado en el número total de raíces 

laterales y primordios de raíces laterales que desarrolla la mutante dg en la raíz primaria, 

se estimó el número total de ellos a lo largo de este órgano primario. En la raíz primaria 

de las  plantas de tipo silvestre de 6 dpg se presentaron en promedio 15 primordios de 

raíces laterales (PRL) y 10 raíces laterales (RL). En raíces de plantas de dg a 6 dpg se 

presentaron unicamente en promedio 3 PRL y 1 RL  (Fig. 10). El análisis estadístico al 

comparar el numero total de PRL + RL formados en la raíz primaria, entre dg y la planta 

de tipo silvestre nos mostró una diferencia significativa. Estos resultados nos demuestran 

que el gen DG podría encontrarse involucrado en la cantidad de RL y PRL que logra 

desarrollar la mutante dg, aunque este experimento no nos demuestra en que manera 

podría hacerlo.  
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Fig. 10. Número de PRL y RL en la raíz primaria de plantas detipo silvestre y dg a los 6 días 

(n=51en 3 experimentos independientes). Media ± EE. El *** indica P = <0.001, wt = plantas de 

tipo silvestre. 

 

 

6. Número de raíces adventicias. 

 

  Una característica fenotípica interesante en la mutante dg  es la formación 

extranumeraria de raíces adventicias desde etapas tempranas, en comparación con la 

planta de tipo silvestre que comunmente no llega a desarrollarlas. Para analizar 

cuantitativamente la diferencia anteior, se estimó el número de primordios de raíces 

adventicias (PRA) y las raíces adventicias (RA) en muestras de hipocótilo en plantas de 

6 dpg.  En muestras de hipocótilo de plantas de tipo silvestre no se encontraron PRA ni 

RA (Fig 12).. En muestras muestras de  hipocótilos de la mutante dg se encontraron en 

promedio 1.5 PRA  y 1RA, es decir ,un total en promedio 2   RA +PRA. (Fig 12). El 

 *** 
  *** 

  *** 
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análisis estadístico de estos resultados nos mostrarón una dferencia significativa entre dg 

y la planta de tipo silvestre. Esto nos indica que el gen DG debe encontrarse involucrado 

con la formación de las raíces adventicias en A. thaliana, aunque no podemos determinar 

de que manera con este experimento. 
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Fig.12. Número de PRA y RA en hipocótilos de plantas de tipo silvestre (wt) a 6 dpg  y  dg 

(n=47 en 3 experimentos independientes). Media ± EE. El *** indica P < 0.001. RA = raíces 

adventicias y PRA = primordios de raíces adventicias. 

            *** 
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7. Análisis de la respuesta de la raíz primaria a auxinas y citocininas. 

 

  Con el propósito de analizar si el gen afectado en la mutante dg se encontraba 

involucrado en la respuesta a auxinas ó citocininas, examinamos la respuesta de la 

mutante a la aplicación exógena de distintas concentraciones de estas hormonas: 100 , 10-

11, 10-10, 10-6  y 10-5  M de ácido naftalenacético (ANA)  y  100 , 10-9 , y 10-8  M de 

bencilaminopurina (BA). 

 

 Respuesta de la raíz primaria con aplicación exógena de auxina. 

    

  En bajas concentraciones , 100, 10-11 y 10-10 M de ANA, las plantas de 

tipo silvestre tuvieron en promedio 20, 22 y 26 RL + PRL respectivamente, y en altas 

concentraciones, 10-6 y 10-5 M presentaron en promedio 80 y 150 RL + PRL 

respectivamente (Fig. 13). Las plantas dg en 100, 10-11 y 10-10 M de ANA tuvieron 2, 4 y 

7 RL + PRL respectivamente, mientras que en 10-6 y en 10-5 M tuvieron en promedio 13 

y 25 RL + PRL respectivamente (Fig. 13).  

 En las plantas de tipo silvestre no hubo una diferencia significativa en la 

formación de RL + PRL en el medio con bajas concentraciones de ANA, resultado 

contrario a las altas concentraciones. La formación de RL + PRL en la mutante dg tuvo 

una respuesta similar en las mismas concentraciones de BA, en bajas concentraciones 

no hubo diferencia significativa en la formación de RL + PRL de maner acontraria a las 

altas concentraciones . 

   

  En otra parte del análisis de este mismo experimento podemos observar que las 

plantas de tipo silvestre en 100, 10-11 y 10-10 M de ANA la longitud de la raíz primaria 
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midió en promedio de 28, 31 y 28 mm respectivamente, mientras que en, 10-6 y 10-5 M, 

la longitud fue de 13 y 11 mm respectivamente (Fig 14 a).  

  La raíz primaria en la mutante dg en 100, 10-11 y 10-10 M de ANA tuvo una 

longitud de 4,  3.8  y 4 mm respectivamente, mientras que en 10-6 y 10-5 M  midio en 

promedio 3.4 y 3.3 mm respectivamente (Fig. 14a). En las plantas de tipo silvestre no 

hay una diferencia significativa en la longitud de la raíz primaria en bajas 

concentraciones de ANA, sin embargo en altas concentracione si se presenta una 

diferencia significativa. En la mutante dg no se presenta una diferencia significativa 

entre la longitud de la raíz primaria en las distintas concentraciones de ANA.  

  Analizamos  el crecimiento de la raíz primaria de la mutante dg en terminos 

relativos de porcentaje tomando como 100% la longitud en 100 ANA. Las plantas de tipo 

silvestre en concentraciones (bajas) de 100, 10-11 y 10-10 M de ANA el porcentaje de 

crecimiento alcanzado fue 100, 110 y 100% respectivamente. Estas mismas plantas en 

concentraciones (altas) de 10-6 y 10-5 M alcanzaron en promedio un  47 % y un 40% 

respectivamente en la longitud de la raíz primaria (Fig. 14 b). 

  Las plantas mutantes en concentraciones de 100, 10-11 y 10-10 M de ANA el 

porcentaje de crecimiento alcanzado fue de 100%,  97% y 100% respectivamente. En 

concentraciones de 10-6 y 10-5 M alcanzaron en promedio 85 % y 83% respectivamente 

(Fig. 14b).  

 El crecimiento de la raíz primaria de dg en medio con concentraciones bajas de ANA no 

presentaron una diferencia significativa enrtre ellas, igual que la planta de tipo silvestre. 

Sin embargo, entre las altas concentraciones si hubo una diferencia significativa en el 

crecimiento de la raíz primaria en ambas plantas., aunque no con los mismos porcentajes 

de crecimiento entre dg y la planta de tipo silvestre. Estos experimentos nos permitieron 
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Fig. 13. Número de RL + PRL en la raíz 

primaria en presencia de  bajas 

(100 M, 10-11 M, 10-10  M) y altas (10-6  M y 

10-5 M) concetraciones de ácido 

naftelenacético (ANA). Media ± EE (n=38 

en 3 experimentos independientes). El *** 

indica P < 0.001 con respecto a la 

concentración anterior, wt = planta de tipo 

demostrar que la mutante dg responde de manera similar a la planta de tipo silvestre a la 

presencia exógena de ANA, y que no rescata el fenotipo de la raíz primaria. 

 

(M) ANA

0 10_11 10_10 10_6 10_5

N
ú
m
er
o
 d
e
 R
L
+
P
R
L
 e
n
 la
 r
aí
z 
p
ri
m
ar
ia
 

c
o
n
 t
ra
ta
m
in
e
to
 d
e
 a
u
xi
n
as

0

20

40

60

80

100

120

140 wt

dg

 

 

 

(M)ANA

0 10_11 10_10 10_6 10_5

L
o
n
g
it
u
d
 d
e
 la
 r
aí
z 
p
ri
m
ar
ia
 (
m
m
) 

co
n
 t
ra
ta
m
ie
n
to
 d
e 
a
u
xi
n
a
s

0

5

10

15

20

25

30
wt

dg

(M) ANA

P
o
rc
e
n
ta
je
 (
%
) 
d
e
 c
re
c
im
ie
n
to
 

d
e
 la
 r
a
íz
 p
ri
m
a
ri
a

40

60

80

100

wt

dg

 

  

  

*** 

   ** 

*** 

            0              10-11           10– 10          10-6            10-5 

   0              10-11        10– 10        10-6           10-5
          0            10-11       10– 10        10-6          10-5 

          *** 

 *** 

Fig. 14. Análisis del crecimiento de la raíz primaria en presencia de  bajas (100 M, 10-11 M, 10-10  M) 

y altas (10-6  M y 10-5 M) concetraciones de ácido naftelenacético (ANA). Longitud en mm (a). 

Porcentaje relativo de crecimiento. Media ± EE (n=38 en 3 experimentos independientes). El ** 

indica P < 0.01,*** indica P < 0.001 con respecto a la concentración anterior, wt = planta de tipo. 

a b 

  *** 

  *** 
  *** 

  *** 
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  Tratamiento con citocininas. 

 

  En el medio con concentraciones de 100 y 10-9 M (bajas) de citocinina (BA) en la 

raíz primaria de las plantas de tipo silvestre se formaron en promedio 27 y 13 RL + PRL 

respectivamente. En una concentración más alta (10-8 M) de BA se formarón en 

promedio 7 RL + PRL (Fig. 15). Los resultados del número de RL y PRL formados en la 

raíz primaria en las 3 distintas concentraciones de BA fue significativamente diferente 

en las plantas de tipo silvestre.  

  La mutante dg en bajas concentraciones, 100 y 10-9 M, de BA presentó en 

promedio 4 y 2 RL + PRL respectivamente en la raíz primaria. En la concentración mas 

alta (10-8 M) de BA se formarón en la raíz primaria de dg en promedio 2 RL + PRL (Fig. 

15). La mutante dg también presento una diferencia significativa entre el número de RL 

y PRL formados en la raíz primaria, entre las concentraciones más bajas de BA. 

 Con estos resultados podemos demostrar que al utilizar citocininas en el medio se 

inhibio la formación de RL y PRL en la raíz primaria de la mutnate dg y las plantas de 

tipo silvestre.  

  Para análizar en este mismo experimento sí se podia rescatar la longitud de la 

raíz primaria de la mutante dg, estimamos la longitud de este órgano después de haber 

crecido en medio con BA.. La raíz primaria de las plantas de tipo silvestre en las 

concentraciones de BA, 100 y 10-9 y 10-8 M, midieron aproximadamente 26, 24 y 18 mm  

respectivamente (Fig. 16 a).  La raíz primaria en la mutante dg después de haber crecido 

en 100 y 10-9 y 10-8 M de BA alcanzó una longitud de  4, 3.6 y 3.4 respectivamente (Fig. 

16 a). Estos resultados anteriores nos demuestran que la longitud de la raíz primaria en 

dg disminuyó más conforme aumento la contración de BA de manera similar que la raíz 

de las plantas de tipo silvestre.  
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  También analizamos el procentaje de crecimiento de la raíz primaria, tomando 

como 100% la longitud de la raíz crecida en medio sin BA. Observamos que las plantas 

de tipo silvestre crecidas en las concentraciones 100 y 10-9 y 10-8 M de BA alcanzaron 

una longitud aproximadamente de un 100, 90 y 70% respectivamente (Fig 15 b). La 

longitud alcanzada  en la raíz primaria de la mutante dg con las concentraciones 100 y 

10-9 y 10-8 M de BA fue en promedio de 100, 89 y 85 % respectivamente (Fig. 15 b).  

  Con estos análisis anteriores logramos demostrar que la respuesta de la raíz 

primaria de la mutante dg ante la aplicación exógena de BA, es similar a la respuesta de 

la raíz de las plantas tipo silvestre y que no se logra rescatar el fenotipo de este órgano 

primario de la mutante con la aplicación de BA. 
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      a     

Fig.15 Número total de RL + PRL en la raíz primaria despues de la aplicación 

exógena de la citocinina Bencilaminopurina (BA). Media ± EE (n=33 en 3 

experimentos independientes). El *** indica P < 0.001, wt = plantas de tipo 

silvestre. 
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 9. Caracterizaón fenotípica de la parte aérea de la mutante. 

   

 a. Tiempo de germinación. 

 

 

  Para determinar si la parte área de la mutante dg se encontraba afectada y 

descartar que la diferencia del fenotipo fuera por un retraso en el tiempo de germinación, 

se realizó un análisis de la dinámica de germinación in vitro y la germinación 

directamente en suelo. En la dinámica de germinación in vitro no obtuvimos diferencias 

                     0                       10-9                   10-8 

Fig.16. Análisis de la raíz primaria despues de la aplicación exógena de la citocinina 

Bencilaminopurina (BA).Longitud en mm (a). Porcentaje relativo de crecimiento (b). Media ± 

EE (n=33 en 3 experimentos independientes). El *** indica P < 0.001, wt = plantas de tipo 

silvestre. 

                   0                       10-9                   10-8 

      ***  
      ***  

      ***  
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significativas en el tiempo de germinación.  A las 24 h el 70% (setenta) de las semillas 

de las plantas de tipo silvestre germinaron., mientras que al mismo tiempo el 50% 

(cincuenta) de las semillas de dg germinaron (Fig. 17). A las 36 h el 100%  (cien) de las 

semillas de las plantas de tipo silvestre germinaron, mientras que el 90% (noventa) de 

las semillas de dg germinaron (Fig. 17). La comparación estadistica entre los tiempos de 

germinación entre dg y las plantas de tipo silvestre no presentaron una diferencia 

significativa. Con este experimento podemos  determinar que el tiempo de germinación 

in vitro no se encuentra afectado en la mutante dg.    
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  Al no obtener diferencia significativa en el tiempo de germinación  in vitro  

revisamos el tiempo de germinación en suelo para poder verificar que esa igualdad en el 

tiempo de germinación se conservara. El tiempo de germinación en suelo no tuvo  una 

Fig.17. Porcentaje de semillas germinadas in vitro durante 24 y 36 h (n=300 en 3 

experimentos independientes).  Media  ± EE. P > 0.05, wt =  plantas de tipo silvestre. 
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diferencia significativa en semillas sembradas directamente en suelo. A los 8 días 

después de sembrar las semillas el 100% (20) de las plantulas de tipo silvestre y el 99% 

(19) de las plantulas mutantes fueron visibles (Fig. 18). Con este análisis de germinaicón 

en suelo e in vitro pudimos descartar que hubiera un reatraso en el tiempo de 

germinación. 
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 b. Estimación del número de hojas. 

  

  El número de hojas en la roseta de la mutante dg y en las plantas de tipo silvestre 

a los 35 días posteriores a la germinación no fue significativamente diferente. Tanto la 

mutante como la planta de tipo silvestre tuvieron en promedio 12 hojas en la roseta de 

Fig.18 Porcentaje de germinación en suelo de semillas de tipo silvestre (wt) y dg. (n=60 

en 3 experimentos independientes). Media ±EE. El valor de fue P >0.05. 
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las plantas analizadas a la misma edad (Fig. 19). Por lo que con este resultado podemos 

demostrar que el gen DG no se encuentra afectando la producción de hojas en la planta 

mutante.  
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Fig.19. Número total de hojas en la roseta de las plantas de tipo silvestre (wt) y dg. (n=30 en 3 

experimentos independientes). Media ±EE. P > 0.05. 

 

 

 

 e. Análisis del área de la roseta. 
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Fig 20. Área de la roseta de plantas de tipo silvetre (wt) y dg (n=40 en 3 experimentos 

independientes). Media ± EE. El * indica P < 0.05. 

     * 
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 Para analizar si se encontraba afectado el fenotipo aéreo de la mutante dg, se analizó 

también  el áera de la roseta de plantas de 35 días posteriores a la germinación. El área 

de la roseta de la mutante dg  en promedio fue de 1500 mm2  , mientras que el área de la 

roseta de la planta de tipo silvestre tuvo en promedio 4800 mm2 (Fig.20). El área de la 

roseta de la mutante dg abarca solo una tercera parte del área de la roseta de la planta de 

tipo silvestre, lo que nos demuestra que el gen DG se encuentra afectando el área de la 

roseta mutante, aunque no podemos determinar con este experimento de que manera lo 

hace. 

 

 d. Estimación de la altura de la planta. 
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  Para determinar si en el fenotipo aéreo de la mutante dg se encontraba afectada  

la altura, se midió la altura de las plantas de tipo silvestre y mutantes. En plantas de tipo 

silvestre de 35 días posteriores a la germinación, la altura máxima alcanzada de la planta 

Fig.21 Altura de las plantas de tipo silvestre (wt) y dg (n= 41 en 3 experimentos independientes). 

Media ± EE. El *** indica P < 0.001. 

 *** 



47 

 

 

fue de 16 cm aproximadamente, mientras que plantas  dg de la misma edad alcanzarón 

una altura máxima de 9 cm (Fig. 21). Con estos resultados anterios que presentaron una 

diferencia significativa en el análisis estadítico, se confirmó que la altura de la planta dg 

presenta una alteración ya que no alcanza la altura de las plantas de tipo silvestre. 

 

 

VII DISCUSIÓN  

   

  La raíz es un órgano esencial para la planta ya que le brinda fijación al suelo, 

absorción y transporte de nutrientes, entre otras funciones, para que pueda llevar a cabo 

la fotosíntesis en la parte áerea (Rost et. al., 1998). Hoy en día se conoce bien la biología 

del sistema radical pero aun no se sabe por completo sobre los mecanismos moleculares 

y/ó celulares que regulan su desarrollo. El crecimiento indeterminado (más común en 

Angiospermas) y crecimiento determinado en la raíz primaria representan patrones del 

desarrollo de la raíz de los cuales todavia no son conocidos los mecanismos moleculares 

que los regulan molecularmente (Aeschbacher et. al., 1996; Helariutta et al., 2000; 

Nakajima, et al., 2001 Di Laurenzio et al., 1996; Wysocka-Diller et al., 2000; Sabatini et 

al, 2003, Shishkova et. al., 2008). 

  En este trabajo de licenciatura se caracterizó fenotípicamente una mutante de 

Arabidopsisi thaliana (dg) afectada en el desarrollo del sistema radical. Entre las 

características fenotipicas de dg versus las plantas de tipo silvestre en el desarrollo del 

sistema radical se encuentran:  

(a) el crecimiento determinado de la raíz primaria; 

(b) el desarrollo de pocas raices laterales y 
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(c) el desarrollo de raices adventicias de manera supernumeraria. 

   La mutación que se encuentra en el gen DG afecta el sistema radical y tambièn 

parece afectar la parte áerea. Podríamos pensar que la anomalia de la parte áerea de las 

plantas mutantes de dg se encuentra relacionada con la alteración del sistema radical, 

que es más drástica, aunque necesitamos de un análisis más a fondo para determinarlo. 

Para examinar en que parte del sistema radical se encontraba afectada la mutante dg 

analizamos el desarrollo de la raíz en esta mutante. 

  

 Fenotipo de la raíz primaria de la mutante dg 

 

  Como primera pregunta nos planteamos determinar de qué manera se encuentra 

afectada la raíz primaria de la mutante dg . Para respondernos a es esta cuestión 

realizamos los siguientes experimentos: 1) el análisis de la dinámica de crecimiento de la 

raíz primaria, 2) el análisis de la longitud de las células del córtex completamente 

elongadas, 3) también el análisis del número de células del córtex en el meristemo apical 

de la raíz y 4) el análisis de la dinámica de agotamineto del meristemo apical de la raíz 

primaria. 

 

  El análisis de la dinámica de crecimiento nos permitió determinar la tasa de 

crecimiento de la raíz primaria. En este análisis encontramos que el crecimiento de la 

raíz primaria de la mutante dg se encuentra afectado, debido a que la raíz primaria de la 

mutante crece el 20% de lo que alcanza a medir una raíz de tipo silvestre a la misma 

edad de 8 días. Esta diferencia en el crecimiento de la raíz primaria de la mutante dg 

podría ser causada por una anomalía en la elongación celular y/ó la actividad del 



49 

 

 

meristemo apical de la raíz primaria, como ocurre en algunas otras mutantes. Por 

ejemplo, las mutantes shr y scr presentan una raíz primaria más pequeña que la de las 

plantas de tipo silvestre, por que tienen crecimiento determinado, causado por la 

deficiencia del mantenimiento del RAM (Helariutta et al., 2000; Nakajima, et al., 2001 

Di Laurenzio et al., 1996; Wysocka-Diller et al., 2000; Sabatini et al, 2003). 

   La división y la elongación celular son problemas esenciales en el crecimiento 

de las plantas (Sinnott, 1960). Para determinar si la mutante dg presentaba problemas en 

el procesos de elongación celular y/ó en el mantenimeinto del meristemo apical la raíz 

primaria como en las mutantes shr y scr, estudiamos ambos procesos.  

  En el análisis de la elongación celular del córtex de la raíz primaria de la mutante 

dg, encontramos que es significativamente menor a las plantas de tipo silvestre (Fig. 7). 

La diferencia longitudinal celular cortical que encontramos en dg podemos extrapolarla 

en general a las demás capas de la raíz primaria de la mutante, ya que sabemos que en 

las células de las plantas el crecimiento es simplástico, es decir, crecen de manera 

coordinada con las células vecinas de otros tejidos u otras filas celulares del mismo 

tejido (Sinnott, 1960).   

  Si  la raíz no cuenta con la cantidad de nutrientes necesarios para su desarrollo 

puede verse afectada en el crecimiento. Sanchez-Claderón y colaboradores en el 2005 

demostraron que al poner raíces en contacto con un medio con bajas cantidades de 

fósforo, se provoca anomalias en el desarrollo del sistema radical, como por ejemplo, la 

disminución de la elongación celular. Nuestrtos experimentos con la mutante dg 

pudieran hacernos pensar que hubo un problema de nutrientes en el medio donde creció 

la mutante, afectando de esta manera la elongación celular. Sin embargo, a pesar de 

crecer a la mutante dg en un medio con cantidades óptimas de nutrientes, esta no 
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presentó nunca un crecimiento normal de la raíz primaria. Por lo arriba mencionado 

podemos descartar que se trate de un problema causado por la falta de nutrientes.  

  Una idea más que podría explicar la diferencia en la longitud de las células del 

córtex entre la mutante y las plantas de tipo sillvestre, es que el gen DG se encuentre 

involucrado de una manera directa con el proceso de elongación celular en general. Para 

revisar la hipótesis anterior sería interesante también analizar el tamaño celular en la 

parte aérea de la mutante entre otros aspectos. La longitud celular del córtex en la raíz 

primaria de la mutante dg es del 50% con respecto a las plantas de tipo silvestre (Fig. 7). 

Esta diferencia en la longitud de las células del córtex entre ambas plantas no nos 

demostró por qué la longitud de la raíz primaria es un 80% menor en las raíces de las 

plantas mutantes con respecto a las plantas de tipo silvestre. Por lo anterior, decidímos 

analizar el tamaño del RAM de la raíz primaria de la mutante dg para saber si este se 

encontraba afectado también.  

  Con el análisis del número de células de cortéx en el RAM de la raíz primaria 

encontramos que el tamaño del RAM en dg se encuentra afectado (Fig.8). El resultado 

anterior lo encontramos aun considerando que el parámetro del número de células en el 

RAM es relativo por los criterios para determinar la frontera proximal del RAM. En el 

meristemo apical de la raíz, la mayoría de las células se distinguen por una longitud 

corta. Sin embargo, el limite proximal del RAM puede confundirse con la zona de 

transición (del RAM a la zona de elongación). En el limite proximal aun pueden existir 

células que se encuentren en división (con una mayor longitud), y estas células en 

divisón pueden confundirse con las células de la zona de transición a la de elongación, 

que están más largas que en el RAM. El hecho anterior podría hacer no exacta la medida 

del número de células de cortéx en el RAM, sin embargo, se considera normal un error 

de 4 células en una raíz de plantas de tipo silvestre considerando que el observador 
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puede cambiar (Dubrovsky, comunicación personal). Aun considerando que hubiera un 

error en la medición del RAM en nuestro análisis, esa diferencia entre el tamaño del 

RAM de la raíz primaria de las plantas mutantes y las plantas de tipo silvestre fue 

significativa (Fig. 8).  

  En algunos estudios se ha visto que cuando una raíz de tipo silvestre comienza 

agotar su RAM cuenta con pocas células en la zona meristemática (ver experimentos en 

Sanchez-Calderon, et. al., 2005). Al haber pocas células en el RAM de la raíz primaria 

de dg (Fig. 8), en etapas tempranas nos sugirió un inició del agotamiento del RAM en la 

mutante dg, lo que podría explicar la diferencia en la tasa de crecimiento con respecto a 

las plantas de tipo silvestre. Por lo anterior analizamos una dínámica de agotamiento del 

meristemo apical de la raiz primaria de la mutante dg. Con este análisis logramos 

encontrar que la raíz primaria de la mutante dg tiene agotamiento del RAM de la raíz 

primaria a los 12 (Fig. 9). El análisis anterior  nos permite sugerir que el gen DG esta 

involucrado en el mantenimeinto del RAM de la raíz primaria. Existen algunas otras 

mutantes parecidas a dg que se encuentran alteradas en el mantenimiento y/ó actividad 

del meristemo apical de la raíz primaria. Por ejemplo, las mutantes scarecrow, short 

root, plethora1, plethora2, root meristemless, hobbit, gnom, entre otras (Di Laurenzio et 

al., 1996; Wysocka-Diller et al., 2000; Sabatini et al, 2003. Helariutta et al., 2000; 

Nakajima, et al., 2001. Aida et. al., 2004; Galindha et. al., 2007. Willemsen et al., 1998. 

Cheng et.al.,1995. Mayer et. al., 1993; Aeschbacher, et. al., 1994) presentan alteración 

en el mantenimiento y actividad del RAM. Los genes afectados en las mutantes 

anteriores se localizan en el cromosoma: 1 (scr); 4 (shr);1 (plt1); 2 (plt2),;4 (rml); 2 

(hbt) y 1(gnm) respectivamente. La mutación en dg se localiza en el cromosoma 5, esto 

nos sugiere que el fenotipo de dg puede ser el resultado de la mutación de un gen cuyo 
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papel aun no ha sido analizado y que se encuentra involucrado en el mantenimiento  del 

RAM de la raíz primaria.   

  El agotamiento del RAM de la raíz primaria esta presente de manera natural en 

algunas cactaceas, como por ejemplo, Ferocactus peninsulae y Stenocereus gummosus y 

se da en tan solo 2 ó 3 días después de la germinación (Dubrovsky, 1997). En nuestro 

estudio encontramos que las plantas mutantes de dg agotan el RAM de la raíz primaria a 

los 12 días y que el RAM de la raíz primaria a los 6 es corto (Fig. 8), pero continua 

presente, por lo que podemos proponer que el proceso de agotamiento del RAM en dg es 

relativamente lento, comparandolo con otras especies que presentan agotamiento del 

RAM en la raíz primaria. 

  En general los experimentos realizados en la raíz primaria de la mutante nos 

demuestran que el gen DG tiene un papel importante en la elongación celular  y en el 

mantenimiento del RAM.  Unas de las hormonas que pueden influir en el mantenimiento 

del RAM es la auxina o la citocinina. La auxina influye durante la embriogenesis, sobre 

la posición del nicho que ocuparan las “stem cells” (Sabatini et al. 1999; Friml et. al., 

2003). Sin las “stem cells”,  presentes en el ápice de la raíz, no puede formarse y 

mantenerse el RAM.  Con el propósito de revisar si el gen afectado en la mutante dg se 

encontraba involucrado con la respuesta a fitohormonas tales como, auxinas ó 

citocininas, examinamos también la respuesta de la raíz primaria de la mutante dg a la 

aplicación exógena de ambas hormonas.  
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Respuesta de la raíz primaria de la mutante dg a auxinas y citocininas. 

 

  Las auxinas son fitohormonas importantes en el desarrollo de la raíz. Estudios 

fisiologicos demuestran una estrecha relación entre la formación de la raíz y las auxinas. 

Elementos de respuesta a auxina presentan una máxima respuesta en la raíz de manera 

natural. La doble mutante plethora1 plethora2 con crecimiento determinado de la raíz 

primaria (como ocurre en dg) presenta una menor expresión de elementos de respuesta a 

auxina en la raíz. Los genes PLT que codifican para factores de transcripción  con 

dominios conservados de la familia AP2, se transcriben de una manera coordinada con 

gradientes de auxina a lo largo de la raíz. (Aida et. al., 2004, Galinha et. al., 2007).  

  Algunas mutantes afectadas en el transporte de auxina muestran una 

relocalización de la máxima respuesta a auxinas asociada a un cambio en el patrón de 

formación del desarrollo de la radícula durante la embriogénesis (Weijers et. al., 2005). 

Otro papel importante en la formación del sistema radical que puede regular la auxina es 

la fromación de raíces laterales (Dubrovsky et. al., 2008). 

  Nosotros esperábamos que sí la mutante dg se encontraba afectada con la vía de 

respuesta a auxina, no formaría raíces laterales de manera contraria a las plantas de tipo 

silvestre en la presencia exógena de esta hormona. Otro aspecto que quisimos analizar en 

la mutante dg era saber si estaba afectada  de alguna forma en la síntesis de auxina, y de 

ser así con la aplicación exógena de auxina poder revertir el crecimiento determinado de 

la raíz primaria. 

   La respuesta de la mutante dg a la auxina; ácido naftalenacético (ANA), fue un 

aumento en la formación de raíces laterales (RL) y primordios de raíces laterales (PRL) 

conforme incrementó la concentración exógena de ANA igual que las plantas de tipo 

silvestre (Fig.13). Con este análisis demostramos que la respuesta de la mutante dg a la 
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presencia de auxina ANA en el medio es normal, es decir,  responde de manera similar 

que las plantas de tipo silvestre.  

 

  Con el análisis de la longitud de la raíz primaria de la mutante dg determinamos 

que el fenotipo no se recuperó con la aplcación exógena de auxina (Fig. 14a). La 

longitud de la raíz primaria de la mutante dg disminuyó conforme aumentó la 

concentración de ANA, igual que la raíz primaria de las plantas de tipo silvestre 

(Fig.14b). Este análisis anterior nos sugiere que en presencia de ANA la mutante dg no 

es capaz de recuperar el fenotipo de las plantas de tipo silvestre y por lo tanto el gen DG 

aparentemente no esta involucrado con la vía de síntesis de esta fitohormona. Aunque 

para respaldar la hipótesis anterior sería interesante realizar más experimentos, como por 

ejemplo, revisar la expresión de DR5::GFP como la reportan Friml y colaboradores en el 

2003 y poder determinar en donde se encuentra la máxima respuesta a auxina en la raíz 

primaria de la mutante dg. 

 

  Otra hormona importante en el desarrollo de la raíz y con un efecto antagónico al 

de la auxina es la citocinina. Con altas concentraciones de citocininas se pueden 

promover la inhibición de las raíces laterales (Laplaze et. al., 2007). Las mutantes 

isopentenyltransferases (ipt3,ipt5,ipt7 ) que presentan una menor producción de 

citocininas en tejidos de las plantas muestran un incremento en el número de células en 

el meristemo apical de las raíces de plantas de 2 días (Miyawaky et. al., 2006).  

  Con la aplicaión exógena de citocinina en el medio, esperábamos analizar si la 

respuesta de dg a esta hormona se encontraba alterada. En la mutante dg observamos una 

respuesta similar con respecto a las plantas de tipo silvestre al crecer en medio con 

citocinina (BA). Es decir,  dg presentó disminución en la formación de RL y PRL 
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conforme aumentó la concentración de BA (Fig. 15). Estos resultados nos demuestran 

que la respuesta de la mutante dg a la presencia de citocina es normal, responde de 

manera similar que las plantas de tipo silvestre. 

  Para examinar si un probable daño en la síntesis de citocinina en dg estuviera 

provocando una disminución del tamaño del RAM (Ioio et. al., 2007) en la raíz primaria 

analizamos la respuesta de la longitud de la raíz primaria después de la aplicación 

exógena de BA. Con la aplicación exógena de BA, no se logró rescatar el fenotipo de la 

raíz primaria en la mutante dg en ninguna de las concentraciones utilizadas (Fig.16 a) y 

la longitud de la raíz primaria de dg disminuyó conforme aumentó la concentración de 

BA igual que la raíz de las plantas de tipo silvestre (Fig.16 b). Estos experimentos  

sugeren que la mutación en dg no se encuentra involcrada con una deficiencia de 

citocinina.  

  Para continuar con estos análisis de fitohormonas en un futuro sería interesante 

realizar más experimentos y examinar, por ejemplo, la respuesta de la mutante a  

inhibidores de ambas hormonas. Lo anteior nos indicaría si podría tratarse de un  gen 

involucrado en la hiperacumulación de estas hormonas. Aunque prelimirnarmente 

sugerimos que no es un caso de sobreproducción de auxina ó citocinina, ya que si 

estuviera así esperaríamos una mayor presencia de RL + PRL en la raiz de dg para el 

caso de auxinas como en el caso de la mutante superroot (Boerjan et. al., 1995) y una 

inhibición de la formación de estos órganos laterales si fuera una acumulación de 

citocinina (Lapazle et. al., 2007). Este fenotipo anterior no se observó en el análisis que 

se discute a continuación  sobre el número de RL y PRL  
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Las raíces laterales formadas en la raíz primaria de la mutante dg. 

 

  Las raíces laterales son de vital inportancia en la generación y desarrollo del 

sistema radical en las plantas. En las pocas especies con un crecimiento determinado de 

la raíz primaria como en cactaceas, la inciación de las raices laterales y primorios de 

raíces laterales no se ve afectada (Dubrovsky, 1997). Este hecho pudiera estar 

compensando un poco la biomasa del sistema radical para que las raíces puedan absorber 

los nutrientes necesarios del medio. Se sabe que si una organismo con crecimiento 

determinado de la raíz primaria se encuentran en condiciones de estres, incluso puede 

llegar a generar más raíces laterales de lo normal (Gomez-Lomeli y Dubrovsky, 2003), 

sin embargo, esta carcaterística no se observa en dg. 

  Analizamos  cómo se encontraba el número de órganos y primordios laterales 

formados en la raíz primaria de la mutante dg y con este experimento logramos 

demostrar  que el numero de RL y PRL de primer orden que se forman en la mutante se 

encuentra afectado (Fig. 10). Es necesario confirmar el resultado anterior con la 

estimación de la densidad de RL y PRL que presenta la raíz primaria de la mutante dg 

versus las plantas de tipo silvestre. El análisis de la densidad de RL y PRL es una 

medida que nos indica el número de RL y PRL por mm de raíz (Dubrovsky et. al, 2006). 

Sin embargo, en nuestro caso la estimación de la densidad de RL y PRL  en la raíz 

primaria de la mutante dg no se calculó, debido a que la raíz primaria de la mutante dg 

alcanza aproximadamente solo 2 mm de longitud  y no pudo aplicarse a la mutante por 

que el método de aclaración que utilizamos no  nos permitó detectar todos los eventos de 

iniciación de las RL.  

  También  seria interesante poder continuar con el análisis del desarrollo de las 

raices laterales de la mutante dg y poder analizar si el RAM de la raices laterales 
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presenta agotamiento. En un caso afirmativo podría realizarse un análisis de la dinámica 

de agotamiento del RAM en las RL. Estos experimentos mencionados nos brindarían 

mayor información sobre aspectos en los que podría estar involucrado el gen mutado en 

dg. Si se encontrará agotamiento del RAM en la raíz lateral de la mutante dg podria 

considerarse que DG es un gen involucrado en el mantenimiento del RAM del sistema 

radical en general. En un caso contrario, es decir que las raíces laterales no presentarán 

agotamiento del RAM  mostraría que se trata de un gen involucrado exclusivamente 

involucrado en el mantenimiento del RAM de la raíz primaria.  

  El uso de la mutante dg pudiera tratarse como una nueva herramienta excelente y 

disponible para la investigación sobre los mecanismos moleculares y/ó celulares que 

regulan el crecimiento indeterminado de la raíz de A. thaliana, e inclusive  el desarrollo 

de las RL si se continua su investigación. Lo anteior podemos sugerirlo por que en 

conjuto  nuestro estudio demuestra que el gen DG esta involucrado en el desarrollo del 

raíz primaira y las raíces laterales, así como en la formación de las raíces adventicias. 

 

Las raíces adventicias en la mutante dg. 

 

  Las raíces adventicias suelen formarse en los tallos, más frecuente en los casos 

cuando la parte aérea esta en contacto con el suelo que resulta en una propagación 

vegetativa para la formación de varias clonas de la misma planta. Por ejemplo, las Rubus 

glaucus (frambuesa) ó las Corylus avellana (avellana) son especies que se reproducen en 

gran escala por medio de propagación vegetativa (Cronquist, 1987). Las raíces 

adventicias a parte de ser importantes para este tipo de propagación vegetativa, también 

son importantes en el soporte de la planta, como por ejemplo, en el Zea mays (maíz) ó el 
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Ficus benghalensis L. (higuea de bengala (Cronquist, 1987). Las raíces adventicias  no 

solo brindan soporte y ayudan en la reproducción si no también están involucradas en la 

absorción y transporte, lo que le proporciona a la planta un mayor recurso de minerales y 

agua para la producción de energía.  

  Se conoce poco sobre los mecanismso moleculares y celulares que controlan el 

desarrollo de las raíces adventicias en A. thaliana ya que no es común que se presenten 

en esta especie (Falasca et. al., 2004). Es por ello que nos parece otro aspecto muy 

interesante que la mutante dg presente el desarrollo de primordios de raíces adventicias 

(PRA) y raíces adventicias (RA) en el hipocotilo en etapas muy tempranas, rasgo no 

apreciable en las plantas de tipo silvestre.  

    

  El resultado del análisis del número de RA yPRA formados en el hipocotilo de 

dg (Fig. 11) nos indíca que el gen mutado en dg muy probablemente se encuentre 

involucrado en el desarrollo de las raíces adventicias, aunque no podemos determinar 

aun en que manera. Hoy en día existen pocas mutantes de A. thaliana que desarrollen 

raíces adventicias como dg, una de ellas es la mutante superroot (sur/alf1/ hls3/ rty). El 

gen SUR1 se localiza en el cromosoma 2 y se encuentra involucrado con la 

sobreproduccion de auxina (Boerjan et.al. 1995; Celenza et. al., 1995), por lo que no 

consideramos que nuestra mutante sea alélica a las mutantes arriba mencionadas. 

  La formación de las raíces adventicias puede ser estimulada por la aplicación de 

fitohormonas: auxina, citocinina y etileno. Incluso también otros factores pueden 

estimular la formación de raíces adventicias  como el cloruro de calcio ó condiciones de 

oscuridad (Falasca et. al. 2004). Justo en la parte de arriba de la herida en una hoja se 

acumula auxina, y es cerca de este sitio donde se desarrollan las raíces adventicias (Taiz 

y Zeiger, 1998). El conocimiento sobre los factores externos e internos que promueven 
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la formación de las raíces adventicias es todavia  escaso. El gen DG podría tratarse como 

un regulador negativo en el desarollo de las raices adventicias en A. thaliana. Sin 

embargo, para sustentar esta hipótesis aun falta realizar más experimentos por delante. 

En este trabajo demostramos con todos los experimetnos discutidos anteriormente que la 

mutante dg puede servir como modelo para el estudio de los mecanismos involucrados 

en el desarrollo del sistema radical en general. 

 

 Fenotipo de la parte aérea de la mutante dg.    

  La parte aérea de la planta es esencial para poder llevar a cabo la fotosíntesis que 

es importante para su desarrollo y crecimiento en general y de la raíz en particular. Los 

nutrientes y agua que transporta la raíz a la parte áerea son un factor limitante para el 

crecimiento de la parte aérea de la planta (Bucher et. al., 1999). Por lo tanto existe un 

balance entre la actividad de la parte aérea y la raíz para un crecimineto normal del 

organismo vegetal. 

  Para determinar que tan afectada se encontraba la parte área de la mutante dg se 

analizarón algunos parámetros del desarrollo de ella. Primero análizamos la dinámica de 

germinaicón y demostramos que la diferencia en el fenotipo aéreo de la mutante dg no se 

debe a un retraso en el tiempo de germinación de la mutante (Fig. 15 y Fig. 16).  

  El número de hojas en la roseta de la mutante dg fue similar a las plantas de tipo 

silvestre (Fig.19), lo que  nos hace pensar que el gen DG no se encuentra involucrado en 

el proceso de produción de hojas y por lo tanto tampoco con la actividad el meristemo 

apical del brote. A pesar de no existir una diferencia significativa en el número de hojas 

entre dg y las plantas de tipo silvestre, el área de la roseta en ellas si es diferente. El área 

de la roseta en la mutante solo alcanza un 50% del área de la roseta de las plantas de tipo 
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silvestre (Fig.20), resultado similar a la diferencia entre la altura de la planta mutante y 

las plantas de tipo silvestre. 

   Experimentos realizados en la parte aérea nos sugieren que el gen DG no se 

encuentra afectando fuertemente el fenotipo de la parte áerea. Interesantemente pudiera 

ser que la mutante dg este afectanda en la elongación y/ó producción celular en general, 

ya que el área de la roseta y altura de la planta podrían estar afectadas en el procesos de 

elongación y producción celular como en el caso de la raíz. Seria interesante revisar más 

carcaterísticas fenotipicas de la parte áerea tales como, el tamaño de las hojas, la 

venación de las hojas, la forma de las hojas, el número de silicuas, el número de flores y 

su tamaño, entre otras carcaterísticas que nos ayudarán a poder proponer de una forma 

más sustentable como está involucrado el gen DG en el desarrollo y crecimeinto de la 

parte áerea. 
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VIII CONCLUSIONES 

 

• La mutante dg se encuentra afectada tanto en el desarrollo de la raíz como en la 

parte aérea. 

• El gen DG es requerido de manera importante para el desarrollo de la raíz 

primaría y las raíces laterales. 

• El gen DG se encuentra también involucrado en el desarrollo de las raíces 

adventicias en A. thaliana. 

• El gen DG es esencial en el mantenimiento y actividad del meristemo apical de 

la raíz  primaria. 

• El fenotipo de la la raíz primaria de la mutante dg no se rescata con auxina  y 

citocinina. 

• Aparentemente que el gen DG no se encuentra involucrado directamente en la 

 señalización de auxinas y citocininas. 

 

IX PERSPECTIVAS 

 

o Caracterizar el fenotipo de la mutante “dg” más detalladamente. 

o Realizar el mapeo genético fino de la mutación en dg. 

o Analizar el posible papel del gen DG en el desarrollo de la raíz. 
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