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Resumen 

 

Los genes MADS-box son componentes clave de los mecanismos que controlan la 

transición a la floración y la organogénesis de la flor, pero su papel en el desarrollo 

vegetativo ha sido poco estudiado. En esta tesis estudiamos el papel funcional del gene 

MADS-box AGL17 en la regulación del crecimiento de la raíz primaria y en la homeostasis 

del meristemo apical de este órgano en Arabidopsis thaliana. Se analizó el fenotipo de dos 

líneas de pérdida de función de AGL17 y se observó que presentan raíces más largas que las 

de tipo silvestre cuando éstas son separadas y crecidas aisladamente de la parte aérea. 

Debido a este fenotipo, se analizó la expresión de varios componentes del ciclo celular y se 

encontró que estas líneas presentan un aumento en la acumulación del ARNm de la ciclina 

B1;1, la cual es indispensable para la transición de G2 a M durante el ciclo celular.  

Complementariamente, una línea de ganancia de función de AGL17 presentó raíces más 

cortas que las de tipo silvestre y una reducción en la acumulación del ARNm de la ciclina 

B1;1. Estos datos muestran que AGL17 es un represor del crecimiento de la raíz regulando 

negativamente la proliferación celular en el meristemo apical, sin embargo, los fenotipos de 

la raíz de los mutantes dobles generados en este trabajo, agl16 agl17, agl21 agl17 y soc1 

agl17, sugieren que AGL17 también podría participar como un activador del crecimiento de 

la raíz. Por lo tanto, proponemos que este gene podría tener una actividad dual en el 

crecimiento de la raíz y la especificidad de su función podría depender de los interactores 

proteicos con los que AGL17 se asocie temporal y espacialmente. 

Por otra parte, AGL17 también desempeña el papel de promotor de la floración ya 

que las líneas de pérdida de función presentan un retraso en este proceso y las líneas de 

ganancia de función presentan una floración más temprana que las plantas de tipo silvestre. 

Esta parte del presente trabajo se realizó en colaboración con el Dr. Hao Yu de la 

Universidad Nacional de Singapur y la publicación correspondiente se encuentra anexa a 

esta tesis. La contribución principal de este trabajo fue el hallazgo de que AGL17 promueve 

la transición a la floración a través de la vía del fotoperiodo activando a los genes AP1 y 

LFY en una vía paralela a FT. 
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Abstract 

 

The MADS-box genes are key components of the mechanisms that control 

processes such as the flowering transition and floral organogenesis but their role in 

vegetative development have been poorly understood.  In this thesis, the functional role of 

the MADS-box gene AGL17 in the regulation of primary root growth and root apical 

meristem’s activity of Arabidopsis thaliana is analyzed. Two loss-of-function mutations of 

AGL17 showed longer roots that the wild type alleles when these organs were divided and 

grown in isolation from the shoot. Due to this phenotype, the expression of some cell cycle 

components was analyzed in this loss-of-function alleles and it was found an increment in 

the mRNA accumulation of CYCB1;1, which is important in the G2/M transition of the cell 

cycle. On the other hand, a gain-of-function allele of AGL17 showed shorter roots and a 

reduction in the mRNA accumulation of CYCB1;1 when compared with the wild type. 

These data suggest a repressor role of AGL17 in the root growth by a negative regulation on 

meristem cell proliferation, however, the phenotypes of the double mutants agl17 agl16, 

agl17 agl21 and agl17 soc1 indicate that AGL17 could also have a promoting role in root 

growth. So, we postulate that this gene could have a dual function during root growth and 

that the specificity of its function is achieved by the association with other proteins during 

the hetero-oligomerization of AGL17 protein in a temporal and spatial fashion. 

Besides its role in root growth, AGL17 is also a flowering promoter as evidenced by 

the late and early flowering phenotypes of the loss-of-function and gain-of-function alleles, 

respectively. This part of the work was made in collaboration with Dr. Hao Yu of the 

National University of Singapore and the corresponding paper is attached to this thesis. The 

principal contribution of this work is the finding that AGL17 promotes flowering transition 

through the photoperiod pathway by the activation of AP1 and LFY acting in parallel to FT. 
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1. Introducción 

 

1.1 El Desarrollo Post-Embrionario de las Plantas 

 

El crecimiento es uno de los procesos más estudiados en los organismos 

multicelulares y décadas de investigación han llevado a una mejor comprensión de los 

mecanismos que generan la proliferación y la diferenciación celular, y de las señales que 

modulan estas actividades (particularmente en los sistemas animales); sin embargo, aún 

existen interrogantes y una de las más importantes es la manera en la que se coordinan el 

crecimiento con la morfogénesis durante el desarrollo de órganos funcionales. Tampoco se 

entiende con claridad las causas que generan la disrupción entre el crecimiento y la 

morfogénesis durante la formación de tumores. En las plantas raramente se presentan 

alteraciones equivalentes a los tumores observados en los animales, por lo que son un 

sistema de estudio adecuado para analizar los mecanismos que les permiten coordinar de 

manera robusta el crecimiento y la morfogénesis (Meyerowitz, 2002 
1
). Esta robustez está 

asociada en las plantas a una plasticidad y adaptabilidad excepcional, ya que su desarrollo 

post-embrionario continuo a lo largo de todo su ciclo de vida se va ajustando a los cambios 

que ocurren en las diferentes condiciones a las que se enfrentan. Por ello es que las plantas 

poseen un desarrollo reiterativo de nuevos órganos, a partir del plan corporal básico 

establecido durante la embriogénesis, que modifica constantemente la morfología de la 

planta adulta (Vernoux y Benfey, 2005 
2
). 

Una de las preguntas centrales en las áreas de la fisiología y el desarrollo vegetal ha 

sido cómo las plantas regulan su tasa de crecimiento. Sabemos que ésta varía de acuerdo al 

tipo de órgano, a la etapa del desarrollo y en la medida que la planta responde a distintos 

estímulos. Pero independientemente de esto, la tasa de crecimiento de un órgano está 

determinada por dos procesos interdependientes: la proliferación y el crecimiento celular. 

El crecimiento celular determina directamente la tasa de crecimiento de los órganos, pero la 

tasa de producción celular también influye en el crecimiento de los mismos al determinar el 

número de células que se expanden por unidad de tiempo. A su vez, el crecimiento celular 

es casi siempre un prerrequisito para que pueda llevarse a cabo la división celular 

(Beemster y Baskin, 1998 
3
). 
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Como se ha mencionado, las plantas crecen y forman nuevos órganos durante todo 

su ciclo de vida. Estos tejidos y órganos post-embrionarios se derivan de células troncales 

pluripotenciales que residen en los meristemos. Éstos son grupos de células que se 

mantienen en un estado indiferenciado y de proliferación activa (Nakajima y Benfey, 2002 

4
). Existen varios tipos de meristemos que contribuyen al desarrollo de la planta, los mejor 

estudiados son los dos meristemos primarios originados durante la embriogénesis, que 

corresponden a los meristemos apicales de la raíz y del vástago aéreo (RAM y SAM por sus 

siglas en inglés, respectivamente) que permiten el desarrollo y crecimiento de los órganos 

subterráneos y aéreos de la planta, respectivamente (Nakajima y Benfey, 2002 
4
). Dentro de 

los meristemos se encuentran las células troncales de las que se originan todas las células y 

tejidos que forman los nuevos órganos y están situadas en un microambiente, el nicho de 

las células troncales, en el que la diferenciación celular es inhibida y la proliferación celular 

mantenida por señales intercelulares emitidas por las células cercanas (Vernoux y Benfey, 

2005 
2
). Las células derivadas de las divisiones de las células troncales que permanecen 

situadas en el nicho se mantienen en un estado indiferenciado, mientras que cualquier 

célula hija que sea desplazada fuera del nicho comienza un proceso de diferenciación 

celular en respuesta a señales posicionales (Tucker y Laux, 2007 
5
). 

 

1.2 La Estructura de la Raíz de Arabidopsis 

 

La estructura general de la raíz a lo largo del eje ápico-basal puede ser dividida en 

cuatro zonas distintas que representan los diferentes estados de desarrollo de las células que 

las conforman: (1) la zona meristemática que se encuentra en la región más distal o apical 

de la raíz, en Arabidopsis thaliana tiene una longitud de alrededor de 250 micrómetros y 

contiene: a) en su extremo apical un grupo de células (el centro quiescente, CQ) con tasas 

bajas de proliferación, b) a las células troncales o iniciales de todos los tejidos de la raíz 

(con tasas de proliferación intermedias entre las células del CQ y las del meristemo 

proximal) y c) a un conjunto de células que descienden de éstas (el meristemo proximal) 

que se encuentran en un estado de proliferación máxima (van den Berg et al., 1997 
6
; 

Beemster y Baskin, 1998 
3
; Figura 1). (2) La zona meristemática colinda en su parte basal 

con la zona de transición, la cual determina el destino de las células y la tasa de crecimiento 
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de la raíz al integrar la señalizaciones de estímulos endógenos y exógenos y traduciéndolos 

en respuestas de crecimiento adaptativas (Baluska et al., 2010 
7
). (3) La zona de 

alargamiento se yuxtapone basalmente a la de transición y, como su nombre indica, es el 

sitio en el que las células provenientes del meristemo dejan de dividirse para experimentar 

un rápido y extenso crecimiento anisométrico (Ivanov y Dubrovsky, 1997 
8
; van der Weele 

et al., 2003 
9
). Por último, (4) la zona de maduración o de diferenciación está en la parte 

basal de la de alargamiento y es en ella donde las células cesan su crecimiento y adquieren 

su estado final de diferenciación (Dolan et al., 1993 
10

). Aunque el proceso de  

diferenciación se inicia cuando las células aún se encuentran en la zona de alargamiento, las 

células no adquieren su estado final de diferenciación hasta que alcanzan esta zona 

(Nakajima y Benfey, 2002 
4
). 

 

 

Figura 1. Estructura celular del meristemo de la raíz de Arabidopsis thaliana (modificado 

de Stahl y Simon, 2005 
11

).  
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Los tejidos concéntricos que forman la raíz de Arabidospsis thaliana tienen una 

capa de grosor y constituyen (del exterior al interior) la epidermis, la corteza, la endodermis 

y el cilindro central constituido por el periciclo y la vasculatura (Figura 1). El ápice de la 

raíz está cubierto por la cofia (constituida por la columela y la cofia lateral, Figura 1), que 

protege la zona meristemática de daños mecánicos a medida que la raíz crece y penetra al 

sustrato, además, es el lugar donde se percibe la gravedad y se generan las respuestas 

gravitrópicas. El origen ontogenético de todos estos tejidos puede rastrearse hasta cuatro 

tipos de células troncales o iniciales localizadas en la zona meristemática:
 
las células 

iniciales de epidermis y cofia lateral, las de corteza y endodermis, las de columela (la parte 

más distal y central de la cofia) y las células iniciales del periciclo y el tejido vascular 

(Dolan et al., 1993
 10

). Al interior de las células iniciales y contactando físicamente a todas 

ellas, se encuentra el CQ u organizador, constituido por cuatro células centrales cuya 

función es mantener a las células iniciales en un estado indiferenciado (van den Berg et al., 

1997 
6
; Scheres et al., 2002 

 12
; Figura 1). 

 

1.3 El Establecimiento y el Mantenimiento  del Nicho de Células Troncales en el  

Meristemo Apical de la Raíz 

 

La posición del CQ está determinada por la convergencia de dos señales 

independientes: la derivada de los genes SCARECROW (SCR) y SHORT-ROOT (SHR) 

(Sarkar et al., 2007 
13

), también involucrados en la determinación del eje radial de los 

tejidos de la raíz (Di Laurenzio et al, 1996 
14

; Helariutta et al, 2000
 15

; Sabatini et al, 2003 

16
), y la señal de los genes PLETHORA (PLT) que son activados por un incremento máximo 

local en la concentración de las auxinas (Aida et al., 2004 
17

; Xu et al., 2006 
18

) y que 

pueden causar duplicaciones del CQ cuando son expresados ectópicamente en la zona de 

alargamiento de la raíz (Galinha et al., 2007 
19

). SCR y SHR son proteínas de la familia 

GRAS de reguladores transcripcionales (Scheres et al., 2002
 12

), por su parte, las proteínas 

PLT son miembros de la familia AP2 de factores de transcripción (Aida et al., 2004 
17

). El 

aumento máximo en la concentración de las auxinas que se ha mencionado se mantiene a 

través de un flujo constante de esta hormona hacia el ápice de la raíz mediado por tres tipos 

de proteínas transportadoras: las proteínas PIN (PIN-FORMED) que constituyen canales de 
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eflujo de auxinas en forma aniónica (Blilou et al., 2005 
20

), las proteínas de eflujo de la 

familia ABCB/PGP (ATP-binding cassette proteins/P-glicoproteins) y las proteínas de 

influjo de la familia AUX1/LAX (Zazímalová et al, 2010 
21

). Además de determinar la 

posición del CQ, los genes PLT especifican la identidad de los órganos de la raíz, ya que la 

pérdida de función en estos genes ocasiona la ausencia de la raíz embrionaria, mientras que 

su expresión ectópica en el vástago aéreo genera la aparición de raíces en este órgano (Aida 

et al., 2004 
17

).  

La especificación de la identidad de las células iniciales ocurre coordinadamente 

con la especificación del CQ, tal como lo demuestran los experimentos de ablación y 

regeneración en donde el CQ es destruido con láser ocasionando la subsecuente 

diferenciación de las células iniciales (van den Berg et al., 1997 
6
), sin embargo, un nuevo 

CQ y el nicho de células troncales asociado con éste son especificados coordinadamente 

tiempo después de la ablación original (Xu et al., 2006 
18

). Por otra parte, el efecto 

inhibitorio del CQ sobre la diferenciación de las células iniciales está mediado por el gene 

WOX5 (WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 5, que codifica para un factor transcripcional 

que se expresa específicamente en el CQ) y muy posiblemente por otros factores aún 

desconocidos ya que los componentes genéticos descubiertos para la especificación del 

nicho de células troncales de la raíz no son suficientes para la diferenciación y 

mantenimiento de los tipos celulares del mismo (Azpeitia et al, 2010 
22

). Las líneas de 

pérdida de función de WOX5 presentan divisiones celulares atípicas y diferenciación 

prematura de las células de la columela, pero si este gene se expresa ectópicamente la 

diferenciación celular se retrasa (Sarkar et al., 2007 
13

). 

El mantenimiento del nicho de células troncales es indispensable para el crecimiento 

continuo e indeterminado de un órgano, y en la raíz este proceso parece involucrar la acción 

de un grupo de proteínas extracelulares pequeñas de la familia CLE (CLAVATA3/ESR-

RELATED), cuya función en el mantenimiento del nicho de células troncales en el 

meristemo del vástago aéreo está muy bien documentada (Tucker and Laux, 2007 
5
; Miwa 

et al., 2009 
23

). En la raíz, la sobre-expresión de CLE19 y CLE40 causa una reducción 

progresiva del meristemo apical (sin generar alteraciones en la identidad de las células 

iniciales o el CQ), debido a la reducción en la proliferación celular de las células 

meristemáticas y a su diferenciación prematura lo cual genera el crecimiento determinado 
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del órgano (Casamitjana-Martínez et al., 2003 
24

; Fiers et al., 2004 
25

; Stahl et al., 2009 
26

). 

Por lo tanto, CLE19 y CLE40 controlan directamente el tamaño de la zona meristemática 

de la raíz (Figura 2), tal como sucede con CLAVATA3 (CLV3) en la parte aérea donde la 

expresión de WUSCHEL (WUS, el homólogo de WOX5) en el organizador (el análogo al 

CQ) regula positivamente la expresión de CLV3 en las células de la zona central del 

meristemo apical aéreo, lo cual, en un circuito de retroalimentación, regula negativamente 

la expresión de WUS en el organizador (Miwa et al., 2009 
23

; Stahl y Simon, 2010 
27

; 

Figura 2). 

 

Figura 2. Participación de la señalización de las proteínas CLAVATA en los meristemos 

apicales. (A) En el meristemo apical aéreo, la expresión de WUS en el centro organizador 

induce la expresión de CLV3 en las células troncales de la zona central del meristemo, a su 

vez, CLV3 regula negativamente a WUS para restringir su expresión. (B) En la raíz, el CQ 

mantiene a las células iniciales adyacentes en su estado indiferenciado y este proceso 

podría estar mediado por WOX5, un gene relacionado con WUS. Por otra parte, la expresión 

de CLE19 y CLE40 promueve la diferenciación de las células meristemáticas al acercarse a 

la zona de alargamiento posiblemente a través de una vía de transducción parecida a la de 

CLV3. (Modificado de Stahl y Simon, 2005 
11

). 

 

 

Como se ha mencionado, la región meristemática de la raíz comprende al nicho de 

células troncales (que presentan una tasa relativamente baja de proliferación celular) y 

también al conjunto de células descendientes que han originado más recientemente y que 

presentan una tasa de proliferación muy alta. Durante la transición de las células de la zona 

meristemática a la zona de alargamiento ocurre una reducción en la tasa de proliferación 

que eventualmente llega a cero y un aumento en la tasa de expansión celular que 

eventualmente también se detiene al llegar a la zona de maduración (Beemster y Baskin, 
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1998 
3
). El reclutamiento de células que comienzan su diferenciación en la zona de 

alargamiento consumiría a la zona meristemática si la tasa de producción celular en el 

meristemo fuera menor a la tasa de diferenciación (Dello Ioio et al., 2007 
28

). En las 

especies que presentan crecimiento determinado de la raíz primaria ocurre esto y se 

consume totalmente el RAM, sin embargo, en la mayor parte de las especies vegetales y en 

Arabidopsis thaliana particularmente, el crecimiento es indeterminado por lo que la tasa de 

células producidas en el meristemo por unidad de tiempo es igual a la tasa de células 

reclutadas para su diferenciación en la zona de alargamiento (a este balance es a lo que se le 

denomina “homeostasis del meristemo”), aunque aún sigue en discusión si las raíces de 

estas plantas continúan teniendo un meristemo funcional durante todo el periodo vital antes 

de llegar a la senescencia (Shishkova et al., 2008 
29

). De cualquier manera, la coordinación 

entre la alta tasa de proliferación celular en las células meristemáticas más cercanas al 

nicho de células troncales y su posterior reducción al alcanzar la zona de alargamiento 

(concomitantemente al inicio de su diferenciación) constituye un punto de control 

fundamental en el crecimiento y desarrollo de la raíz.  

Los procesos que controlan la proliferación y diferenciación celular están regulados 

en gran medida por hormonas que actúan como reguladores de la actividad meristemática 

(Sablowski, 2007 
30

). Las auxinas (que como ya se ha mencionado, alcanzan una 

concentración máxima en la región meristemática) tienen un papel central sobre la 

proliferación celular (Blilou et al., 2005 
20

; ver la sección 1.4). Por otra parte, las 

citocininas antagonizan la función de las auxinas y la actividad meristemática de 

proliferación celular al promover la diferenciación celular en la raíz; y por ello, la 

aplicación exógena de citocininas disminuye el tamaño del meristemo (Dello Ioio et al., 

2007 
28

). Las citocininas también alteran el flujo de auxinas hacia la zona meristemática por 

que regulan a las proteínas PIN (Ruzicka et al., 2009 
31

) que son transportadores de las 

auxinas. Sin embargo, las citocininas también pueden estimular la proliferación celular y 

tienen efectos directos sobre componentes del ciclo celular (ver sección 1.4).  

Otros factores que controlan la reducción de la tasa de proliferación y promueven la 

diferenciación celular son las mismas proteínas CLE19 y CLE40 descritas anteriormente y 

la proteína relacionada a Retinoblastoma (RBR), cuya reducción en expresión aumenta el 

número de las células iniciales, particularmente de la columela; contrariamente, su sobre-
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expresión disminuye su número y promueve su diferenciación prematura (Wildwater et al., 

2005 
32

). Es notable que la secuencia y función del RBR está conservada en todos los 

eucariontes y en todos ellos es un componente esencial del mecanismo de control del ciclo 

celular (ver sección 1.4). De hecho, los resultados sintetizados en este trabajo muestran que 

la regulación del ciclo celular en la zona meristemática es determinante en el crecimiento 

de la raíz, como lo es en toda la planta. 

 

1.4 La Regulación del Ciclo Celular en las Plantas 

 

El ciclo celular es un mecanismo que regula las transiciones entre las distintas 

etapas celulares necesarias para que las células se dividan. Comprende la mitosis (M), la 

citocinesis, la interfase post-mitótica (G1), la fase de síntesis de ADN (S) y la interfase 

post-sintética (G2, Figura 3; Francis, 2007 
33

). Las células vegetales detienen su ciclo 

celular en G1 o G2 si se les priva de sacarosa o si son tratadas con inhibidores de la síntesis 

de proteínas (Van’t Holf, 1966; Webster and Van’t Holf, 1969 en Francis, 2007 
33

). Estas 

observaciones y otras hechas en células animales llevaron a la identificación de las 

transiciones G1/S y G2/M como los principales puntos de control del ciclo celular, 

determinando que la síntesis de proteínas es indispensable para la progresión de ambas 

transiciones y establecieron la naturaleza unidireccional de la progresión del ciclo (Van’t 

Holf, 1973 en Francis, 2007 
33

, Gutiérrez, 2009 
34

). A nivel mecanicista, la regulación por 

fosforilación/desfosforilación de la actividad de proteínas particulares mediadas por las 

cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) es una característica inherente importante para la 

progresión del ciclo celular. La actividad de las CDKs depende a su vez de sus interactores 

proteicos no catalíticos que son las ciclinas (Koff et al, 1992 
35

). 

En el genoma de A. thaliana existen 12 CDKs clasificadas en las clases A-F 

(Menges et al., 2005 
36

), pero los miembros de las clases A y B han sido los más 

estudiados. Durante la transición G1/S, CDKA tiene un papel preponderante mientras que 

en la transición G2/M, CDKA coopera con CDKB en su regulación (Porceddu et al., 2001 

37
). Además, CDKB es indispensable en las primeras etapas de la mitosis (Boudolf et al., 

2004 
38

). Por otra parte, CDKF actúa como una cinasa activadora de CDKs (CAKs) al 
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fosforilar a CDKA en un residuo de treonina que promueve el reconocimiento de sus 

sustratos (Shimotohno et al., 2006 
39

). 

Las ciclinas tienen una secuencia de 100 residuos de aminoácidos en promedio 

denominada “dominio ciclina” que es indispensable para su interacción con las CDKs (De 

Veylder et al., 1997 en Francis 2007 
33

), y también presentan una secuencia susceptible a 

ubiquitinación que lleva a su degradación proteolítica (Genschik et al., 1998 
40

; 

Weingartner et al., 2004 
41

; Planchais et al., 2004 
42

). El genoma de A. thaliana codifica 

aproximadamente 60 ciclinas agrupadas en las clases A, B, C, D, H, P y T, pero en el 

contexto del ciclo celular las más estudiadas corresponden a algunos miembros de las 

clases A, B y D (Wang et al., 2004 
43

; Vandepoele et al., 2002 
44

; Francis, 2007
 33

; 

Gutiérrez, 2009
 34

). La expresión de las ciclinas D es relativamente constante durante el 

ciclo celular, en cambio, la expresión de las ciclinas A y B presentan grandes oscilaciones: 

las ciclinas A comienzan a expresarse en la transición G1/S, alcanzan un máximo en su 

expresión durante las fases S y G2 que declina en las primeras fases de la mitosis hasta 

desaparecer. Algo similar ocurre con las ciclinas B: su expresión inicia rápidamente en las 

etapas finales de G2 alcanzando un pico máximo en la transición G2/M que declina durante 

las primeras etapas de la mitosis y desaparece después de la metafase (Ito, 2000 
45

). 

La actividad de los complejos ciclina-CDK es inhibida por las proteínas KRP/ ICK 

(proteína relacionada a Kip/interactor de la cinasa cdc2). Se han descrito 7 genes para esta 

familia de inhibidores en A. thaliana y todos ellos interactúan con las ciclinas de la clase D 

(Wang et al., 1997 
46

; Lui et al., 2000 
47

; De Veylder et al., 2001 
48

; Zhou et al., 2003 
49

). 

Esta interacción promueve la inhibición de los complejos CDKA-CYCD3, CDKA-CYCD2 

y CDKB-CYCD2 por KRP1 y KRP2 (Wang et al., 1998 
50

; Nakai et al., 2006 
51

). Cuando 

estos inhibidores son sobre-expresados generan reducciones en la talla de los órganos de la 

planta al bloquear la proliferación celular en la transición G2/M pero permitiendo la 

progresión de la fase S, lo cual promueve la endorreduplicación, que es la síntesis de ADN 

en ciclos consecutivos sin división celular generando células poliploides (Wang et al., 2000 

52
). KRP2 también está involucrado en la interrupción de la transición G1/S en las células 

del periciclo que originan las raíces laterales y la inhibición de este factor parece ser un 

requisito para la iniciación de estos órganos (Himanen et al., 2002 
53

). La actividad de los 
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KRPs puede regularse a nivel transcripcional (ver más adelante) o por degradación mediada 

por ubiquitinación, al menos para el caso de KRP6 y KRP7 (Kim et al., 2008 
54

). 

Otras proteínas involucradas en la regulación del ciclo celular son los miembros de 

las familias de factores transcripcionales E2F (adenovirus E2 promoter-binding factor) y 

DP (dimerization partner) además de RBR. En A. thaliana existen 6 genes que codifican 

para proteínas E2F (a-f) y dos para proteínas DP. E2Fa, E2Fb y E2Fc requieren 

heterodimerizarse ya sea con DPa o DPb para llevar a cabo su función mientras que E2Fd, 

E2Fe y E2Ff actúan independientemente de las proteínas DP (Ramírez-Parra y Gutiérrez, 

2000 
55

; Ramírez-Parra et al., 2007 en Gutiérrez, 2009
 34

). Estos factores regulan la 

expresión de los genes que se requieren en la fase S del ciclo celular para la replicación del 

ADN (de Jager et al., 2001 
56

; Stevens et al., 2002 
57

;  Ramírez-Parra et al., 2003 
58

; Díaz-

Trivino et al., 2005 
59

) y de otros componentes necesarios en etapas posteriores del ciclo 

celular como CDKB1;1 (Bouldolf et al., 2004
 38

). Por otra parte, RBR (que cuenta con un 

solo miembro en dicotiledóneas, Lendvai et al., 2007 
60

) es un regulador negativo que 

bloquea la acción de los factores E2F-DP al interactuar con ellos físicamente (Uemukai et 

al., 2005 
61

) y en consecuencia, inhibe la progresión del ciclo celular arrestándolo en la 

transición G1/S. Como se mencionó anteriormente, RBR también limita el número de 

divisiones de las células iniciales de la raíz, en particular las de columela y promueve su 

diferenciación (Wildwater et al., 2005
 32

). 

Durante la transición G1/S (Figura 3), CDKA-CYCD constituye el principal 

complejo cinasa-ciclina necesario para la progresión en este punto de control del ciclo 

celular (Gutiérrez et al., 2002 
62

; Menges et al., 2006 
63

; Inzé y De Veylder, 2006 
64

). Uno 

de los principales blancos de CDKA-CYCD es la proteína RBR, (Boniotti y Gutiérrez, 

2001 
65

; Nakagami et al., 2002 
66

). La fosforilación de RBR promueve su disociación de los 

factores E2F-DP lo que permite la activación de los genes blanco de estos factores: E2Fa y 

E2Fb actúan como activadores transcripcionales que promueven la proliferación celular al 

activar la expresión de los genes cuyos productos son necesarios para la síntesis del ADN 

(Stevens et al., 2002
 57

; Rossignol et al, 2002 
67

; Bouldolf et al., 2004
 38

; Sozzani et al., 

2006 
68

; Inzé y De Veylder, 2006
 64

; de Jager et al., 2009 
69

). Por otra parte, el heterodímero 

E2Fc-DPb es un represor transcripcional cuando se encuentra asociado a RBR pero cuando 

éste se disocia, E2Fc-DPb pierde la afinidad por sus genes blanco lo cual permite la 
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transcripción de éstos (de Jager et al., 2009
 69

). El complejo E2Fc-DPb también es regulado 

negativamente por SKP2A, una proteína con caja F que ubiquitina tanto a E2Fc como a 

DPb para su degradación (del Pozo et al., 2002 
70

; del Pozo et al., 2006 
71

). 

Una serie de eventos parecidos ocurren durante la transición G2/M (Figura 3): en 

este proceso son necesarios tanto CDKA como CDKB (cuya expresión depende del 

heterodímero E2Fa-DPa, Boudolf et al., 2004
 38

). Antes de que puedan fosforilar a sus 

proteínas blanco que dirigen el inicio de la mitosis, CDKA y CDKB deben activarse 

mediante la asociación con las ciclinas tipo D, A y particularmente con las B (Kono et al., 

2003 
72

; Inzé y De Veylder, 2006
 64

) y además deben ser fosforiladas por las CAKs (CDKF, 

por ejemplo, Shimotohno et al., 2006
 39

). Boudolf y colaboradores  han propuesto que 

CDKB asociado a una ciclina B podría fosforilar a KRP2 que se disociaría del complejo 

CDKA-CYCB el cual pasaría a su estado activo (Verkest et al., 2005 
73

; Boudolf et al., 

2006 
74

). También la acción de algunas fosfatasas como CDC25 y WEE1 podrían promover 

la activación de las CDKs durante la transición G2/M tal y como lo hacen sus homólogos 

en animales y levaduras (Kellogg, 2003 
75

; Boutros et al., 2006 
76

), sin embargo, aún no 

existe consenso sobre la verdadera función de estas fosfatasas en el ciclo celular de las 

plantas (Boudolf et al., 2006
 74

; Francis, 2007
 33

). Una vez que han sido activadas (ya sea 

CDKA en solitario o en colaboración con CDKB), las CDKs fosforilan a varios factores 

transcripcionales específicos de la transición G2/M, entre los que se encuentran algunos 

factores transcripcionales MYB que a su vez activan la transcripción de otros genes 

necesarios en la transición G2/M (Ito et al., 2001 
77

; Araki et al., 2004 
78

). Esta cascada de 

activación transcripcional iniciada por las CDKs genera la progresión hacia la fase de 

mitosis. 
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Figura 3. Representación esquemática del ciclo celular y de los eventos moleculares que 

regulan la progresión en las transiciones G1/S y G2/M. Las principales hormonas 

involucradas se encuentran enmarcadas. 

 

 

Algunas hormonas vegetales regulan el ciclo celular (Figura 3): las auxinas y las 

citocininas regulan tanto la transición G1/S como la G2/M. Como se mencionó 

anteriormente, el heterodímero E2Fc-DPb es un represor transcripcional que inhibe la 

expresión de CDC6, un  miembro de la familia AAA
+
 (ATPasas asociadas con actividades 

celulares), el cual es indispensable para el inicio de la replicación del ADN (Ramos et al., 

2001 
79

; Castellano et al., 2001 
80

), consecuentemente, la sobre-expresión de E2Fc inhibe la 

división celular (del Pozo et al., 2002
 70

). Las auxinas promueven la transición G1/S al 

desencadenar la degradación del heterodímero E2Fc-DPb promoviendo el reconocimiento 

de estos factores por el complejo de ubiquitinación SCF-SKP2, lo cual es particularmente 
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importante durante la fotomorfogénesis (del Pozo et al., 2002
 70

; del Pozo et al., 2006
 71

). 

Además, tanto las auxinas como las citocininas promueven la transición en G2/M 

regulando positivamente la expresión de CDKB y negativamente la expresión de KRP1 y 

KRP2 probablemente a través de PROPORZ1 (PRZ1), una posible proteína adaptadora de 

factores de transcripción (Himanen et al., 2002
 53

; Sieberer et al., 2003 
81

).  Las auxinas 

también regulan la expresión de CYCA2;1 (Burssens et a., 2000 
82

) y podrían regular la 

expresión de CYCB1;1 a través de los genes PLT (Aida et al., 2004
 17

). La inhibición y 

activación de la expresión de los KRPs y de los componentes del complejo CDKB-CYCB, 

respectivamente, promueven la activación de CDKA tanto en la transición G1/S como en 

G2/M. Por otra parte, las citocininas regulan positivamente la transcripción de CYCD3;1 

(Soni et al, 1995 
83

) que es indispensable en la transición G1/S, y promueven la activación 

de CDKA en la transición G2/M (Zhang et al., 1996 en Gutiérrez, 2009
 34

). 

Actuando antagónicamente a las hormonas anteriores está el ácido abscísico (ABA), 

el cual induce el arresto del ciclo celular en la transición G1/S (Swiatek et al., 2002 
84

) 

debido a la represión que ejerce sobre la expresión de CDKA (Hemerly et al., 1993 
85

) a 

través de la activación transcripcional del inhibidor KRP1 (Wang et al., 1998 
50

). 

El papel del resto de las hormonas en la regulación del ciclo celular ha sido mucho 

menos estudiado, pero para todas ellas se han encontrado indicios que las involucran en la 

regulación de este proceso: el ácido giberélico (GA) promueve la división celular (Asahina 

et al., 2002 
86

) a través de la activación de la expresión de CDKA y CDKB y algunas 

ciclinas mitóticas (probablemente de los tipos A y B, Sauter, 1997 
87

; Fabian et al., 2000 

88
). El etileno también promueve la división celular (Kazama et al., 2004 

89
; Ortega-

Martínez, 2007 
90

; Love et al., 2009 
91

) al igual que los brasinoesteroides al promover la 

expresión de una CYCD3 (Hu et al., 2000 
92

). Por último, el ácido jasmónico inhibe la 

división celular a través de la regulación negativa sobre CYCB1;2 (Swiatek et al., 2002
 84

; 

Zhang y Turner, 2008 
93

). 

Aunque se conocen desde hace décadas los efectos de las hormonas “clásicas” sobre 

la progresión del ciclo celular, se sabe muy poco de los factores que integran la 

señalización hormonal y algunos estímulos ambientales (la disponibilidad de nutrientes, por 

ejemplo) y que orquestan la regulación de los componentes del ciclo celular. El laboratorio 

de Genética Molecular, Desarrollo y Evolución de Plantas (GeMoDEvo), en donde se 
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realizó esta tesis, lleva a cabo un esfuerzo importante a estudiar dicha integración. En este 

contexto, los genes de la familia MADS-box parecen ser componentes importantes de estos 

factores integradores. De hecho, recientemente se han empezado a caracterizar 

funcionalmente algunos de estos genes que ciertamente parecen ser algunos de los 

componentes claves de estas redes genéticas integradoras y orquestadoras. XAANTAL1 

(XAL1/AGL12), cuya expresión es inducida por las auxinas (Tapia-López et al., 2008 
94

), es 

un gene MADS-box importante en la proliferación celular del meristemo apical de la raíz, y 

otros datos recientes del laboratorio sugieren que este gene regula directamente a algunos 

de los genes claves en la modulación de las transiciones entre las distintas fases del ciclo 

celular (Karla García y Berenice García, datos no publicados). 

 

1.5 Los Genes MADS-box en el Desarrollo de la Raíz 

 

La familia de factores de transcripción MADS-box (acrónimo de MCM1, 

AGAMOUS, DEFICIENS y SERUM RESPONSE FACTOR, los cuatro primeros miembros 

descritos, Schwarz-Sommer et al., 1990 
95

) está formada por más de 100 miembros en 

Arabidopsis thaliana (Parenicova et al., 2003 
96

; Martínez-Castilla y Álvarez-Buylla, 2003 

97
). Existen dos linajes principales de genes MADS-box: los tipo I y los tipo II (Álvarez-

Buylla et al., 2000 
98

). Las proteínas del tipo II en plantas presentan cuatro dominios: el 

dominio MADS de 56 aminoácidos hacia el extremo amino-terminal que se une al ADN, 

un dominio I (intervening) con menor grado de conservación entre los miembros, el 

dominio K (keratin-like) que participa en la dimerización, y la región carboxilo-terminal 

que también es variable pero colabora en los procesos de transactivación. Por esta 

estructura modular, se dice que los genes MADS-box del tipo II en plantas presentan una 

estructura MIKC (de Bodt et al., 2003 
99

). 

Los genes MADS-box del tipo II mejor caracterizados son los involucrados en el 

desarrollo floral, en la regulación del tiempo de la floración y otros aspectos de la fase 

reproductiva del desarrollo (Komeda, 2004 
100

; Parcy, 2005 
101

; Álvarez-Buylla et al., 2010 

102
), pero también hay subgrupos de genes MADS-box que se expresan ampliamente en los 

tejidos vegetativos, incluyendo la raíz (Álvarez-Buylla et al., 2000 
103

; Burgeff, 2001 
104

; 

Burgeff et al., 2002 
105

). Entre estos, XAL1/AGL12 promueve la proliferación de las células 
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meristemáticas y la pérdida de su función tiene implicaciones dramáticas en el crecimiento 

de la raíz de A. thaliana (Tapia-López et al., 2008
 94

). Otros genes estudiados en el 

laboratorio de GeMoDEvo son AGL14 y AGL19 y también parecen ser necesarios para la 

proliferación celular normal y el mantenimiento del nicho de células troncales en el 

meristemo apical de la raíz de A. thaliana, ya que la pérdida de función de estos genes da 

como resultado raíces primarias cortas y diferenciación prematura de las células iniciales, 

en particular de la columela (Garay-Arroyo et al., Jaimes-Miranda et al., datos no 

publicados). En esta tesis nos enfocamos en otro gene MADS-box, AGAMOUS-LIKE 17 

(AGL17), que también parece ser clave en la regulación del meristemo de raíz de 

Arabidopsis thaliana. 
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2. Antecedentes 

 

AGL17 es un gene MADS-box del tipo II que se expresa en la raíz, particularmente 

en el CQ y en la cofia lateral (Nawy et al., 2005 
106

; Burgeff et al., 2002
 105

). 

En el laboratorio de GeMoDEvo contamos con varios alelos de pérdida de función 

de AGL17 y trabajos previos con uno de ellos (w-agl17, datos no publicados de Úrsula 

Flores e Ignacio Tlatelpa) mostraron evidencia de que la pérdida de función de este gene 

promueve un aumento sutil en el crecimiento de la raíz si la concentración de sales 

nutritivas (Murashige y Skoog) en el medio de cultivo es superior al 0.2X normalmente 

utilizado (Álvarez-Buylla, comunicación personal). 

Este fenotipo sugiere que AGL17 regula negativamente el crecimiento de la raíz y 

podría ejercer su función sobre la proliferación celular en el meristemo tal como se ha 

demostrado para los otros genes de esta familia citados arriba: AGL12, AGL14 y AGL19 

(Tapia-López et al., 2008 
94

; Garay-Arroyo et al., Jaimes-Miranda et al., manuscritos en 

preparación). 

Por otro lado, las proteínas con dominio MADS con estructura MICK se asocian 

entre sí en dímeros y tetrámeros que constituyen las formas funcionales (Davies et al., 1996 

107
; Fan et al., 1997 

108
; Kaufmann et al., 2005 

109
). AGL17 puede dimerizarse con AGL16, 

AGL21 y SOC1 (de Folter et al., 2005
 110

), por lo que es posible que AGL17 requiera de la 

presencia de estas tres proteínas para llevar a cabo su función. De modo que la pérdida de 

función simultánea de AGL17 y la de alguno de estos tres genes podría tener efectos 

sumatorios que permitan evidenciar con mayor claridad la función de AGL17. Por otra 

parte, ANR1 es otra proteína con dominio MADS que presenta una alta similitud con 

AGL17 (Martínez-Castilla y Álvarez-Buylla, 2003 
97

), y también interactúa exclusivamente 

con AGL16, AGL21 y SOC1 (de Folter et al., 2005 
110

), por lo que podría sustituir 

funcionalmente a AGL17. 

Con estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo fue caracterizar el papel de 

AGL17 durante el desarrollo de la raíz primaria de A. thaliana planteándonos la siguiente 

hipótesis:  
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Si el mutante de pérdida de función de AGL17 presenta una raíz más larga que las 

plantas de tipo silvestre, AGL17 podría estar participando como un represor del 

crecimiento de la raíz. 
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3. Objetivos 

 

Objetivo General 

 

Caracterizar el papel de AGL17 durante el crecimiento de la raíz de Arabidopsis 

thaliana. 

 

 

Objetivos Particulares 

 

1. Analizar la expresión temporal de AGL17 en las etapas tempranas del 

desarrollo de la raíz. 

2. Determinar los efectos de la pérdida y la ganancia de función de AGL17 

sobre el crecimiento de la raíz primaria. 

3. Determinar los efectos de la pérdida y la ganancia de función de AGL17 

sobre la expresión de algunos reguladores de la progresión del ciclo celular. 

4.  Analizar la existencia de interacciones genéticas entre AGL17 y AGL16, 

AGL21, SOC1 y ANR1 en el crecimiento de la raíz primaria. 

5. Caracterizar el papel de AGL17 durante la transición a la floración (ver los 

anexos 1 y 2). 
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4. Materiales y Métodos 

 

4.1 Material Vegetal y Condiciones de Crecimiento. 

 

Se utilizó una línea de tipo silvestre de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 y dos 

alelos de pérdida de función de AGL17: w-agl17 (E. Wisman 17.3-2; Baumann et al., 1998 

111
) y gk-agl17 (NASC N429190). Además de las líneas agl16 (Salk_104701), w-agl21 (E. 

Wisman 21.5-25; Baumann et al., 1998 
111

), spm-agl21 (B. Forde), soc1 (Salk_138131), 

anr1-2 (Salk_015348), spm-anr1 (B. Forde, Gan et al., 2005 
112

; ver Figura 4) y dos líneas 

de ganancia de función de AGL17, una constitutiva y una inducible por β-estradiol 

(35S::AGL17 y pER22-AGL17, respectivamente) que fueron proporcionadas por el Dr. 

Hao Yu (Han et al., 2008 
113

 y Zuo et al., 2000 
114

). Todas las líneas mencionadas 

pertenecen al ecotipo Col-0. 

Las semillas fueron esterilizadas y estratificadas a 4 °C de acuerdo a Fonseca, 

(2007) 
115

. Las plántulas fueron crecidas asépticamente en placas verticales con medio de 

cultivo sólido que contiene 0.2X de sales Murashige y Skoog (MS), 1% de sacarosa (2% 

para los experimentos con raíces aisladas) y 1% de agar. Se mantuvieron en una cámara 

ambiental (Conviron modelo E15) a 22-24 °C con un flujo de fotones fotosintéticos (PPF) 

de 87.8 µmol/m
2
/s de luz fría fluorescente bajo un fotoperiodo de 16 horas de luz / 8 horas 

de oscuridad. 

Para la inducción con estradiol, las plántulas de la línea pER22-AGL17 fueron 

rociadas hasta que la radícula fue completamente cubierta con medio MS líquido al 0.2X 

suplementado con β-estradiol (en dimetil-sulfóxido, DMSO) a una concentración final de 

15 μM cada 24 horas durante los tiempos especificados (ver resultados). Para el tratamiento 

control se usó DMSO añadido en volúmenes iguales a los usados con β-estradiol. 

En los experimentos de determinación del tiempo de floración, las semillas se 

estratificaron manteniéndolas en agua bidestilada a  4 °C durante 72 horas para 

posteriormente sembrarlas directamente sobre una mezcla de suelo comercial (SunGRO 

Metro-mix 200, Scotts, Inc.) y agrolita (1:1). Se mantuvieron en cámaras o cuartos con 

ambiente controlado con las condiciones de temperatura, intensidad luminosa y fotoperiodo 

descrito anteriormente. 
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Figura 4. Esquematización de la estructura genética de los genes estudiados en el presente 

trabajo indicando el tipo y el sitio de la inserción (triángulos) en las líneas de pérdida de 

función utilizadas. Exones (rectángulos), intrones (líneas). 

 

 

4.2 Selección de un nuevo alelo de pérdida de función de AGL17 y genotipificación. 

 

La línea gk-agl17 homocigota se seleccionó a partir del stock N429190 de la 

generación T2 del Nottingham Arabidopsis Stock Centre (anteriormente GK_305A06 de la 

colección GABI-Kat). Las plantas 100% resistentes a sulfadiazina (a una concentración 

final de 5.25 μg ml
-1

) fueron confirmadas como homocigotas mediante genotipificación por 

PCR. 

El ADN genómico se extrajo como se indica en Fonseca, (2007) 
115

. La 

identificación de las líneas homocigotas se llevó a cabo mediante amplificaciones por PCR 

realizadas con cebadores específicos para cada gene flanqueando el sitio de la inserción 

(Anexo 4), así como con cebadores específicos para el T-DNA de GABI-Kat (GK T-DNA: 
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5’-CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC-3’), el T-DNA de Salk (LBb1: 5’-

GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT-3’), el transposón En-1 (EN-205: 5’-

AGAAGCACGACGGCTGTAGAATAGGA-3’) y el transposón Spm (SPM8: 5’-

GTTTTGGCCGACACTCCTTACC-3’). 

 

4.3 Generación de mutantes dobles 

 

Se utilizaron plantas homocigotas para llevar a cabo las cruzas. Para ello el polen de 

las flores donadoras (“masculinas”) fue aplicado directamente sobre el estigma de los 

pistilos de las flores receptoras (“femenina”) a las que previamente se les había retirado 

manualmente el perianto y el androceo. Las plantas con los pistilos así polinizados fueron 

colocadas en las condiciones de crecimiento mencionadas anteriormente. Los frutos ya 

secos y dehiscentes producidos por estas cruzas fueron colectados individualmente, algunas 

semillas (de 4 a 8, generación F1) de estos frutos fueron germinadas y las plántulas 

cultivadas en medio MS sólido como se describió anteriormente. Aproximadamente a los 

10 días posteriores a la siembra (dps), las plantas fueron transplantadas al sustrato de 

suelo:agrolita mencionado y llegado el momento se les permitió autopolinizarse. Todo el 

proceso se repitió para la siguiente generación (F2) usando al menos 20 semillas. Alrededor 

de los 20 dps, las plantas fueron genotipificadas como se ha descrito en la sección 4.2 y se 

seleccionaron aquellas que fueron homocigotas para los dos alelos de pérdida de función. 

 

4.4 Análisis fenotípico de la raíz 

 

Se determinó la longitud de la raíz primaria en los tiempos de desarrollo indicados 

en Resultados utilizando un vernier digital (Calibrador DIGIMATIC modelo CD-6” C5, 

Mitutoyo corp.). El análisis estadístico de los datos se realizó con el software JMP 

Statistical Discovery. 
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4.5 Análisis de la expresión genética por RT-PCR semicuantitativa 

 

Se aisló ARN total de tejido de raíz o de vástago aéreo por separado usando 

TRIzol® Reagent (Invitrogen
TM

) de la manera señalada en Fonseca, (2007) 
114

.  La síntesis 

del ADN complementario (ADNc) se llevó a cabo con la enzima SuperScript
TM

 Reverse 

Transcriptase II (Invitrogen
TM

) utilizando 500 ng de ARN y el oligonucleótido 

5’GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT3’ como cebador de la región 

de poli-adeninas de los ARN mensajeros. Se siguió el protocolo sugerido por el fabricante. 

Las condiciones de amplificación y la secuencia de los oligonucleótidos cebadores se 

describen en el Anexo 4. 

 

4.6 Análisis del tiempo de floración 

 

El tiempo de floración fue determinado con dos parámetros: (1) el número de dps 

requeridos para que el tallo alcance una altura de 1 cm y (2) el número total de hojas de la 

roseta (que incluyen tanto las hojas completamente expandidas como las hojas en 

expansión) presentes cuando el tallo alcanzó la longitud mencionada. El análisis estadístico 

de los datos se realizó con el software JMP Statistical Discovery. 

 

 



28 

 

5. Resultados 

 

5.1 Expresión Temporal de AGL17 en la Raíz 

 

Se examinó el patrón de expresión temporal de AGL17 en la raíz de Arabidopsis 

thaliana mediante un análisis de RT-PCR. Para ello se purificó ARN total de la raíz a los 5, 

10 y 15 dps y se llevó a cabo la amplificación de AGL17 como se describe en los métodos. 

La expresión de AGL17 presenta un incremento del 50 % a los 10 dps con respecto a la 

expresión de los 5 dps. Posteriormente, la expresión parece mantenerse constante hasta los 

15 dps (Figura 5). 

 
Figura 5. Cinética de expresión semi-cuantitativa de AGL17 en la raíz de Arabidopsis 

thaliana analizada por RT-PCR (A). Representación gráfica de los niveles de expresión en 

cada etapa de acuerdo a la intensidad relativa de las señales (B). Número de experimentos 

independientes = 3. 

 

 

5.2 Efectos de la Pérdida y la Ganancia de Función de AGL17 en el Crecimiento de 

la Raíz Primaria 

 

AGL17 es uno de los genes MADS-box que se expresa en la raíz (Burgeff et al., 

2002
 105

; Nawy et al., 2005 
106

 y sección 5.1). Para caracterizar este gene a nivel funcional 
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se utilizó un enfoque de genética reversa: analizando el fenotipo de la raíz de dos líneas de 

pérdida de función y una de ganancia de función. La línea homocigota de pérdida de 

función gk-agl17, que presenta una inserción de T-DNA en el cuarto exón, fue seleccionada 

a partir de la generación F2 mediante pruebas de resistencia a sulfadiazina y por 

genotipificación con oligonucleótidos específicos para AGL17 y para el T-DNA de la 

inserción (ver Figura 4, métodos y anexo 4). Como era de esperarse, la expresión de AGL17 

a nivel de ARNm es nula en esta línea (ver sección 5.3 y Figura 8). 

Se crecieron las dos líneas de pérdida de función w-agl17 y gk-agl17 además de la 

línea de ganancia de función (35S:AGL17) en las condiciones estándar utilizadas en el 

laboratorio (sales MS 0.2X y sacarosa 1%) y en algunas ocasiones se observó que las líneas 

de pérdida de función crecían un poco más (datos no mostrados), pero resultaba difícil 

reproducir estas observaciones. Debido a esto, el Dr. Dubrovsky sugirió observar y 

cuantificar el crecimiento de la raíz aislando a este órgano de la parte aérea con la finalidad 

de evitar que el transporte de hormonas y productos de la fotosíntesis de la parte aérea 

pudieran enmascarar o compensar las deficiencias genéticas del desarrollo de la raíz. Bajo 

estas condiciones, se pudo observar que las líneas de pérdida de función presentan una raíz 

primaria más larga que la línea de tipo silvestre, y de forma inversa, la línea de ganancia de 

función presenta una raíz más corta que la de tipo silvestre (Figura 6B), comparadas con las 

plántulas completas (Figura 6A). Estos resultados sugieren un papel represor de AGL17 en 

el crecimiento de la raíz primaria que puede ser parcialmente compensado por los aportes 

del vástago aéreo (ver Discusión). 

Para corroborar el papel represor de AGL17 en el crecimiento de la raíz se indujo la 

sobre-expresión de este gene en una línea transgénica que contiene una construcción 

inducible con estradiol que activa la sobre-expresión de AGL17 (pER22-AGL17, ver 

métodos) tanto en plántulas completas como en raíces aisladas. Por una parte, las plántulas 

de 2 dps de edad de las líneas de tipo silvestre y transgénica inducible se trataron con β-

estradiol o con un volumen igual de DMSO como placebo cada 24 horas hasta los 11 dps. 

En este caso se encontró que la raíz primaria de la línea transgénica inducida con β-

estradiol fue más corta que la de tipo silvestre tratada con estradiol y que los controles 

tratados con el placebo (Figura 7A). Además, se aislaron raíces a los 4 dps de la línea de 

tipo silvestre y de la transgénica inducible y se trataron con β-estradiol o con el placebo 
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cada 24 horas hasta los 10 dps, se cuantificó el incremento en la longitud de la raíz primaria 

y se encontró un menor incremento en la longitud de las raíces aisladas de la línea 

transgénica inducida que en las raíces de la línea de tipo silvestre tratada con β-estradiol y 

que en los controles tratados con el placebo (Figura 7B). Se llevó a cabo un análisis por 

RT-PCR para corroborar que el tratamiento de la línea transgénica con β-estradiol 

realmente promueve la sobre-expresión de AGL17 (ver sección 5.3 y Figura 8B), por lo que 

estos resultados demuestran que la sobre-expresión de AGL17 en la línea transgénica 

inducible inhibe el desarrollo de la raíz primaria. Este gen es el primero de la familia 

MADS-box que tiene un efecto inhibidor más que activador, sobre el crecimiento de la raíz. 

 
Figura 6. Longitud de la raíz primaria a los 11 dps en plántulas completas (A) y en raíces 

aisladas (B). En B las raíces se aislaron de la parte aérea a los 4 dps y tanto éstas como las 

plántulas completas en A fueron cultivadas en medio MS 0.2X con 2% de sacarosa bajo un 

régimen de fotoperiodo largo (16 hrs luz : 8 hrs oscuridad). Las barras con asteriscos (*) 

representan medias significativamente diferentes (P < 0.05) de la media de las plantas de 

tipo silvestre (WT) de acuerdo a la prueba de Mann-Whitney. N = 10-21 (A) y 20-28 (B). 

Las líneas en la parte superior de cada barra representan el error estándar. Nótese las 

diferencias en la escala entre A y B. Número de experimentos independientes = 2. 

 

 

Para determinar si el efecto de la sobre-expresión de AGL17 en la raíz depende de la 

etapa de desarrollo en la que se induce la sobre-expresión o de la duración total de la sobre-

expresión, se llevaron a cabo una serie de experimentos de inducción con β-estradiol en tres 

diferentes “ventanas” (momentos) del desarrollo de la raíz primaria de acuerdo al trabajo de 

Beemster y Baskin, (1998) 
3
: 4 a 6 dps, 6 a 8 dps y 8 a 10 dps. En cada caso, el aislamiento 

de las raíces y el tratamiento se inició al comienzo de cada ventana de desarrollo (4, 6 y 8 

dps, respectivamente). El β-estradiol o el placebo fueron suministrados cada 24 horas  y se 
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cuantificó el incremento en la longitud de la raíz primaria al final del periodo de cada 

ventana de desarrollo (6, 8 y 10 dps, respectivamente). No se encontraron diferencias en el 

incremento de la longitud de la raíz primaria en ningún caso (datos no mostrados), salvo 

cuando la inducción con β-estradiol se llevó a cabo constantemente cada 24 horas a partir 

de los 4 dps hasta los 10 dps (Figura 7B), por lo que la inhibición del crecimiento de la raíz 

primaria se debe a la sobre-expresión continua de AGL17 de los 4 a los 10 dps y no al 

efecto de esta sobre-expresión en un periodo determinado (ventana) del desarrollo 

temprano de la raíz. 

 

 
Figura 7. (A) Longitud de la raíz primaria a los 11 dps en plántulas tratadas con β-estradiol 

(+E) o con DMSO como placebo (-E). (B) Incremento de los 4 a los 10 dps en la longitud 

de raíces primarias aisladas bajo tratamiento con estradiol o con el placebo. Las barras con 

asteriscos (*) representan medias significativamente diferentes (P < 0.05) de la media de las 

plantas de tipo silvestre (WT) de acuerdo a la prueba de Mann-Whitney. N = 32-40 (A) y 

23-29 (B). Las líneas en la parte superior de cada barra representan el error estándar. 

Nótese la diferencia en la escala entre A y B. Número de experimentos independientes = 3. 

 

 

5.3 Efectos de la Pérdida y la Ganancia de Función de AGL17 sobre Algunos de los 

Componentes que Regulan el Ciclo Celular 

 

Los fenotipos de la raíz de las líneas de pérdida y de ganancia de función de AGL17 

sugieren que este gene participa en la regulación del crecimiento de este órgano, y el 

crecimiento de la raíz primaria depende exclusivamente de dos factores: la tasa de 

proliferación celular en el meristemo apical y de la tasa de crecimiento celular en la zona de 

alargamiento de la raíz. Debido a que no se encontraron diferencias a nivel celular entre el 

meristemo de los alelos de pérdida de función de AGL17 y el wt (desarreglos en la 



32 

 

estructura del meristemo o cambios en el tamaño de las células maduras, datos no 

mostrados), se decidió analizar indirectamente a la proliferación celular. Ésta depende 

directamente de la regulación del ciclo celular por lo que el análisis de la regulación 

transcripcional de las ciclinas es un buen indicador de las alteraciones en el ciclo celular y 

por lo tanto de la proliferación celular y el crecimiento (Ito, 2000
 45

). Por esta razón, se 

decidió analizar los efectos de la ganancia y la pérdida de función de AGL17 sobre la 

acumulación del ARN mensajero de algunos miembros representativos de las familias de 

ciclinas que se han asociado directamente con la progresión del ciclo celular: CYCA2;1, 

CYCB1;1 (que participan en la progresión de la transición G2/M) y CYCD3;1 (que 

participa principalmente en G1/S, ver sección 1.4), además, se analizó la expresión de 

KRP2 ya que es uno de los principales reguladores negativos de la actividad de las CDKs 

tanto en la transición G1/S como en G2/M (De Veylder et al., 2001
 48

). 

La expresión de estos cuatro genes se analizó mediante RT-PCR semicuantitativa en 

las líneas de pérdida de función de AGL17 en raíces de plántulas de 10 dps y en las raíces y 

vástagos aéreos de la línea de ganancia de función de AGL17 inducible por β-estradiol. En 

este último caso, el tratamiento con estradiol se hizo únicamente a los 8 y 9 dps (es decir, 

suministrando una segunda aplicación a las 24 horas de la primera). El tejido de raíz y 

vástago aéreo se colectó por separado a los 10 dps. 

CYCB1;1 presentó una expresión mayor en las líneas de pérdida de función (25 y 32 

% más en las líneas w-agl17 y gk-agl17, respectivamente; Figura 8A) y una expresión 

menor en la línea de ganancia de función tratada con β-estradiol (60 % menos; Figura 8B). 

La inhibición en la expresión de la CYCB1;1 por la sobre-expresión de AGL17 es específica 

para la raíz ya que los vástagos aéreos no presentaron variaciones en la expresión de esta 

ciclina (Figura 8B).  

Por otra parte, no se observaron diferencias en la expresión de CYCA2;1, CYCD3;1 

y KRP2 en las líneas de pérdida de función ni en las de ganancia de función (Figura 8). 
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Figura 8. Análisis de la expresión genética de algunos componentes de la regulación del 

ciclo celular por RT-PCR semicuantitativa en tejido de raíz de 10 dps de las líneas de 

pérdida de función (A) y en raíz y vástago aéreo de las líneas de ganancia de función de 

AGL17 a los 10 dps (B). En B, las plántulas fueron tratadas con β-estradiol (+E) o con 

DMSO como placebo (-E) a los 8 y 9 dps, y el tejido fue colectado a los 10 dps. pER 

(pER22-AGL17, la línea transgénica inducible por β-estradiol, ver Materiales y Métodos). 

Número de experimentos independientes = 3-4. 

 

 

5.4 Análisis de Interacciones Genéticas entre AGL17 y AGL16, AGL21, SOC1 y 

ANR1 en el Crecimiento de la Raíz Primaria. 

 

Debido a que AGL17, ANR1, AGL21 y AGL16 presentan una alta similitud 

(Martínez-Castilla y Álvarez-Buylla, 2003
 97

) y a que AGL17 interactúa con AGL16, 

AGL21 y SOC1 a nivel de proteína (de Folter et al., 2005 
110

), es posible pensar que 

algunos de estos genes podrían enmascarar el fenotipo de la pérdida de función de AGL17, 

por lo que se llevó a cabo la generación de los siguientes mutantes dobles entre las líneas de 
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pérdida de función de AGL17 y líneas de pérdida de función de cada uno de los otros cuatro 

genes mencionados: spm-agl21 gk-agl17; agl16 gk-agl17; anr1-2 gk-agl17; anr1-2 w-

agl17 y soc1 gk-agl17. Una vez obtenidos se crecieron y se cuantificó la longitud de la raíz 

primaria a los 7 y 10 dps, la cual se comparó con las obtenidas en los mutantes sencillos y 

la línea de tipo silvestre. 

Se observó que la pérdida de función simultánea de AGL17 y cualquiera de los otros 

genes MADS-box estudiados tienen efectos diversos y dinámicos (Figura 9), por ejemplo, 

la pérdida de función de AGL17 y AGL21 no tiene efecto a los 7 dps (Figura 9A) pero a los 

10 dps genera raíces más cortas que las de tipo silvestre (Figura 9B). Tampoco se 

observaron relaciones epistáticas claras, sin embargo, dentro de la diversidad de efectos 

puede observarse un patrón claro: la pérdida de función simultánea de AGL17 y cualquier 

otro de los genes MADS-box que codifican a sus interactores proteicos (AGL16, AGL21 y 

SOC1) genera raíces más cortas que las líneas parentales o la de tipo silvestre (Figura 9). 

Este efecto sólo fue estadísticamente significativo en una de las dos etapas del desarrollo 

analizadas en cada mutante doble: a los 7 dps para el mutante agl16 gk-agl17 (Figura 9A) y 

a los 10 dps para los mutantes spm-agl21 gk-agl17 y soc1 gk-agl17, sin embargo, también 

en las otras etapas la generación de raíces más cortas es notoria aunque no sea 

estadísticamente significativa (Figura 9). Este resultado es sorprendente, pues sugiere que 

al anular más de un miembro de los posibles dímeros o tetrámeros conformados junto con 

AGL17 (de Folter et al., 2005 
110

), se observa un papel activador del crecimiento, contrario 

al efecto represor que se demostró anteriormente en el mutante sencillo de AGL17 (este 

resultado se discute en la sección 6.4). Únicamente la pérdida de función simultánea de 

AGL17 y ANR1 no tuvo repercusión en la longitud de la raíz primaria (Figura 9B y datos no 

mostrados), por lo que podemos concluir que no existe redundancia funcional entre ellos, al 

menos en lo que concierne al crecimiento de la raíz primaria. 
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Figura 9. Comparación de las medias de longitud de la raíz primaria de los mutantes dobles, 

los mutantes simples y la línea de tipo silvestre a los 7 (A) y 10 dps (B). Las barras con 

letras distintas representan medias significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de 

Mann-Whitney (P < 0.05). El tamaño de muestra (n) para cada línea a los 7 y 10 dps, 

respectivamente, es la siguiente: wt, n= 64 y 45; gk-agl17, n= 65 y 46; spm-agl21, n= 60 y 

44; spm-agl21 gk-agl17, n= 61 y 46; agl16, n= 23 y 47; agl16 gk-agl17, n= 35 y 52; anr1-

2, n= 37 (sólo en B); anr1-2 gk-agl17, n= 50 (sólo en B); soc1, n= 60 y 43; y soc1 gk-

agl17, n= 63 y 40. Las líneas en la parte superior de cada barra representan el error estándar 

y los valores numéricos (en mm) representan las medias. Número de experimentos = 1. 
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6. Discusión 

 

6.1 AGL17 es un Represor del Crecimiento de la Raíz 

 

La función de los genes MADS-box expresados en la raíz ha sido pobremente 

estudiada si se compara con estudios de aquellos que participan en la transición a la 

floración y la organogénesis floral. Sin embargo, la caracterización de los que han sido 

estudiados demuestra que tienen funciones muy relevantes en el desarrollo de la raíz 

(Burgeff et al., 2002 
105

; Tapia-López et al., 2008 
94

). 

En el presente trabajo se comenzó la caracterización de la función de AGL17, otro 

de los genes MADS-box cuya expresión es preponderante en la raíz (Burgeff et al., 2002
 

105
; Nawy et al., 2005

 106
) al menos durante las etapas tempranas de su desarrollo post-

embrionario (Figura 5). Ya con anterioridad se había observado que la pérdida de función 

de AGL17 genera raíces más largas que las de genotipo silvestre cuando las plántulas son 

crecidas en condiciones nutricionales particulares (concentración de sales MS superior al 

0.2X; Álvarez-Buylla, comunicación personal). Sin embargo, en este estudio no se 

encontraron diferencias consistentes en el crecimiento de la raíz primaria entre las plántulas 

de las líneas de pérdida de función comparadas con la de tipo silvestre en condiciones 

nutricionales estándar (sales MS 0.2X, sacarosa al 1%, Figura 6). 

Se han descrito algunos procesos en los que la raíz influye en el crecimiento y 

desarrollo de los órganos aéreos y viceversa (van Norman et al., 2004 
116

; Nelson, 2004 
117

; 

Zhou et al., 2008 
118

), por lo que la ausencia de un fenotipo evidente en las plántulas podría 

deberse a que la pérdida de función de AGL17 genera cambios en el crecimiento de la raíz 

muy sutiles que podrían ser enmascarados por algún tipo de señal compensatoria 

proveniente de la parte aérea. Para eliminar este efecto, se aislaron las raíces de los 

vástagos aéreos y en este contexto de desarrollo las raíces de las líneas de pérdida de 

función de AGL17 resultaron ser significativamente más largas que las de tipo silvestre. De 

forma inversa, la línea de ganancia de función constitutiva (35S:AGL17) presentó raíces 

más cortas (Figura 6). Con estos experimentos se apoya el papel inhibitorio de AGL17 en el 

crecimiento de la raíz de Arabidopsis thaliana. 
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Para confirmar el fenotipo de la línea 35S:AGL17, se indujo la sobre-expresión de 

AGL17 en una línea transgénica inducible por β-estradiol (pER22-AGL17), tanto en 

plántulas completas como en raíces aisladas, y en ambos casos se obtuvieron raíces más 

cortas que las de tipo silvestre (Figura 7). La discrepancia entre el fenotipo de tipo silvestre 

de la raíz en la línea 35S:AGL17 y el fenotipo de raíz corta en la línea inducible pER22-

AGL17 observados en las plántulas completas puede deberse a que la construcción genética 

en la segunda promueve una sobre-expresión mucho mayor que las construcciones con 

promotores 35S tradicionales (Zou et al., 2000 
114

). Las diferencias encontradas son sutiles 

pero estadísticamente significativas y demuestran un papel represor de AGL17 en el 

crecimiento de la raíz. Este efecto represor es débil y probablemente depende de la acción 

redundante de otros genes de la misma familia MADS-box.  

Sin embargo, también hay que mencionar que debido a que se trata de una línea de 

sobre-expresión, el fenotipo observado podría ser producto de una ganancia de función de 

AGL17 más que de la función desempeñada bajo los niveles de expresión de tipo silvestre. 

Hasta ahora sólo se conocían genes MADS-box con un efecto promotor del 

crecimiento de la raíz (XAL1/AGL12, Tapia-López et al., 2008
 94

; AGL14 y AGL19, Garay-

Arroyo et al., Jaimes-Miranda et al., manuscritos en preparación), por lo que la 

caracterización del papel represor de AGL17 sobre este proceso es novedosa y muy 

relevante para el entendimiento de la dinámica de regulación transcripcional que subyace 

tras la homeostasis del meristemo de la raíz de Arabidopsis thaliana. 

Por otra parte, la expresión de AGL17 en la raíz se incrementa de los 5 a los 10 dps 

(Figura 5), que es el mismo lapso de tiempo en el que se sabe que ocurre una aceleración 

del crecimiento de la raíz (Beemster and Baskin, 1998 
3
). Dado el papel represor de AGL17, 

esta aceleración sólo podría ser posible si factores antagónicos a AGL17 son activados 

durante este intervalo de tiempo conjuntamente con otra serie de cambios moleculares que 

modifiquen la dinámica de la proliferación celular en el meristemo y la dinámica del 

crecimiento y la diferenciación celular en la zona de transición, por ejemplo, a través del 

acoplamiento de un aumento en la tasa de proliferación celular en el meristemo (lo cual 

aumentaría el número de células por unidad de tiempo disponibles para el crecimiento) con 

un aumento simultáneo en la tasa de inicio de la diferenciación celular (lo cual aumenta el 

número de células que salen del meristemo por unidad de tiempo y que comienzan a 
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diferenciarse en los tejidos maduros de la raíz), todo esto sin modificar sustancialmente el 

tamaño del meristemo apical. Si esta sincronización entre proliferación y diferenciación 

tiene lugar, entonces AGL17 podría participar en el módulo genético que regula los cambios 

en la dinámica celular del meristemo, actuando directamente sobre la regulación del ciclo 

celular y por lo tanto, en el proceso de proliferación celular. Para probar esta hipótesis, se 

cuantificaron los niveles de ARNm de algunos reguladores clave del ciclo celular en los 

fondos mutantes y en una de las líneas de sobre-expresión de AGL17. 

 

 

6.2 Efecto de AGL17 sobre algunos Componentes que Regulan la Progresión del 

Ciclo Celular en la Raíz 

 

El efecto de AGL17 en el crecimiento de la raíz puede llevarse a cabo a través de la 

regulación de la proliferación celular o del crecimiento anisométrico (alargamiento) de las 

células en proceso de diferenciación. Sin embargo, existe evidencia de que la tasa de 

proliferación regula directamente la tasa de alargamiento al determinar el número de células 

que se alargan por unidad de tiempo (Beemster and Baskin, 1998 
3
). Por este motivo se 

decidió analizar el efecto de la pérdida y la ganancia de función de AGL17 sobre algunos 

componentes del ciclo celular, el cual regula la tasa de proliferación celular en el meristemo 

apical de la raíz. 

Algunas ciclinas de los tipos A, B y D se expresan abundantemente en el meristemo 

apical de la raíz (Engler Jde et al., 2009 
119

): en particular CYCA2;1 (Burssens et al., 2000
 

82
), CYCA3;1, CYCA3;2 (Takahashi et al., 2010 

120
), CYCB1;1, CYCB2;1 (Casimiro et 

al., 2001 
121

; Werner et al., 2003 
122

) y CYCD3;1 (Schmid et al., 2005 
123

). Además, otros 

estudios correlacionan el nivel de la expresión de CYCA2;1 (Burssens et al., 2010 
124

), 

CYCB1;1 (Doerner et al., 1996 
125

; Lee et al., 2003 
126

; Sánchez-Calderón et al., 2005 
127

), 

CYCD2;1 (Qi y John, 2007 
128

), CYCD3;1 y CYCD3;2 (Zhang et al., 2009 
129

) con la tasa 

de proliferación celular en el RAM y el crecimiento de la raíz. Así, en el presente trabajo se 

eligió una ciclina representativa de las clases A, B y D (CYCA2;1, CYCB1;1 y CYCD3;1) 

para analizar su expresión en las líneas de pérdida y de ganancia de función de AGL17. 

También se analizó la expresión de KRP2, uno de los principales inhibidores de los 
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complejos CDK-ciclina, cuya expresión y función en el desarrollo de la raíz está bien 

documentada (De Veylder et al., 2001
 48

; Himanen et al., 2002
 53

). 

La pérdida de función de AGL17 genera un aumento en la expresión de CYCB1;1 y 

su sobre-expresión tiene el efecto contrario (Figura 8) correlacionando claramente con los 

fenotipos observados en la raíz (Figuras 6 y 7). Además, es interesante que esta regulación 

sobre CYCB1;1 es específica para este órgano ya que la sobre-expresión de AGL17 en el 

vástago aéreo no repercutió en la expresión de esta ciclina (Figura 8B).  

Por otro lado, la expresión de CYCA2;1, CYCD3;1 y KRP2 no se ve alterada en los 

fondos de pérdida y ganancia de función de AGL17, sugiriendo que este gen no es un 

regulador imprescindible de estos genes (Figura 8). Estos datos sugieren que AGL17 tiene 

una función represora sobre la progresión del ciclo celular en la raíz durante la transición 

G2/M al inhibir la expresión de CYCB1;1, la principal ciclina mitótica. Sin embargo, los 

efectos de la pérdida y la ganancia de función de AGL17 a nivel fenotípico no son tan 

evidentes debido a dos causas: una es que AGL17 actúe redundantemente con otros factores 

represores y la otra es que existen factores activadores que compiten con AGL17 y tienen 

mayor afinidad por los genes blanco que tienen en común. La segunda opción parece ser la 

más factible por dos razones: la primera es que no parece existir redundancia funcional de 

naturaleza represora entre AGL17 y al menos los genes más cercanamente relacionados con 

él (ver secciones 5.4 y 6.4), la segunda es que la proteína AGL17 se asocia con los mismos 

factores que AGL12, AGL14 y AGL19 (de Folter et al., 2005 
110

), los cuales son 

promotores del crecimiento de la raíz (Tapia-López et al., 2008
 94

; Garay-Arroyo et al., 

Jaimes-Miranda et al., manuscritos en preparación), las implicaciones de este hecho se 

discuten en la siguiente sección. 

En el presente trabajo se analizaron sólo algunos de los componentes del ciclo 

celular más representativos, pero un análisis más amplio que incluya un mayor número de 

componentes del ciclo celular (las CDKs, los factores MYB y otras ciclinas) podría permitir 

determinar si el papel de AGL17 en este proceso es puntual o más preponderante de lo que 

este trabajo ha mostrado. Su acción puntual sugerida por los resultados de este trabajo 

podría constituir la explicación al papel sutil de este gene en el crecimiento de la raíz. 

La regulación de la homeostasis del meristemo apical de la raíz ha mostrado ser un 

proceso muy robusto puesto que son pocas las alteraciones genéticas que ocasionan una 
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clara disrupción total de la actividad meristemática e incluso genes fundamentales del 

desarrollo de este órgano presentan dos o más homólogos que podrían actuar de manera 

redundante, por lo que sólo al generar la pérdida de función de todos ellos es posible 

observar alteraciones importantes e irreversibles en el meristemo (Galinha et al., 2007 
19

; 

Saiga et al., 2008 
130

; Casson et al., 2009 
131

). Por ello, no es sorprendente que un factor de 

transcripción como AGL17 tenga una participación sutil en la actividad meristemática, ya 

que forma parte de una compleja red de regulación de la homeostasis del meristemo que 

lleva al crecimiento regulado y normal de este órgano, a través de los procesos coordinados 

de proliferación y diferenciación celular, en donde intervienen un gran número de factores 

tanto conocidos (ver secciones 1.3-1.5), así como de otros aún por determinar (Azpeitia et 

al., 2010 
22

). 

 

6.3 La Combinatoria de las Proteínas con Dominio MADS en los Complejos 

Funcionales Participa en la Regulación de la Homeostasis del Meristemo Apical de 

la Raíz 

 

Como ya se ha mencionado, las proteínas con dominio MADS ejercen su función al 

asociarse entre sí en dímeros y tetrámeros (Davies et al., 1996 
107

; Fan et al., 1997 
108

; 

Kaufmann et al., 2005 
109

). AGL17 y XAL1/AGL12 pueden dimerizar con AGL16, 

SOC1/AGL20 y AGL21 en ensayos de dos híbridos, mientras que AGL14 lo hace con 

AGL16 y SOC1 y AGL19 dimeriza con SOC1 y AGL21 (de Folter et al., 2005 
110

). Tanto 

AGL12, AGL14 y AGL19 son promotores del crecimiento de la raíz (Tapia-López et al., 

2008
 94

; Garay-Arroyo et al., Jaimes-Miranda et al., manuscritos en preparación) por lo que 

es posible que AGL17 deba competir con éstos por los interactores comunes para llevar a 

cabo su efecto represor sobre el crecimiento (Figura 10), y  el que un solo represor deba 

competir con los tres activadores para formar los oligómeros funcionales puede desplazar el 

balance hacia la promoción del crecimiento. El hecho de que la expresión de AGL17 se 

mantenga en niveles altos durante el desarrollo temprano de la raíz (Figura 5) y aun así se 

presenten aceleraciones en el crecimiento de este órgano (Beemster y Baskin, 1998 
3
) y que 

su sobre-expresión sólo genere raíces ligeramente más cortas que las de tipo silvestre 

parecen indicar que: (1) la probabilidad de formar complejos “promotores del crecimiento” 
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es mayor , (2) la afinidad de AGL17 por sus interactores es baja, (3) el efecto represor de 

AGL17 es muy local (restringido a los tejidos donde se expresa: el CQ y la cofia lateral, 

Nawy et al., 2005 
106

; Burgeff et al., 2002 
105

) o (4) que el requerimiento de AGL17 en la 

modulación del crecimiento de la raíz está enfocado a condiciones particulares de 

crecimiento, como a la presencia o ausencia de nutrientes o en respuesta a otro estímulo 

ambiental. En este mismo sentido, durante la sobre-expresión de AGL17, la concentración 

de su proteína podría superar a la de AGL12/14/19 en todos los tejidos de la plántula, lo 

cual posiblemente compensaría su baja afinidad por los factores comunes y sus 

restricciones espaciales, desplazando el equilibrio hacia la formación de tetrámeros 

represores, lo que sólo entonces permite evidenciar la función represora de este gene 

(Figuras 7, 8 y 10). Dicho esto, la función represora de AGL17 parece limitarse a la 

modulación del crecimiento de la raíz que es promovido por los AGLs activadores, entre 

otros factores. Esta modulación podría generarse a través de la regulación de los AGLs 

comunes (AGL16, AGL21, SOC1), de tal manera que un aumento en la producción de 

éstos podría incrementar la probabilidad de que AGL17 tenga acceso a ellos y pueda ejercer 

su papel represor.  

Se sabe que la expresión de AGL16, AGL21 y SOC1 se incrementa bajo condiciones 

de estrés por carencia de fosfatos (Gan et al., 2005 
112

), una condición que promueve un 

menor crecimiento de la raíz primaria (Linkhor et al., 2002 
132

), en cambio, la expresión de 

AGL17, AGL12, AGL14 y AGL19 no es influenciada por la disponibilidad de nutrientes 

(Gan et al., 2005
 112

). En estas condiciones, el aumento en la concentración de AGL16, 

AGL21 y SOC1 resultantes, podrían promover que AGL17 tenga acceso a ellos y puedan 

modular el crecimiento de la raíz al reducir la proliferación celular (Figura 10). Claro está, 

este sería sólo una parte de los mecanismos que promueven la disminución del crecimiento 

de la raíz en estas condiciones. Por lo tanto, para poner a prueba esta hipótesis, sería 

interesante analizar detalladamente el crecimiento de las líneas de pérdida y de ganancia de 

función de AGL17 en condiciones de deficiencia de fosfatos y nitratos, y alternativamente, 

observar el efecto que tiene la sobre-expresión conjunta de AGL16, AGL21 y SOC1 en el 

crecimiento de la raíz. 
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Figura 10. Modelo combinatorio de la función represora de AGL17 y las funciones 

activadoras de AGL12, AGL14 y AGL19 sobre el crecimiento de la raíz primaria de A. 

thaliana. AGL17 compite con los tres activadores por la asociación con los tres factores 

comunes (AGL16, AGL21 y SOC1) para la formación de un tetrámero funcional que 

reprime la expresión de CYCB1;1, lo cual arresta el ciclo celular de las células 

meristemáticas en la transición G2/M inhibiendo el crecimiento de la raíz. Las auxinas 

promueven la expresión de AGL12 y podrían reprimir la de AGL17. Por otra parte, la 

carencia en fosfato y nitrato promueve la expresión de los interactores comunes, lo cual 

podría aumentar las posibilidades de que AGL17 forme parte del tetrámero represor.  

 

 

Con respecto al vástago aéreo, la incapacidad de la sobre-expresión de AGL17 para 

repercutir en la expresión de CYCB1;1 (Figura 9) en las etapas tempranas del desarrollo de 

la plántula (10 dps) puede deberse a la ausencia de sus interactores (AGL16, AGL21 y 

SOC1) en estas etapas del desarrollo en tejidos aéreos, aunque la activación de su expresión 

en etapas posteriores podría modular el crecimiento y la producción de hojas del vástago 

aéreo al formar tetrámeros represores con AGL17 (ver Anexo 3 y sección 6.5). También es 

posible que AGL17 tenga un papel opuesto en el vástago aéreo del que tiene en la raíz: 

actuando exclusivamente como un factor activador, como sugiere la regulación positiva de 

LFY (LEAFY) y AP1 ( APETALA1) mediada por AGL17 (ver Anexos 1, 2 y sección 6.5). 

Un aspecto final en el modelo es la integración con la señalización hormonal de las 

auxinas: estas hormonas promueven la proliferación celular a ciertas concentraciones 

(Himanen et al., 2002
 53

; Sieberer et al., 2003
 81

) y una de las vías por la que llevan a cabo 
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este proceso podría estar mediado por AGL12 (Tapia-López et al., 2008
 94

). Por otra parte, 

la inhibición del transporte o de la señalización de las auxinas promueven la expresión de 

AGL17 (https://www.genevestigator.com), por lo que el gradiente en la concentración de 

esta hormona que existe en el meristemo apical de la raíz, podría modular la acción de 

AGL17 de forma tal que en la zona de transición de la raíz existiría un incremento en la 

expresión de AGL17, participando en la inhibición de la proliferación celular que ocurre al 

comienzo de la diferenciación de las células de la raíz. 

 

 

6.4 AGL17 y ANR1 no actúan redundantemente y Existen Relaciones Genéticas 

Complejas entre AGL17, AGL16, AGL21 y SOC1 durante el Desarrollo de la Raíz 

 

El fenotipo de las raíces de las líneas de pérdida y de ganancia de función de AGL17 

es el mismo que el de la línea de tipo silvestre en plántulas completas y los fenotipos de las 

raíces aisladas son sutiles (Figuras 6 y 7), por lo que es posible que la función de AGL17 

sea redundante o dependa de la presencia de proteínas codificadas por otros genes. Los 

genes candidatos más probables que podrían actuar redundantemente con AGL17 son los 

genes MADS-box con mayor similitud en su secuencia nucleotídica con nuestro gene de 

estudio. Estos genes son AGL21, AGL16 y ANR1 (Martínez-Castilla y Álvarez-Buylla, 

2003
 97

). Además, AGL17 también podría requerir de la expresión de AGL21, AGL16 y 

SOC1 ya que interactúa físicamente con estos a nivel de proteína (de Folter et al., 2005 
110

). 

Para llevar a cabo los análisis de interacciones genéticas se generaron cinco 

mutantes dobles: spm-agl21 gk-agl17; agl16 gk-agl17; anr1-2 gk-agl17; anr1-2 w-agl17 y 

soc1 gk-agl17 con la finalidad de analizar el efecto de la pérdida de función simultánea de 

AGL17 con cada uno de los otros cuatro genes (sección 5.4). 

La pérdida de función de cada uno de los genes analizados no genera alteraciones en 

la longitud de la raíz primaria en los mutantes sencillos de pérdida de función, con 

excepción del mutante soc1, cuya raíz primaria es más larga que la de tipo silvestre a los 7 

dps (Figura 9A). Este resultado es preliminar y debe ser corroborado posteriormente. Sin 

embargo, estas observaciones sugieren que estos genes no son determinantes de manera 

individual para el crecimiento de la raíz, aunque la posibilidad de que presenten un fenotipo 

en raíces aisladas como ocurre con los mutantes agl17 no puede ser descartado. 
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En el caso de los mutantes dobles, se observaron otros dos tipos de respuestas en el 

análisis del crecimiento de la raíz: por una parte, en agl16 gk-agl17 la raíz primaria 

presentó una longitud menor que la de tipo silvestre y que las líneas mutantes parentales a 

los 7 dps, pero en etapas posteriores (10 dps) esta diferencia fue compensada (Figura 9). En 

el segundo tipo de respuesta, los mutantes dobles spm-agl21 gk-agl17 y soc1 gk-agl17 

presentaron una longitud de tipo silvestre de la raíz primaria a los 7 dps pero en una etapa 

posterior (10 dps), la pérdida de función de estos dos genes generó raíces más cortas que las 

de tipo silvestre y que los mutantes parentales (Figura 9). Estas observaciones preliminares 

muestran una dinámica compleja en la regulación de la longitud de la raíz primaria por 

estos genes en donde los efectos de algunos de ellos muestran una dependencia temporal, es 

decir, algunos de ellos parecen tener contribuciones en etapas específicas del desarrollo de 

la raíz que pueden ser relevadas por otros genes en etapas posteriores, lo cual hace 

indispensable conocer con sumo detalle los patrones dinámicos de expresión de todos estos 

genes. 

Es importante hacer notar que los dos tipos de respuestas mencionadas en el análisis 

del crecimiento de la raíz primaria de los dobles mutantes involucran una reducción en la 

longitud de la raíz únicamente cuando la pérdida de función de AGL16, AGL21 o SOC1 

está acompañada de la pérdida de función de AGL17 (Figura 9). Esta observación sugiere 

un papel activador de AGL17, AGL16, AGL21 y SOC1 durante el desarrollo de la raíz 

opuesto al papel represor de AGL17 que ha sido mostrado hasta ahora.  

Se han demostrado funciones tanto activadoras como represoras para algunas 

proteínas con dominio MADS en algunos procesos del desarrollo. Por ejemplo, el 

heterodímero SOC1-AGL24 tiene una función activadora directa sobre el gene LFY en las 

etapas más tempranas del desarrollo del meristemo de flor (Lee et al., 2008 
133

). Sin 

embargo, el heterodímero SOC1-AGL24 también desempeña un papel represor tanto en el 

meristemo de inflorescencia como en los dos primeros estadíos del meristemo de flor sobre 

SEPALLATA3 (SEP3), lo que impide la activación temprana de los genes tipo B y C de la 

morfogénesis floral; esta función represora está mediada por SAP18, uno de los miembros 

del complejo Sin3-HDAC (desacetilasa de histonas) que modulan el silenciamiento 

epigenético mediante la acetilación de la histona H3 (Song y Galbraith, 2006 
134

; Liu et al., 

2009 
135

). 
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En el presente trabajo, se ha demostrado parcialmente que AGL17 tiene una función 

principalmente represora en el crecimiento de la raíz, sin embargo, las proteínas con 

dominio MADS ejercen su función como dímeros o tetrámeros (Kaufmann et al., 2005 
109

) 

y dado que no hay evidencia de que AGL17 forme homodímeros, su actividad represora 

tendría que llevarse a cabo mediante la dimerización con AGL16, AGL21 o SOC1 (que son 

las proteínas con dominio MADS que se dimerizan con AGL17 en ensayos de dos híbridos, 

de Folter et al., 2005 
110

) u con otro tipo de proteínas. Sin embargo, el análisis de las 

interacciones genéticas entre AGL17 y los genes que codifican a sus tres interactores 

sugiere que la función de los dímeros AGL17-AGL16  AGL17-AGL21 y AGL17-SOC1 es 

activadora al menos en algunas etapas del desarrollo, por lo que la función represora de 

AGL17 tendría que estar mediada por otros factores desconocidos. 

Por lo tanto, AGL17 podría constituir un gene modulador del crecimiento de la raíz 

que puede actuar como represor o activador cuya función depende de los miembros con los 

que se asocia en los heterodímeros funcionales a distintas etapas del desarrollo. Parte de la 

sutileza de los fenotipos asociados a la ganancia y pérdida de función de este gene sobre el 

crecimiento de la raíz puede deberse a la doble función activadora/represora de AGL17 que 

actuaría concertadamente con una plétora de factores que le brindan especificidad 

funcional. 

Otra explicación para los fenotipos de raíz corta de los mutantes dobles agl16 agl17, 

agl21 agl17 y soc1 agl17 podría ser que la pérdida de función de los interactores comunes 

(AGL16, AGL21 y SOC1) ocasione la disrupción parcial de la función activadora de 

AGL12/14/19 sobre el crecimiento de la raíz. Sin embargo, esta explicación no es 

compatible con las observaciones de los fenotipos de los mutantes simples agl16, agl21 y 

soc1 los cuales presentan una longitud de la raíz que no difiere de la línea de tipo silvestre. 

Por otra parte, puede generarse un modelo combinatorio que podría explicar la 

doble función de AGL17 (Figura 11) tomando en cuenta, por un lado, la formación de 

tetrámeros funcionales entre las proteínas con dominio MADS y el papel activador de 

AGL12/14/19, y asumiendo por otro lado que: (1) AGL17 puede formar parte de complejos 

promotores y represores del crecimiento con una mayor tendencia hacia la formación de 

estos últimos y (2) el papel represor lo lleva a cabo mediante su asociación con 

AGL12/14/19 a través de AGLs comunes. 
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Figura 11. Modelo combinatorio parcial de la formación de tetrámeros activadores 

(derecha) y represores (izquierda) del crecimiento de la raíz entre proteínas con dominio 

MADS. AGL17 podría formar parte de ambos tipos de tetrámeros pero el balance tendría 

que estar desplazado hacia la formación de complejos represores (representado en el 

esquema por el grosor relativo de las flechas). La proteína denominada ? representa un 

factor hipotético que actúa redundantemente con AGL17. 

 

 

De acuerdo a este modelo, si consideramos que un tetrámero con función promotora 

del crecimiento pudiera estar constituido tanto por un AGL activador (AGL12, por 

ejemplo) como por AGL17, así como por dos proteínas comunes (AGL16 y AGL21, por 

ejemplo), la pérdida de función simultánea de AGL17 y AGL21 en el mutante doble 

correspondiente tendría el efecto colateral de anular parcialmente la función promotora del 

crecimiento de AGL12, este efecto sería parcial porque AGL12 aún podría formar otros 
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tetrámeros funcionales con otras de las proteínas disponibles como AGL16 y SOC1. Por 

otro lado, el papel represor del crecimiento de AGL17 estaría determinado por la formación 

de tetrámeros donde sólo ocurra la hetero-oligomerización de AGL17 con los interactores 

comunes (AGL16, AGL21 y SOC1; Figura 11).  

Este modelo permite explicar todos los fenotipos observados en el presente trabajo: 

(1) las raíces del mutante simple de AGL17 son ligeramente más largas que las del tipo 

silvestre ya que este gene también forma parte de los tetrámeros promotores del 

crecimiento junto con AGL12/14/19, pero debido a que el balance estaría ligeramente 

desplazado hacia la formación de tetrámeros represores, el efecto fenotípico que se observa 

sería precisamente el de esta última función (Figuras 6B y 11). (2) En la línea de ganancia 

de función de AGL17 tenderían a formarse tetrámeros promotores e inhibidores del 

crecimiento, pero el balance estaría desplazado hacia la formación de estos últimos, 

generando raíces ligeramente más cortas que las del tipo silvestre (Figuras 7 y 11). (3) La 

pérdida de función simultánea de AGL17 y cualquiera de los genes que codifican para los 

interactores comunes en los mutantes dobles analizados generan raíces más cortas que las 

de tipo silvestre ya que en estos casos se estaría impidiendo la formación de algunos de los 

posibles tetrámeros promotores del crecimiento (en los que AGL12, AGL14 o AGL19 

serían componentes indispensables), lo cual sería evidenciado a nivel fenotípico (Figuras 9 

y 11). 

Finalmente, debe hacerse notar que AGL17 y sus interactores son sólo un pequeño 

módulo genético de una compleja red de regulación que determina la homeostasis del 

meristemo y el crecimiento de la raíz, por lo que lo descrito en esta tesis brindará un mayor 

entendimiento de este proceso en la medida en la que pueda ser integrado a un marco 

conceptual más amplio. 

 

 

6.5 AGL17 es un Protomor de la Transición a la Fase Reproductiva (Floración) y 

Regula el Desarrollo Vegetativo en el Vástago Aéreo Junto con AGL21 

 

La transición a la floración es de importancia fundamental en el ciclo de vida de 

cualquier angiosperma ya que es el punto de inicio de la producción de la siguiente 
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generación por lo que determina la adecuación del organismo. Este proceso puede llevarse 

a cabo en Arabidopsis thaliana a través de cuatro vías principales interconectadas de 

acuerdo a la caracterización de los fenotipos de los genes mutados. Estas vías son: la del 

fotoperiodo, la de vernalización, la autónoma y la regulada por las giberelinas (Amasino, 

2010 
136

).  

Como se describe detalladamente en los Anexos 1 y 2, AGL17 tiene un papel 

promotor de la floración a través de la vía del fotoperiodo. En el fotoperiodo inductor de 

días largos, la estabilización de la proteína CO (CONSTANS) al final de la etapa de luz 

promueve la expresión de AGL17 en el vástago aéreo y éste es capaz de inducir la 

expresión de los genes de identidad del meristemo floral LFY y AP1 paralelamente a la 

acción de FT (FLOWERING LOCUS T). La existencia de estas dos vías (la de FT y la de 

AGL17) garantiza la robustez de la respuesta de la floración ante el fotoperiodo asegurando 

que esta etapa crítica en el ciclo de vida de A. thaliana pueda llevarse a cabo. 

AGL21 es el gene con mayor similitud a AGL17 (Martínez-Castilla y Álvarez-

Buylla, 2003
 97

), por lo que existe la posibilidad de que sus funciones en la transición a la 

floración sean similares. De hecho, la pérdida de función de AGL21 genera un retraso en la 

floración muy similar al que ocurre por la pérdida de función de AGL17 (Anexo 3). Este 

retraso en la línea mutante w-agl21 se evidencia únicamente por la mayor producción de 

hojas de la roseta previamente a la floración bajo un fotoperiodo de días largos, en 

comparación a las plantas de tipo silvestre. Por otro lado, la pérdida de función simultánea 

de AGL21 y AGL17 en el mutante doble no acentúa el retraso de la floración que presentan 

los mutantes individuales parentales (Anexo 3), por lo tanto, estos dos genes podrían actuar 

conjuntamente en la inducción de la floración posiblemente formando parte de un mismo 

heterodímero (de Folter et al., 2005
 110

). 

Dado que las pérdidas de función de AGL21 y de AGL17 (en el caso del alelo gk-

agl17) no retrasan la floración temporalmente, sino sólo ontogenéticamente (Anexo 3), es 

adecuado desligar los procesos de la transición a la floración y el desarrollo vegetativo 

considerándolos hasta cierto punto independientes uno del otro. Bajo este esquema tanto 

AGL17 como AGL21 participarían en la inhibición del desarrollo vegetativo y AGL17 

también en la promoción de la floración. Este papel represor de estos genes en el desarrollo 

vegetativo del vástago aéreo estaría en concordancia con el papel represor de AGL17 en el 



49 

 

crecimiento de la raíz, por lo que podría llegar a considerarse que este gene tiene dos 

funciones principales: por un lado sería un represor general del crecimiento y por otro, un 

promotor de la floración. 
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7. Conclusiones 

 

 

1. La expresión de AGL17 puede detectarse en la raíz a los 5 dps y a los 10 dps 

presenta un incremento que se mantiene en etapas posteriores. 

 

2. AGL17 es un represor del crecimiento de la raíz dado que la pérdida y la ganancia 

de función de este gene generan un mayor y un menor crecimiento de este órgano, 

respectivamente, que las plantas de tipo silvestre. 

 

3. AGL17 regula negativamente la expresión de la Ciclina B1;1 exclusivamente en la 

raíz. 

 

4. La raíz de los mutantes dobles de agl17 con agl16, agl21, soc1 o anr1 crece menos 

o igual que la de los mutantes parentales, lo que refleja una compleja red de 

regulación del crecimiento de este órgano que posiblemente subyazca en la 

combinatoria de los complejos formados por las proteínas con dominio MADS.  

 

 

5. AGL17 es un promotor de la floración de la vía del fotoperiodo y AGL21 podría 

participar en la misma vía. 
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8. Anexo 1 

 

La transición a la floración: marco teórico y principales resultados del artículo: 

“AGAMOUS-LIKE 17, a novel flowering promoter, acts in a FT-independent photoperiod 

pathway” (AGAMOUS-LIKE 17, un nuevo promotor de la floración, actúa en la vía del 

fotoperiodo independientemente de FT). 

 

Introducción 

 

El ciclo de vida de muchas plantas está sincronizado con los cambios estacionales a 

lo largo del año y esta respuesta es particularmente importante en latitudes altas donde se 

presentan cambios radicales en las condiciones ambientales entre las diferentes estaciones. 

Uno de los cambios principales a lo largo del año es la duración del día o fotoperiodo. La 

percepción de los cambios en la duración del día es uno de los mecanismos principales que 

presentan las plantas para detectar los cambios estacionales (Turck et al., 2008 
137

). 

Arabidopsis thaliana es una planta de floración facultativa en días largos que florece 

más tempranamente en un fotoperiodo de 16 hrs de luz y 8 de oscuridad que en un 

fotoperiodo de días cortos de 8 hrs de luz y 16 de oscuridad (Turck et al., 2008
 137

). Se han 

propuesto varios modelos para explicar el efecto del fotoperiodo en la floración desde que 

se describió este fenómeno a principios del siglo XX, pero el que ha sido mejor respaldado 

por la evidencia experimental es el modelo de la “coincidencia externa”, el cual postula que 

la transición a la floración se lleva a cabo cuando una señal producida por un ritmo interno 

(el reloj biológico circadiano, RBC) coincide con una señal externa (la luz, Lagercrantz, 

2009 
138

). En la versión molecular actual del modelo de la coincidencia externa, el gene 

CONSTANS (CO) y la proteína que codifica es el componente clave en la percepción del 

fotoperiodo en A. thaliana (Putterill et al., 1995 
139

). 

La expresión de CONSTANS es regulada por el RBC, el cual consiste en una 

compleja red de factores transcripcionales que se regulan mutuamente tanto a nivel 

transcripcional como pos-traduccional y cuyos componentes individuales alcanzan picos 

máximos de expresión en distintos momentos del ciclo día-noche (Imaizumi, 2010 
140

). La 

actividad del RBC se sincroniza con el ciclo circadiano externo de luz y obscuridad a través 

de la acción de los fotorreceptores de luz roja (fitocromos) y de luz azul (criptocromos, 
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Devlin y Kay, 2000 
141

). El RBC regula parcialmente la expresión de CO al promover la 

degradación de los represores transcripcionales de este gene en un momento específico del 

día: CDF1 (CYCLING DOF FACTOR 1) es uno de estos represores e inhibe la 

transcripción de CO en la mañana (Fornara et al., 2009 
142

), pero después del medio día, la 

expresión de CDF1 es fuertemente inhibida por PRR5, PRR7 y PRR9 (PSEUDO-

RESPONSE REGULATOR 5/7/9), los cuales son componentes del RBC (Nakamichi et al., 

2007 
143

); y al mismo tiempo, la proteína CDF1 es ubiquitinada para su degradación por el 

complejo GI/FKF1 (GIGANTEA/FLAVIN BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1) cuyos 

miembros también son componentes del RBC y sus respectivos genes comienzan a 

expresarse después del medio día (Sawa et al., 2007 
144

). Esto tiene como resultado el 

incremento en la abundancia del ARNm de CO al atardecer de los fotoperiodos de días 

largos. En la noche, GI es degradada por la acción de COP1 (CONSTITUTIVE 

PHOTOMORPHOGENESIS 1) que es una ubiquinit-ligasa E3 (Yu et al., 2008 
145

), lo cual 

cierra el ciclo de la regulación circadiana de CO y lo prepara para su reinicio al amanecer 

del día siguiente. Lo descrito anteriormente ocurre tanto en el fotoperiodo de días largos 

como en el de días cortos, pero en los días cortos la acumulación del ARNm de CO 

comienza al anochecer y su pico máximo también es por la noche (Suárez-López et al., 

2001 
146

), lo cual constituye una diferencia crítica en la respuesta de la floración ante estos 

dos tipos de fotoperiodo en A. thaliana cuyas consecuencias se describen a continuación. 

Una vez que CO se ha expresado después del medio día en el fotoperiodo de días 

largos, la proteína CO es estabilizada por la señalización del fitocromo A y los 

criptocromos (Valverde et al., 2004 
147

) y esta estabilización de CO promueve la 

transcripción de FT (FLOWERING LOCUS T) en el tejido vascular de las hojas, uno de los 

genes cuyo producto proteico se requiere en el meristemo apical del vástago aéreo para 

promover la floración a través de la vía del fotoperiodo (Samach et al., 2000 
148

; An et al., 

2004 
149

; Corbesier et al., 2007 
150

). Y es aquí donde el modelo de la coincidencia externa 

mantiene su vigencia: es la presencia de la señal interna generada por el RBC (el pico 

máximo en la expresión de CO al atardecer de los días largos) que coincide con la señal 

externa (la luz) lo que promueve la floración de las plantas inducidas por el fotoperiodo de 

días largos (Figura 12). En cambio, en el fotoperiodo de días cortos el pico máximo en la 

expresión de CO no coincide con el periodo de luz (Suárez-López et al., 2001
 146

) lo cual 
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impide la estabilización de la proteína CO y la inducción de la transcripción de FT, por lo 

que no se lleva a cabo la transición a la floración (Lagercrantz, 2009
 138

). 

Figura 12. Inducción de la transición a la floración en Arabidopsis por el fotoperiodo de 

días largos. La acumulación del ARNm de CO (línea lila punteada) es regulada por la 

acción del RBC que inhibe la expresión de CO en la mañana a través de la acción de CDF1 

y por otra parte, la proteína CO es degradada durante la mañana por la señalización del 

fitocromo B (PhyB). Al pasar el medio día, la acción de los PRRs por una parte y del 

complejo GI/FKF1 por otra, liberan a CO de la represión transcripcional de CDF1 y 

permiten la acumulación del ARNm de CO hasta alcanzar un nivel máximo justo antes del 

atardecer, éste se traduce y la proteína CO (esferas azules) es estabilizada también antes del 

anochecer por la acción de fitocromo A (PhyA) y de los criptocromos (Cry). La 

acumulación de la proteína CO antes del anochecer promueve la transcripción de FT, cuya 

proteína será transportada a través del floema hacia el meristemo apical del vástago aéreo 

donde iniciará su conversión a un meristemo de inflorescencia. Por la noche, la proteína CO 

es degradada por SPA1 y el ciclo comienza de nuevo al amanecer del día siguiente. La 

flecha verde representa la sincronización del RBC por los fotorreceptores al inicio del día 

(La figura fue tomada y modificada de Klejnot y Lin, 2004 
151

). 

 

 

Finalmente, en el periodo de oscuridad de los días largos, la proteína CO ya no es 

estabilizada por los fotorreceptores y su degradación es promovida por el complejo SPA1 



54 

 

(SUPRESSOR OF PHYA-1)/COP1 (Figura 12, Laubinger et al., 2006 
152

; Jang et al., 2008 

153
). 

Una vez que CO ha promovido la expresión de FT en el tejido vascular de las hojas 

durante el fotoperiodo de días largos (Wigge et al., 2005 
154

), el ARNm de FT es traducido 

a proteína y ésta es translocada al SAM a través del floema (Corbesier et al., 2007
 150

; 

Mathieu et al., 2007 
155

). Una vez en el SAM, FT se dimeriza con FD (FLOWERING 

LOCUS D), un factor de transcripción tipo bZIP (Abe et al., 2005 
156

), y activa algunos 

genes de la familia MADS-box como SOC1, AP1 (APETALA1) y FUL (FRUITFUL, Yoo et 

al., 2005 
157

; Abe et al., 2005
 156

; Teper-Bamnolker y Samach, 2005 
158

). SOC1 es un 

integrador de la inducción de la floración que regula la expresión de LFY (LEAFY), 

uniéndose a su promotor en un complejo junto con AGL24 (Lee et al., 2008 
133

). LFY y 

AP1 son genes que dirigen a ciertos grupos de células en los flancos del SAM para 

diferenciarse en meristemos florales (Ruiz-García et al., 1997 
159

; Amasino, 2010 
136

). 

De esta forma, el fotoperiodo de días largos promueve la inducción de los genes 

(SOC1, LFY, AP1 y FUL, entre otros) que dirigen la diferenciación de los meristemos de 

inflorescencia a florales por la intermediación de CO y FT. La transición a la floración en 

A. thaliana es un proceso irreversible una vez que ha comenzado y esto puede deberse en 

gran medida a la retroalimentación que existe entre los genes expresados en el SAM de 

manera que su transcripción es activada mutuamente (Amasino, 2010
 136

), tal como ocurre 

con LFY y AP1 (Liljegren et al., 1999 
160

) o con SOC1 y AGL24 (Liu et al., 2008 
161

). 

En el artículo publicado durante la realización del presente trabajo se determinó que 

AGL17 tiene un papel promotor en la transición a la floración actuando a través de una vía 

paralela a la de FT, ya que su expresión depende de CO en el fotoperiodo de días largos y 

es capaz de promover la expresión de los genes florales LFY y AP1 independientemente de 

la acción de FT. 

 

Resumen de los resultados 

 

1. La expresión de AGL17 aumenta en el vástago aéreo durante la transición a la 

floración: AGL17 se expresa en la parte aérea de la planta y la abundancia de su ARNm 
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aumenta en el fotoperiodo de días largos en días previos a la floración y se mantiene en 

un nivel alto en etapas posteriores (Anexo 2, Figura 1). 

2. AGL17 promueve la transición a la floración a través de la vía del fotoperiodo: la 

pérdida de función de AGL17 retarda la floración únicamente en regímenes de días 

largos y la ganancia de función la acelera tanto en el fotoperiodo de días largos como en 

el de días cortos, pero especialmente en el primero (Anexo 2, Figura 2 y 7b). 

3. CO es un regulador positivo de AGL17: la acumulación del ARNm de AGL17 se 

encuentra reducida específicamente en las líneas de pérdida de función de CO (Anexo 

2, Figuras 3 y 5c) y de manera inversa, hay mayor acumulación en las líneas de 

ganancia de función de GI y CO (Anexo 2, Figura 4a). Además, el efecto de la luz sobre 

la estabilización de la proteína CO al finalizar el periodo de luz en el fotoperiodo de 

días largos también promueve la acumulación del ARNm de AGL17, de forma similar a 

lo que ocurre con el de FT (Anexo 2, Figura 4b). Finalmente, la sobre-expresión de 

AGL17 puede revertir parcialmente la floración tardía de las líneas de pérdida de 

función de CO e, inversamente, la pérdida de función de AGL17 puede revertir 

parcialmente la floración temprana de las líneas de sobre-expresión de CO (Anexo 2, 

Figura 4c). Todas estas evidencias permiten establecer a CO como un inductor de la 

transcripción de AGL17. 

4. AGL17 actúa paralelamente a FT en la inducción de la floración: la acumulación del 

ARNm de AGL17 no se ve afectado por la pérdida de función de FT y viceversa (Anexo 

2, Figuras 3c y 6a). Además, la pérdida de función de ambos genes tiene un efecto 

sumatorio sobre el retraso de la floración (Anexo 2, Figura 4c). 

5. AGL17 regula positivamente la transcripción de AP1 y LFY: la acumulación del ARNm 

de los genes del meristemo floral AP1 y LFY se encuentra disminuido en las líneas de 

pérdida de función e incrementado en la línea de ganancia de función de AGL17 (Anexo 

2, Figuras 6 y 7c). 

 

Estas observaciones permiten situar a AGL17 como un componente que promueve 

la floración a partir de una vía del fotoperiodo alterna a la de FT pero iniciada igualmente 

por CO, el cual promueve la expresión de AGL17 que a su vez induce la expresión de los 

genes de identidad del meristemo floral AP1 y LFY. 
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Este hallazgo es importante ya que ha permitido identificar a AGL17 como un 

componente que brinda robustez y flexibilidad a la respuesta de floración ante el 

fotoperiodo inductivo (el de los días largos), asegurando la transición al estado 

reproductivo. 
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9. Anexo 2 

 

 

Han P, García-Ponce B, Fonseca-Salazar G, Álvarez-Buylla ER and Yu H. (2008). 

AGAMOUS-LIKE 17, a novel flowering promoter, acts in a FT-independent 

photoperiod pathway. The Plant Journal 55: 253-265. 
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10. Anexo 3 

 

Análisis de la función de AGL21 en la transición a la floración y en el desarrollo vegetativo 

del vástago aéreo. Análisis de redundancia funcional entre AGL17 y AGL21 en estos 

procesos. 

 

AGL21 es el gene que presenta mayor similitud con AGL17 (Martínez-Castilla y 

Álvarez-Buylla, 2003
 97

), dado que este último participa en la inducción de la floración a 

través de la vía del fotoperiodo (Han et al., 2008 
113

 en Anexo 2), existe la posibilidad de 

que AGL21 también participe en este proceso. 

Se analizó el tiempo (número de dps) y la etapa de desarrollo (número de hojas 

totales de la roseta) en los que ocurre la transición a la floración (interpretada como el 

momento en el que el eje de la inflorescencia alcanza una altura de 1 cm) de las líneas de 

pérdida de función spm-agl21 y w-agl21 (Figura 4) bajo un régimen de fotoperiodo de días 

largos, y se observó que ambas líneas desarrollaban mayor número de hojas con respecto a 

la línea de tipo silvestre en el momento de la floración, siendo la línea w-agl21 la que 

presentaba un fenotipo más acentuado (Figura 13). Sin embargo, en este experimento no se 

observaron diferencias en el número de dps en el momento de la floración entre las líneas 

de pérdida de función de AGL21 y la línea de tipo silvestre (datos no mostrados). 

Al mismo tiempo, se analizó el efecto de la pérdida de función simultánea de 

AGL17 y AGL21 en la transición a la floración y se observó que en el mutante doble spm-

agl21, gk-agl17 el número de hojas totales de la roseta es el mismo que desarrollan los 

mutantes simples gk-agl17 y spm-agl21 (Figura 13) y tampoco presentó una diferencia con 

respecto a las plantas de tipo silvestre en el número de dps en el momento de la transición a 

la floración (datos no mostrados). Es importante señalar que el alelo de pérdida de función 

gk-agl17 usado en estos análisis resultó presentar un fenotipo muy débil comparado con el 

de los alelos ya reportados (Han et al., 2008 
113

 en Anexo 2) considerando el tiempo de 

floración, aunque sí muestra un retraso al considerar la etapa de desarrollo en la que ocurre 

esta transición (número de hojas de la roseta, Figura 13). 
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Figura 13. Etapa de desarrollo (número total de hojas de roseta desarrolladas) en la que 

ocurre la transición a la floración en las líneas de pérdida de función w-agl21, spm-agl21, 

gk-agl17 y en la mutante doble spm-agl21, gk-agl17. Las barras con letras distintas 

representan medias significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Mann-Whitney 

(P < 0.05). N= 35-37. Las líneas en la parte superior de cada barra representan el error 

estándar. 

 

 

Concluyendo, tanto la pérdida de función de AGL17 como de AGL21 generan un 

mayor desarrollo vegetativo que las líneas de tipo silvestre hacia el momento de la 

transición a la floración que puede interpretarse como un retraso en su desarrollo no 

correlacionado con el requerimiento temporal (el número de días). 
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11. Anexo 4 

 

Secuencias de los oligonucleótidos* usados en la genotipificación. 

 

Alelo AGL17 de tipo silvestre 5’TCTAGCATTTTATTTCTAAAATTTT y 

5’CTTTGGTTTGCTCCCGACATG 

Alelo gk-agl17 5’CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC y 

5’CTTTGGTTTGCTCCCGACATG 

Alelo w-agl17 5’AGAAGCACGACGGCTGTAGAATAGGA y 

5’CTTTGGTTTGCTCCCGACATG 

Alelo AGL21 de tipo silvestre 5’GAACCCCGCATCAGAAGTCAAG y 

5’CGAATCTGAGTGTGTG 

Alelo w-agl21 5’AGAAGCACGACGGCTGTAGAATAGGA y 

5’CGAATCTGAGTGTGTG 

Alelo spm-agl21 5’GAACCCCGCATCAGAAGTCAAG y 

5’GTTTTGGCCGACACTCCTTACC 

Alelo AGL16 de tipo silvestre 5’CCGAGAGGTGGGACTATGGTT y 

5’TTTTCGCTTATGCAGAGGCAAG 

Alelo agl16 5’CCGAGAGGTGGGACTATGGTT y 

5’GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT 

Alelo ANR1 de tipo silvestre 5'GTTAATACCTTCTTGTGTGTGT y 

5'CGAGATAACACTGTCGATAG 

Alelo anr1-2 5’GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT y 

5'CGAGATAACACTGTCGATAG 

Alelo SOC1 de tipo silvestre 5'AAGCAGAGAGAGAAGAGACGAGTG y 

5'GGAGCTGGCGAATTCATAAAG 

Alelo soc1 5'AAGCAGAGAGAGAAGAGACGAGTG y 

5’TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG 

* En todos los casos, la primera secuencia corresponde al aligonucleótido sentido y la 

segunda al anti-sentido. 

 

 

Secuencias de los oligonucleótidos y condiciones de reacción usadas en los análisis de 

expresión genética por RT-PCR. 

 

Gene Oligonucleótidos* Condiciones de reacción 

AGL17 5’CAAAAAAGCAGGCTTAATGGGGA

GAGGGAAGATTG 

5’GTACAAGAAAGCTGGGTTTAGCT

GTTTGAAGATGTCT 

54 ºC en alineamiento, 1’ de 

extensión y 30 ciclos 

CYCA2;1 5’GCTCCAGCTACTTGGTATC 

5’AAGCGGCAATTAGGATGG 

57 ºC en alineamiento, 45’’ de 

extensión y 30 ciclos 

CYCB1;1 5’CTGTCTACACTTGAGTGGTA 

5’GAATGAATCATGCTAAAGGAC 

56 ºC en alinemaiento, 45’’ de 

extensión y 30 ciclos 

CYCD3;1 5’GGTGTCCTTAACTTAACCAA 

5’GCAAGCCTCAAAATTTACGC 

56 ºC en alineamiento, 45’’ de 

extensión y 35 ciclos 
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KRP2 5’CGTGGATTTACGATGATTTGAAT 

5’CTAATTAATTACCTCAAGGAAG 

57 ºC en alineamiento, 45’’ de 

extensión y 35 ciclos 

TUB 5’AGGACTCTCAAACTCACTACC y 

5’TCACCTTCTTCATCCGCAGTT 

62 ºC en alineamiento, 45’’ de 

extensión y 28 ciclos 

* En todos los casos, la primera secuencia corresponde al aligonucleótido sentido y la 

segunda al anti-sentido. 
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12. Abreviaturas 

 

ADN  ácido desoxirribonucleico 

ADNc  ácido desoxirribonucleico complementario 

AGL  AGAMOUS-LIKE 

ANR1  ARABIDOPSIS NITRATE REGULATED 1 

AP1  APETALA 1 

ARNm  ácido ribonucleico mensajero 

CAK  CDK Activating Kinase 

CDF1   CYCLING DOF FACTOR 1 

CDK  Cyclin-Dependent Kinase 

CLE  CLAVATA3/ENDOSPERM SURROUNDING REGION-LIKE 

CLV3  CLAVATA 3 

CO  CONSTANS 

COP1  CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 1 

CQ  centro quiescente 

CYC  Cyclin 

DP  Dimerization Partner 

DMSO  dimetil-sulfóxido  

dps  días posteriores a la siembra 

E2F  adenovirus E2 promoter-binding factor 

FD  FLOWERING LOCUS D 

FKF1  FLAVIN BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1 

FT  FLOWERING LOCUS T 

FUL  FRUITFUL 

GI  GIGANTEA 

KRP/ICK Kip-related CDK inhibitor / Interactor of Cdc2 kinase 

LFY  LEAFY 

MS  Murashige y Skoog 

PLT   PLETHORA 

PRR  PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 

PRZ1  PROPORZ1 

RAM  meristemo apical de la raíz 

RBC  reloj biológico circadiano 

RBR  RETINOBLASTOMA-RELATED 

RT-PCR Transcripción Reversa – Reacción en Cadena de la Polimerasa 

SAM  meristemo apical del vástago aéreo 

SAP18  Sin3A-associated protein 

SCF  SKP1/CUL-1/F-box protein E3 ubiquitin ligase complex 

SCR  SCARECROW 

SEP3  SEPALLATA 3 

SHR  SHORT ROOT 

SOC1  SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 

SPA1  SUPRESSOR OF PHYA-1 

WOX5  WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5 

WUS  WUSCHEL 

XAL1  XAANTAL1, también AGL12 
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