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I.- INTRODUCCIÓN 
 

I.1.- Consideraciones generales sobre la Biología del desarrollo 
 Los organismos multicelulares alcanzan su forma y tamaño definitivos mediante 

un proceso de cambio progresivo denominado desarrollo, que convierte al cigoto, una 

entidad unicelular, en el organismo adulto. La ciencia que estudia este proceso se 

denomina Biología del desarrollo (Gilbert, 2000). Uno de los primeros análisis formales 

del desarrollo fue llevado a cabo por el filósofo griego Aristóteles, cuyas ideas acerca de 

la organización de los seres vivos fueron consideradas válidas hasta bien entrado el siglo 

XVI (véase Müller, 1997). Durante los tres siglos siguientes, la Biología del desarrollo se 

basó casi exclusivamente en la Embriología descriptiva y la Anatomía comparada, cuyos 

enfoques resultaban insuficientes para explicar los mecanismos que gobiernan la 

ontogenia. Los experimentos realizados con embriones de Xenopus (Roux, 1887) y de 

erizo de mar (Driesch, 1898) constituyeron los primeros intentos de manipulación 

experimental de la embriogénesis llevados a cabo con el objetivo de abordar su análisis 

causal. Nació así a finales del siglo XIX la Embriología experimental o “Mecánica del 

desarrollo”, cuyo objetivo era la identificación de las fuerzas motrices del desarrollo 

(Campos-Ortega, 1994). 

 El objetivo fundamental del análisis causal del desarrollo es, en nuestros días, la 

identificación y caracterización de los genes que lo controlan. Es por eso que la Genética 

del desarrollo constituye la base de la Biología del desarrollo contemporánea 

(García-Bellido, 1987). La Genética del desarrollo, que nació como resultado de la 

confluencia entre la Embriología experimental y la Genética, se basa en el postulado de 

que los productos génicos son responsables de la morfología de los seres vivos y de su 

diversidad en el planeta (García-Bellido, 1986; Campos-Ortega, 1994). La inducción, el 

aislamiento y la caracterización de mutantes morfológicos han constituido durante varias 

décadas las principales herramientas de trabajo de esta disciplina, ya que permiten 

obtener numerosas variantes e inferir la función de los genes correspondientes en base al 

análisis de los fenotipos causados por la ausencia, la insuficiencia o la presencia ectópica 

de un producto génico (Wilkins, 1993). El enfoque genético se ha aplicado con éxito a la 

disección de numerosas facetas del desarrollo animal, en organismos tales como la 

mosca Drosophila melanogaster (St Johnston, 2002), el nematodo Caenorhabditis 

elegans (Jorgensen y Mango, 2002) y el pez cebra (Danio rerio; Grunwald y Eisen, 2002). 
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I.2.- Características diferenciales del desarrollo vegetal 
A lo largo de los dos últimos siglos, la gran mayoría de los análisis del desarrollo 

se han llevado a cabo en animales. Algunos conceptos clave de la Biología del desarrollo, 

como los de determinación, diferenciación, totipotencia celular y formación de patrones, 

tienen su origen en estudios de la ontogenia animal. No se pueden ignorar, sin embargo, 

investigaciones pioneras realizadas en especies vegetales que han contribuido también a 

establecer algunos de los fundamentos de la Biología del desarrollo moderna, como la 

noción de homología (Goethe, 1790), la teoría celular (Schleiden, 1839), la identificación 

del núcleo y el protoplasma (Brown, 1831; Mohl, 1846), el reconocimiento de la 

alternancia de generaciones (Hofmeister, 1851) y la definición de las etapas de la mitosis 

(Strasburger, 1884) (citados todos ellos en Meyerowitz, 1994a, quien lo hace a su vez a 

partir de Sachs, 1890, y Bower, 1935).  

Las plantas son indispensables en nuestra biosfera, dado que llevan a cabo la 

fijación de la energía solar mediante la fotosíntesis. El estudio de la Biología del 

desarrollo vegetal es valioso no sólo por su aplicación práctica para la mejora de las 

especies cultivadas, sino también por su contribución al conocimiento de los procesos 

que son específicos de las plantas y las diferencian de los animales (Meyerowitz y Pruitt, 

1985). 

Las células animales y las vegetales han evolucionado a partir del mismo conjunto 

inicial de genes, presente en su último ancestro común, un eucariota unicelular. Sin 

embargo, las plantas difieren de los animales en sus mecanismos de desarrollo (Alberts 

et al., 1994; Meyerowitz, 1994a), tal como se indica a continuación. En primer lugar, las 

plantas son organismos estructuralmente simples, ya que cuentan con unos 40 tipos 

celulares distintos, frente a los más de 100 que pueden encontrarse en los animales 

(Lyndon et al., 1990; Howell, 1998a). Otra diferencia estructural importante entre las 

células vegetales y animales la constituye la pared celular. Dada la rigidez de su pared, 

las células vegetales se ven forzadas a permanecer junto a sus progenitoras, lo que 

impide las migraciones y los movimientos celulares que son característicos de la 

embriogénesis animal. Se asume generalmente que los contribuyentes fundamentales a 

la morfogénesis de las plantas son el control de la división y la expansión celular 

(Meyerowitz, 1994a; Wolpert et al., 1998), responsables en último término del crecimiento 

(Fosket, 1994), y la diferenciación dependiente de la posición (Meyerowitz, 1994a). La 

muerte celular programada también participa en la morfogénesis vegetal, aunque en 

menor medida que en el desarrollo animal. La inmovilidad de las plantas, por otra parte, 
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está asociada a una enorme plasticidad en su desarrollo, que les permite enfrentarse con 

éxito a las variaciones de su entorno. 

Otra de las singularidades de las células vegetales, la presencia de los 

cloroplastos, determina que las plantas sean organismos fotosintéticos y autótrofos, lo 

que impone un plan corporal distinto del de los animales (Alberts et al., 1994). Además, el 

desarrollo vegetal es, a diferencia del animal, un proceso fundamentalmente 

postembrionario, ya que durante la embriogénesis se conforma únicamente un plan 

corporal básico. Buena parte de la organogénesis ocurre posteriormente de manera 

reiterativa, a partir de los meristemos, formados por células permanentemente 

indiferenciadas (Sachs, 1991). La totipotencia que caracteriza a los meristemos puede 

manifestarse también en otros histotipos vegetales, que pueden desdiferenciarse y 

regenerar un individuo completo. Esta totipotencia de las células somáticas es la 

manifestación más extrema de la plasticidad inherente al desarrollo vegetal, y una prueba 

de que la identidad celular, una vez establecida, debe ser mantenida activamente para 

evitar el retorno al estado meristemático indeterminado (Taylor, 1997). 

 

I.3.- Arabidopsis thaliana como sistema modelo del desarrollo vegetal 
Se denomina sistema modelo a cualquiera de los organismos experimentales en 

cuyo estudio se concentran los esfuerzos de un grupo amplio de equipos de 

investigación, con el fin de obtener conclusiones que puedan ser aplicables a otras 

especies (Bolker, 1995). La elección de sistemas modelo para el estudio del desarrollo se 

ha guiado tradicionalmente por criterios diversos, siendo comunes a la mayoría de ellos 

su pequeño tamaño, su ciclo de vida corto y su mantenimiento simple y económico en el 

laboratorio. 

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. es una planta vascular, una angiosperma que 

pertenece a la clase de las Dicotiledóneas, a la subclase de las Dilénidas, al orden de las 

Caparales y a la familia de las Brasicáceas o Crucíferas. A esta familia pertenecen 

algunas especies de importancia económica, entre las que destacan verduras y plantas 

forrajeras como el rábano (Raphanus sativus), el nabo (Brassica napus) y las diversas 

formas de la col (Brassica oleracea), plantas oleaginosas como la colza (Brassica napus 

var. arvensis), especias como las mostazas blanca (Sinapis alba) y negra (Brassica nigra) 

y ornamentales como el alhelí (Matthiola incana) (Strasburger et al., 1994). La Figura 1 

recoge la distribución geográfica de esta especie cosmopolita, representándose los 

puntos en los que se han aislado estirpes silvestres de esta planta, que reciben el nombre 

de ecotipos (ecotypes) o entradas (accessions; Alonso-Blanco y Koornneef, 2000). Se 
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desconoce su origen geográfico exacto, aunque se ha sugerido que procede de Asia 

Central (Rédei, 1970) y que se ha extendido por las regiones de clima moderado del 

planeta a lo largo de los últimos 100.000 años (Meyerowitz, 1987; Innan et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.- Distribución geográfica de Arabidopsis thaliana. Los cuadrados azules indican los 
lugares en los que se han aislado plantas de esta especie. Reproducido, con pequeñas 
modificaciones, del mapa que puede hallarse en http://www.arabidopsis.org/geo_dist_map.html, 
que incluye pequeñas modificaciones a otro previo de Rédei, 1970. 

 

Descrita por primera vez en el siglo XVI por Johannes Thal, quien la denominó 

Pilosella siliquosa, Arabidopsis thaliana comenzó a ser estudiada a principios del siglo XX 

por Friedrisch Laibach, uno de los discípulos de Eduard Strasburger (Rédei y Li, 1968; 

Bowman, 1994). Sin embargo, esta especie no fue empleada en estudios de Genética 

clásica hasta que Laibach destacó su utilidad a mediados del siglo XX, llevando a cabo 

junto con Erna Reinholz una serie de experimentos de mutagénesis (Laibach, 1943; 

Reinholz, 1947a; 1947b) que sirvieron de base para el estudio de los efectos de las 

radiaciones ionizantes y los mutágenos químicos, entre las décadas de 1940 y 1970 

(Smyth, 1990). De esta época datan también la demostración de que Arabidopsis thaliana 

puede ser cultivada en un medio de composición definida y el aislamiento del primer 

mutante termosensible y auxótrofo para la tiamina (Langridge, 1955). 

A pesar de que las virtudes de Arabidopsis thaliana como especie en la que el 

análisis genético es factible y productivo fueron ensalzadas convincentemente por 

George Rédei en 1975, no fue hasta finales de la década de los ochenta cuando esta 

planta se convirtió en uno de los organismos experimentales de elección preferente en 

Biología vegetal (Meyerowitz, 1994b). Desde entonces, numerosas revisiones han 
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destacado su idoneidad como sistema modelo para el análisis genético y del desarrollo 

de las plantas (Meyerowitz y Pruitt, 1985; Meyerowitz, 1987; Pang y Meyerowitz, 1987; 

Meyerowitz, 1989; Smyth, 1990; Dean, 1993; Langridge, 1994; Meinke et al., 1998; Page 

y Grossniklaus, 2002; Somerville y Koornneef, 2002). 

 

I.3.1.- Singularidades de Arabidopsis thaliana 
Arabidopsis thaliana reúne una serie de características que la han convertido en el 

objeto de estudio por excelencia en la mayoría de los laboratorios dedicados a la biología 

experimental de las plantas (Meyerowitz, 1987). Una de ellas es su pequeño tamaño, 

unos 30 cm de altura, que permite siembras de hasta 10.000 plantas por metro cuadrado. 

Su ciclo de vida es corto, ya que se completa en unas 6 semanas cuando es cultivada a 

25°C bajo iluminación continua, lo que hace posible la obtención de hasta 8 generaciones 

al año (Estelle y Somerville, 1986; Meyerowitz, 1987; 1989; Meinke et al., 1998). Es una 

especie muy prolífica, capaz de producir 10.000 semillas por planta. El mantenimiento de 

estirpes no reviste dificultad alguna, ya que es autógama, autofecundándose sin 

intervención humana, y sus semillas pueden permanecer viables durante varios años a 

temperatura ambiente (Gómez-Campo, 1976). 

La obtención y utilización de líneas recombinantes consanguíneas (RIL; 

recombinant inbred lines) para la cartografía de loci de caracteres cuantitativos (QTL; 

quantitative trait loci) es relativamente sencilla en Arabidopsis thaliana. Las RIL se 

establecen a partir de varios cientos de individuos F2 que proceden de un cruzamiento 

entre dos estirpes polimórficas entre sí, tomando de cada uno de ellos una única semilla, 

proceso que se repite a lo largo de otras 6 generaciones sucesivas de autofecundación, 

con lo que se alcanza un grado de isogenia muy alto dentro de cada línea (Reiter et al., 

1992a; 1992b). 

A pesar de las pequeñas dimensiones de su genoma haploide (véase el apartado 

I.3.3, en la página 8), unas 125 Mb (Meinke et al., 1998; The Arabidopsis Genome 

Initiative, 2000; Bevan, 2001), Arabidopsis thaliana presenta las características típicas de 

otras angiospermas en lo referente a morfología, anatomía, crecimiento, desarrollo y 

respuestas al ambiente. En consecuencia, se ha aceptado durante más de una década 

que no había razones para pensar que Arabidopsis thaliana contase con menos genes 

que cualquiera de las 250.000 especies de plantas con flores que han aparecido en el 

planeta a lo largo de los últimos 150 millones de años (Meyerowitz, 1994b; Meinke et al., 

1998). Los resultados de la investigación en Arabidopsis thaliana se han considerado, por 

consiguiente, potencialmente aplicables a cualquier otra planta con flores. No obstante, el 
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análisis de dos versiones incompletas de la secuencia del genoma del arroz, 

recientemente publicadas, indica que su número de genes es casi el doble del de 

Arabidopsis thaliana (Goff et al., 2002; Yu et al., 2002). 

Los procedimientos de la mutagénesis clásica, aplicados anteriormente a otros 

organismos modelo, han demostrado su eficacia en Arabidopsis thaliana para el abordaje 

de problemas biológicos de naturaleza muy diversa (véase el apartado I.3.4, en la página 

11). Merece comentario adicional la disponibilidad de datos de ligamiento para cientos de 

genes, identificados a partir del aislamiento de mutantes (Meinke et al., 2003). La 

cartografía génica (gene mapping) se ve facilitada en esta especie por la disponibilidad 

de mapas físicos y genéticos, que integran la información obtenida a partir del estudio de 

marcadores genéticos tanto clásicos como moleculares (véase el apartado I.3.4.3, en la 

página 12). Se han creado tres centros de conservación y distribución de estirpes y 

clones de ADN, uno en Europa (NASC; Nottingham Arabidopsis Stock Centre; 

http://nasc.nott.ac.uk/), otro en Estados Unidos (ABRC; Arabidopsis Biological Resource 

Center; http://www.arabidopsis.org/abrc/) y el tercero en Japón (SASSC; The SENDAI 

Arabidopsis Seed Stock Center; http://shigen.lab.nig.ac.jp/arabidopsis/). 

Cabe destacar también la existencia de varias colecciones de mutantes 

señalizados mediante el ADN-T de Agrobacterium tumefaciens, que incluyen más de 

200.000 mutaciones insercionales presuntamente nulas (Jander et al., 2002), que facilitan 

el análisis de la función de los genes (Azpiroz-Leehan y Feldmann, 1997; Bent, 2000). 

Es también digna de comentario la amplitud del repertorio de recursos 

informáticos disponibles para quienes estudian la biología de Arabidopsis thaliana, a los 

que se puede acceder a través de Internet, entre los que destaca una base de datos 

actualizada periódicamente, denominada TAIR (The Arabidopsis Information Resource; 

García-Hernández et al., 2002), que contiene abundante información sobre genes, 

marcadores, polimorfismos, mapas genéticos y físicos, secuencias de ADN y rutas 

metabólicas, así como las publicaciones y los grupos de investigación relacionados con 

esta especie (http://www.arabidopsis.org/). 

 

I.3.2.- Estructura corporal y ciclo de vida 
En una planta adulta de Arabidopsis thaliana pueden distinguirse la raíz y una 

roseta de hojas vegetativas, de la que surgen un tallo principal y varios secundarios que, 

a su vez, pueden presentar ramificaciones. A partir de cada tallo se desarrollan las 

inflorescencias terminales y secundarias, todas ellas con varias flores arracimadas en su 

región apical (Figura 2). 
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Figura 2.- Ciclo de vida de Arabidopsis thaliana. El significado de las abreviaturas es el siguiente: 
em, célula madre del saco embrionario; pm, célula madre del polen; ms, saco embrionario; ti, 
tegumento interno del saco embrionario; te, tegumento externo del saco embrionario; nuc, nucela; 
si, células sinérgidas; oc, ovocélula; ns, núcleo secundario; an, células antípodas; cv, célula 
vegetativa del polen; cg, célula generativa del polen; M!, meiosis. Adaptado a partir de Jürgens y 
Mayer (1994). La fotografía muestra una planta del ecotipo Enkheim-2, 30 días después la siembra. 

 

Arabidopsis thaliana presenta el ciclo de vida característico de las plantas con 

flores, con alternancia entre generaciones gametofítica y esporofítica (Figura 2), en el que 

pueden distinguirse tres etapas: la gametogénesis, la embriogénesis y el desarrollo 

postembrionario, que se inicia con la germinación y finaliza al aparecer las flores (Jürgens 

y Mayer, 1994). La duración de cada una de estas etapas es de una, dos y tres semanas, 

respectivamente. Debe tenerse en cuenta, no obstante, que la duración del ciclo de vida 

de esta planta varía ampliamente entre ecotipos y en función de las condiciones 

ambientales (Rédei, 1970). 

La generación esporofítica comienza con la formación de un cigoto diploide tras la 

fusión de los gametos en la fertilización. Se suceden entonces las distintas fases de la 

embriogénesis, que culminan con la formación de la semilla, que contiene al embrión 

maduro, que presenta las características básicas del plan corporal de la planta, como son 

la organización radial de los tejidos y el establecimiento de los elementos básicos del 

patrón apical-basal (los meristemos caulinar y radicular, el hipocotilo y los cotiledones). 
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Después de su liberación al medio y tras la exposición a unas condiciones 

ambientales apropiadas, las semillas germinan, se expanden los cotiledones y el 

meristemo radicular da lugar a la raíz principal. Se desarrollan a continuación a partir del 

meristemo apical del tallo las primeras hojas, que conforman la roseta basal, que da a la 

planta su aspecto característico durante la fase vegetativa de su ciclo de vida. Esta 

roseta, cuyo diámetro varía de 2 a 10 cm según la estirpe y las condiciones ambientales, 

se origina como consecuencia de la producción reiterada de hojas sin que se produzca 

elongación de los entrenudos. 

La transición floral da fin al desarrollo vegetativo e inicia el reproductivo, que se 

caracteriza por la elongación de los entrenudos del tallo y la transformación del 

meristemo vegetativo en inflorescente, que producirá las flores y las hojas caulinares, que 

aparecen directamente sobre el tallo en posiciones superiores a la roseta. Las flores, de 

unos 2 mm, se autofecundan casi inmediatamente tras la antesis, dando lugar a un fruto 

alargado denominado silicua. Cada silicua contiene de 30 a 60 semillas de unos 0,5 mm 

de longitud, pudiendo obtenerse hasta 10.000 semillas por planta (Meinke et al., 1998). 

 

I.3.3.- Anatomía y expresión del genoma 
El genoma haploide de Arabidopsis thaliana, que alcanza las 125 Mb (The 

Arabidopsis Genome Initiative, 2000), es similar en tamaño a los de Drosophila 

melanogaster (180 Mb; Adams et al., 2000) y Caenorhabditis elegans (97 Mb; The C. 

elegans Sequencing Consortium, 1998), y unas diez veces mayor que el de 

Saccharomyces cerevisiae (12 Mb; Goffeau et al., 1996), aunque considerablemente 

menor que los de otras plantas con flores como el arroz (466 Mb; Goff et al., 2002; Yu et 

al., 2002), el maíz (2.500 Mb; Bennetzen, 2002), la cebada (4.900 Mb; Bennetzen, 2002), 

o el trigo (16.000 Mb; Adam, 2000). Cabe destacar que dentro de la familia de las 

crucíferas, a la que pertenece Arabidopsis thaliana, el genoma de la col (Brassica 

oleracea) alcanza unas 760 Mb, el de la mostaza (Sinapis alba) 490 Mb, y el de 

Cardamine amara es de sólo 49 Mb (Hall et al., 2002). 

La longitud del mapa genético de Arabidopsis thaliana es de unos 600 cM, cada 

uno de los cuales equivale a unas 210 kb. Se había estimado previamente a la 

secuenciación del genoma nuclear de Arabidopsis thaliana que debía contener un 10% 

de secuencias altamente repetitivas (4.000 a 6.000 copias) y otro 10% de las 

moderadamente repetitivas (10 a 1.000 copias, en su mayoría repeticiones en tándem de 

los genes del ARN ribosómico) (Leutwiler et al., 1984; Pruitt y Meyerowitz, 1986; 

Meyerowitz, 1994c). El 80% restante incluiría prácticamente a todos los genes cuyos 
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productos son proteínas. En base a estas estimaciones indirectas se ha venido 

asumiendo que el genoma de Arabidopsis thaliana está casi desprovisto de elementos 

repetitivos y que los que existen están generalmente muy distanciados entre sí (Pruitt y 

Meyerowitz, 1986). La secuenciación íntegra de su genoma ha confirmado la escasez de 

ADN repetitivo, ya que sólo el 10% de su secuencia se relaciona en mayor o menor 

medida con los transposones (Bevan et al., 2001), correspondiendo el 1% de su 

secuencia a los retrotransposones de la familia copia-like (Terol et al., 2001). La mayor 

parte de estos elementos repetitivos, fundamentalmente microsatélites, retroelementos y 

transposones, están muy pobremente representados en la eucromatina y se concentran 

en las regiones pericentroméricas (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). En el 

genoma humano, por el contrario, este tipo de elementos suponen un 45% de su 

secuencia (International Human Genome Sequencing Consortium, 2001). 

Las estimaciones acerca del número y el tamaño de las moléculas de ARN 

mensajero (ARNm) en las plantas superiores oscilan entre los 15.000 transcritos distintos, 

con una longitud media de 1,2 kb en el perejil (Petroselinum hortense), hasta los 60.000, 

con un tamaño medio de 1,24 kb, en el tabaco (Nicotiana tabacum; Flavell, 1980; 

Kamalay y Goldberg, 1980). En el supuesto razonable de que el número de moléculas 

diferentes de ARNm en Arabidopsis thaliana se hallase dentro del rango definido por el 

perejil y el tabaco, entre el 25 y el 75% de su genoma nuclear se transcribiría, existiendo 

un gen por cada 2 a 7 kb (Meyerowitz, 1994c). El análisis de la secuencia completa del 

genoma de Arabidopsis thaliana ha permitido confirmar esta hipótesis, ya que se han 

identificado 25.498 presuntos genes (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), un valor 

sorprendentemente superior a los obtenidos tras la secuenciación de los genomas de 

Drosophila melanogaster (13.601; Adams et al., 2000; Wigge y Weigel, 2001) y 

Caenorhabditis elegans (19.099; The C. elegans Sequencing Consortium, 1998; Wigge y 

Weigel, 2001) y no menos sorprendentemente cercano al de la especie humana, que se 

ha estimado que cuenta con poco más de 30.000 genes (International Human Genome 

Sequencing Consortium, 2001; Venter et al., 2001; Pennisi, 2003). Se han desarrollado 

iniciativas de secuenciación masiva de moléculas de ADNc (ADN complementario), las 

denominadas EST (Expressed Sequence Tags), habiéndose obtenido 178.538 en 

Arabidopsis thaliana (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html; Newman 

et al., 1994; Swope et al., 1995). El análisis de la secuencia del genoma de Arabidopsis 

thaliana ha revelado un 70% de redundancia génica, como consecuencia de dos 

poliploidizaciones presuntamente ocurridas hace 180 y 112 millones de años, y de 

numerosas duplicaciones locales (Figura 3A). Ambos fenómenos reducirían los casi 
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26.000 genes identificados en Arabidopsis thaliana a menos de 15.000 tipos diferentes, 

un valor cercano a los encontrados en Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster 

(Walbot, 2000). 

Entre los genes de Arabidopsis thaliana destacan, por su abundancia, los 

correspondientes a los canales hídricos, los transportadores de péptidos y las quinasas 

de proteínas (Figura 3B). El número de factores de transcripción identificados en 

Arabidopsis thaliana ha resultado ser más del doble de los encontrados en Drosophila 

melanogaster o Caenorhabditis elegans, lo que ha llevado a suponer que puede ser 

frecuente la participación de varios de ellos, estructuralmente similares, en un mismo 

proceso. De hecho, esto es lo que ocurre con la familia MADS, que cuenta con unos 80 

miembros, implicados en procesos como la regulación de la identidad de los meristemos 

y de los órganos florales (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000; Jack, 2001). 

 
 

Figura 3.- Algunas conclusiones del análisis del genoma de Arabidopsis thaliana. (A) Regiones 
duplicadas en el genoma de Arabidopsis thaliana. Los cromosomas se representan mediante barras 
horizontales grises, destacándose los centrómeros en negro. Las bandas de cada color conectan los 
segmentos duplicados. (B) Análisis funcional de los genes predichos tras la secuenciación del 
genoma de Arabidopsis thaliana. Tomado, con pequeñas modificaciones, de The Arabidopsis 
Genome Initiative, 2000. 
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tamaño es de 367 kb, contiene 58 genes, entre los que destacan aquéllos cuyos 

productos están implicados en la cadena respiratoria, los que cifran proteínas 
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et al., 1997; Marienfeld et al., 1999). El genoma del cloroplasto, de 155 kb, contiene 128 

genes, de los que 87 corresponden a proteínas y el resto a ARN ribosómicos y 

transferentes (Sato et al., 1999). 

 

I.3.4.- Inducción y caracterización de mutantes 
I.3.4.1.- Mutágenos 

El metanosulfonato de etilo (EMS) es un agente alquilante que se ha utilizado 

frecuentemente como mutágeno químico en Arabidopsis thaliana. Este compuesto 

presenta una gran mutagenicidad asociada a una baja tasa de esterilidad o letalidad, e 

induce, en la mayoría de los casos, mutaciones puntuales (transiciones del tipo GC→AT) 

y, ocasionalmente, reorganizaciones cromosómicas (Rédei y Koncz, 1992), y parece 

acceder a la totalidad de las regiones del genoma, por lo que constituye la mejor elección 

para una mutagénesis de saturación (Feldmann et al., 1994). Entre los mutágenos físicos 

frecuentemente empleados en Arabidopsis thaliana cabe destacar a los rayos X y los 

neutrones rápidos, que suelen inducir deleciones y otras aberraciones cromosómicas 

(Shirley et al., 1992; Bruggemann et al., 1996). Mientras que los alelos mutantes 

inducidos por las radiaciones ionizantes suelen ser nulos, la mayoría de los obtenidos por 

tratamiento con EMS son hipomorfos (Feldmann et al., 1994). La clonación de estos 

últimos se ha llevado a cabo tradicionalmente mediante estrategias posicionales 

(positional cloning; véase el apartado I.3.4.3, en la página 12). 

Aunque Arabidopsis thaliana cuenta con transposones endógenos (Peleman et al., 

1991; Tsay et al., 1993), su eventual utilidad como mutágenos no ha sido establecida. 

Los sistemas de transposones heterólogos utilizados en Arabidopsis thaliana proceden 

del maíz: el Ac/Ds (Activator/Dissociation; Bancroft et al., 1992) y el En/I 

(Enhancer/Inhibitor), también conocido como Spm-dSpm (Supressor-mutator; Aarts et al., 

1995). Sin embargo, el mutágeno insercional por excelencia es el ADN-T (transfer DNA; 

T-DNA), un segmento del plásmido Ti (tumor inducer; inductor de tumores) que se integra 

en el genoma nuclear de las plantas infectadas por la bacteria Agrobacterium 

tumefaciens. Los primeros protocolos de transformación de Arabidopsis thaliana con 

vectores basados en el ADN-T se fundamentaban en la infección de semillas (Feldmann 

y Marks, 1987) o explantes de raíces (Valvekens et al., 1988). El método más empleado 

actualmente consiste en la inmersión de plantas adultas en un cultivo de Agrobacterium 

tumefaciens, dentro de un recipiente sometido a vacío parcial (Bechtold et al., 1993; 

1998) o en presencia de un detergente (Clough y Bent, 1998; Bent, 2000). 
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I.3.4.2.- Mutagénesis 
En Arabidopsis thaliana, las células y los individuos expuestos a los efectos de un 

mutágeno reciben la denominación de generación T1 (en las mutagénesis con ADN-T) o 

M1 (en los restantes casos). La autofecundación de las plantas M1 y T1 da lugar a los 

individuos denominados M2 y T2, respectivamente. Las plantas M1 presentan mosaicismo, 

ya que sólo una parte de sus células, las descendientes de aquélla que sufrió la 

mutación, son heterocigóticas para esta última. De las 15.000 a 20.000 células que 

contiene una semilla (Jürgens y Mayer, 1994), sólo entre 2 y 3 contribuyen a generar la 

parte aérea de la planta en la que se formarán los gametos, un valor que se denomina 

“número de células genéticamente efectivas” (Müller, 1965; Li y Rédei, 1969; Grinikh et 

al., 1974; Grinikh y Shevchenko, 1976). Una célula M1 genéticamente efectiva que haya 

sufrido una mutación será heterocigótica, al igual que las flores M1 de las que sea 

precursora. En consecuencia, la mutación aparecerá en homocigosis en la cuarta parte 

de las semillas M2 producidas por la flor heterocigótica. Puede estimarse la eficacia de 

una mutagénesis determinando la frecuencia de letales embrionarios y plántulas albinas, 

dos fenotipos de fácil escrutinio. Se consideran aceptables aquellas mutagénesis tras las 

que entre un 5 y un 10% de las plantas M1 muestran en sus silicuas algún embrión letal, y 

al menos una de cada 250 plántulas M2 es albina (Feldmann et al., 1994). 

Los individuos T2 de Arabidopsis thaliana obtenidos a partir de una mutagénesis 

insercional con ADN-T son siempre heterocigóticos para las inserciones de éste, cuya 

integración en el genoma de la planta ocurre durante el desarrollo de los tejidos 

reproductivos femeninos de las flores (Ye et al., 1999; Desfeux et al., 2000). Por este 

motivo, las mutaciones recesivas permanecen en heterocigosis durante la generación T2 

y sus efectos fenotípicos se manifiestan en la generación T3 y las siguientes. 

 

I.3.4.3.- Cartografía génica 
Una parte importante de la caracterización genética de una mutación es la 

determinación de su posición de mapa, que constituye un paso previo a la identificación 

del gen afectado, y se ve facilitada por la gran abundancia de marcadores en el mapa 

genético de Arabidopsis thaliana. 

 

I.3.4.3.1.- Marcadores clásicos 
Los primeros grupos de ligamiento establecidos en Arabidopsis thaliana, que 

fueron posteriormente asignados a cromosomas mediante análisis de estirpes trisómicas 

(Lee-Chen y Steinitz-Sears, 1967; Sears y Lee-Chen, 1970), incluían algunas mutaciones 
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morfológicas y otras metabólicas, que provocaban auxotrofía para ciertas sustancias 

(Rédei, 1962; Rédei y Hirono, 1964). Algunas de estas mutaciones dan lugar a fenotipos 

muy manifiestos y fueron las primeras en ser empleadas para el análisis de ligamiento en 

Arabidopsis thaliana, por lo que se les denomina “marcadores clásicos”. En esta 

modalidad de cartografía génica se cruza el mutante a estudio por líneas portadoras de 

marcadores clásicos de posición conocida, denominadas “estirpes marcadoras” 

(Koornneef y Stam, 1992). El estudio de la segregación fenotípica en la F2 resultante de 

la autofecundación de la progenie F1 del cruzamiento permite establecer las eventuales 

desviaciones, causadas por el ligamiento, de las proporciones mendelianas esperadas de 

un cruzamiento dihíbrido. 

 

I.3.4.3.2.- Marcadores moleculares 
Se denomina marcador molecular a cualquier polimorfismo en la secuencia del 

ADN que pueda ser visualizado para estudiar su eventual ligamiento a un locus dado. Los 

marcadores moleculares no interfieren entre sí y su espectro se ha visto ampliado 

recientemente como resultado de la secuenciación del genoma de Arabidopsis thaliana 

(Koornneef, 1994; The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). A diferencia de los 

marcadores clásicos, la mayoría de los marcadores moleculares son codominantes, lo 

que les confiere un alto valor informativo, al posibilitar la distinción de los tres genotipos 

posibles para un locus bialélico. La lógica de los cruzamientos necesarios para llevar a 

cabo un análisis del ligamiento a marcadores moleculares es esencialmente la misma 

que la utilizada para los clásicos, con la única salvedad de que la estirpe mutante a 

estudio debe ser cruzada por un ecotipo distinto de su ancestro silvestre, con el fin de 

que exista polimorfismo entre ambos. 

Se describen a continuación los tres tipos de marcadores moleculares que han 

sido utilizados en esta Tesis, cuya visualización se consigue tras la amplificación de 

determinadas regiones del genoma de la planta mediante la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR; Polymerase Chain Reaction; Mullis et al., 1986), seguida o no por la 

restricción de los productos obtenidos. 

 

I.3.4.3.2.1.- Polimorfismos en la longitud de secuencias simples 
 La técnica de los polimorfismos en la longitud de secuencias simples (SSLP; 

Simple Sequence Length Polymorphisms) se basa en la existencia, en todos los genomas 

eucarióticos estudiados, de microsatélites, loci que incluyen repeticiones en tándem de 

una secuencia de menos de 6 pb (Litt y Luty, 1989). El polimorfismo de los microsatélites 
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es muy alto, principalmente por la variación en el número de las unidades que se repiten 

en tándem. Por este motivo, estos marcadores moleculares también reciben la 

denominación de repeticiones cortas en tándem (STR; Short Tandem Repeats; Edwards 

et al., 1991). 

Los SSLP se analizan amplificando mediante PCR la región que contiene al 

microsatélite, utilizando para ello oligonucleótidos complementarios a las secuencias que 

lo flanquean, y determinando posteriormente el tamaño de los productos de la 

amplificación en geles de agarosa o acrilamida. Los microsatélites, que han sido descritos 

fundamentalmente en intrones y en regiones próximas a los extremos 5' de algunas 

unidades de transcripción, fueron identificados por primera vez en algunos mamíferos 

(Litt y Luty, 1989; Smeets et al., 1989; Tautz, 1989; Weber y May, 1989) y se han 

utilizado con profusión desde entonces para el análisis de ligamiento (Hearne et al., 

1992), razón por la cual existen mapas de estos marcadores para los genomas del 

hombre, la rata y el ratón, entre otros (Dietrich et al., 1992; Hazan et al., 1992; Serikawa 

et al., 1992; Todd, 1992). Los genomas de las plantas también contienen microsatélites, 

que son tres veces más abundantes en las dicotiledóneas que en las monocotiledóneas 

(Schwarzacher, 1994). Mientras que en los genomas animales el microsatélite más 

frecuente y polimórfico es (GT)n, en los vegetales es (AT)n (Lagercrantz et al., 1993). 

Arabidopsis thaliana fue la primera planta en la que se emplearon microsatélites para el 

análisis de ligamiento (Bell y Ecker, 1994). Estos autores identificaron 30 microsatélites, 

cuyo polimorfismo estudiaron en 6 ecotipos distintos, y determinaron sus posiciones de 

mapa. Se ha descrito más recientemente un procedimiento, basado en la amplificación 

simultánea de 21 microsatélites polimórficos mediante PCR múltiple, que hace posible 

una cartografía génica de alto rendimiento en Arabidopsis thaliana (Ponce et al., 1999; 

Robles y Micol, 2001). 

 

I.3.4.3.2.2.- Secuencias polimórficas amplificadas y cortadas 
La técnica de las secuencias polimórficas amplificadas y cortadas (CAPS; Cleaved 

Amplified Polymorphic Sequences) se basa en la restricción de los productos de la 

amplificación mediante PCR de un locus de secuencia total o parcialmente conocida 

(Konieczny y Ausubel, 1993). Los polimorfismos que se detectan por este procedimiento, 

al igual que los denominados polimorfismos en la longitud de fragmentos de restricción 

(RFLP; Restriction Fragment Length Polymorphisms; Botstein et al., 1980; Wyman y 

White, 1980), corresponden a variaciones en la presencia de las dianas de restricción. 

Mientras que con la técnica de los RFLP se pueden detectar polimorfismos de restricción 
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en secuencias próximas, pero distintas, a la de la molécula que se emplea como sonda, 

la técnica de los CAPS requiere que el polimorfismo se encuentre en el interior de la 

molécula que se amplifica. Los CAPS son marcadores codominantes, habiéndose 

catalogado más de cien en Arabidopsis thaliana (http://www.arabidopsis.org/ 

aboutcaps.html). 

 

I.3.4.3.2.3.- Polimorfismos de un solo nucleótido 
Los polimorfismos de un solo nucleótido (SNP; Single Nucleotide Polymorphisms; 

Kruglyak, 1997) constituyen el grupo más amplio de variaciones en la secuencia del ADN 

en todos los organismos en los que han sido estudiados, entre ellos, Arabidopsis thaliana 

(Cho et al., 1999). Un 30% de los SNP corresponde a dianas de restricción polimórficas 

que pueden usarse como CAPS. Se conocen 37.344 SNP, 18.579 inserciones y 

deleciones pequeñas (In/Del; small insertions/deletions) y 747 In/Del grandes entre los 

ecotipos Ler y Col, según se indica en la base de datos de Cereon 

(http://www.arabidopsis.org/Cereon/). Estos polimorfismos aparecen con una frecuencia 

que oscila de 5 a 85 SNP y de 5 a 60 In/Del pequeñas (Jander et al., 2002) en cada 

inserto de ADN genómico clonado en vectores BAC (Bacterial Artificial Chromosome; 

Choi et al., 1995; Mozo et al., 1998; 1999). 

 

I.4.- El desarrollo de la hoja 
I.4.1.- Estructura del meristemo apical del tallo 

Durante la embriogénesis de las angiospermas se forman dos estructuras, una 

caulinar y otra radicular, en los extremos del eje apical-basal del embrión, compuestas 

por células indiferenciadas y totipotentes que mantienen su capacidad de dividirse 

durante todo el ciclo de vida de la planta. Estas estructuras, denominadas meristemos, 

dan lugar a todos los órganos adultos de las plantas, como las raíces, las hojas, los tallos 

y las flores (Figura 4A; Clark, 1997; Evans y Barton, 1997). 

El meristemo apical del tallo origina todos los tallos y los órganos laterales a lo 

largo del crecimiento vegetativo de las plantas (revisado en Bowman y Eshed, 2000; 

Fletcher, 2002). Los primordios foliares surgen del meristemo apical del tallo siguiendo un 

patrón específico, denominado filotaxia, que es característico de cada especie (Steeves y 

Sussex, 1989; Figura 4B). En Arabidopsis thaliana, el meristemo apical del tallo tiene 

forma de montículo y un tamaño de 100 a 200 µm, propiedades que varían a lo largo de 
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Figura 4.- Algunas propiedades del meristemo apical del tallo. (A) Representación de una 
angiosperma típica, con indicación de la situación de sus meristemos apicales. MAR: Meristemo 
apical radicular; MLR: Meristemo lateral radicular; MAT: Meristemo apical del tallo; MAx: 
Meristemo axilar; MAdv: Meristemo adventicio. (B) Micrografía de barrido del ápice del tallo de 
una planta de maíz, en la que se aprecian dos primordios foliares (P1 y P2) que emergen del 
meristemo. También se indica en verde la población de células fundadoras (FC) que originará el 
siguiente primordio. (C) Representación esquemática de la estructura del meristemo apical del tallo 
de Arabidopsis thaliana. Se destacan la túnica y el corpus, así como las distintas zonas 
organogénicas (ZC: Zona central; ZP: Zona periférica; ZM: Zona medular). P1 y P2 indican el 
primordio foliar más joven y el inmediatamente anterior en el tiempo, respectivamente. (D-F) 
Dinámica del desarrollo del meristemo apical del tallo. El cuadrado rojo (D) representa una célula 
indiferenciada de la zona central (ZC), cuya progenie, indicada mediante círculos rojos (E), se sitúa 
en la zona periférica (ZP). Las células inicialmente ubicadas en la zona periférica se dividen 
(círculos negros) contribuyendo al crecimiento del primordio del órgano (F). Tomado, con algunas 
modificaciones, de Tsiantis y Hay, 2003 (A y B), Kerstetter y Hake, 1997 (C), y Clark, 1997 (D-F). 
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los periodos de tiempo que median entre la formación de dos hojas sucesivas, 

denominados plastocronos. Al final de un plastocrono y antes de la aparición de un 

primordio foliar morfológicamente diferenciado, el meristemo presenta su mayor tamaño, 

mientras que es mínimo al comienzo del siguiente (Medford et al., 1994). 

En el meristemo apical del tallo se distinguen dos regiones, denominadas túnica y 

corpus (Figura 4C; Satina et al., 1940). En Arabidopsis thaliana, este meristemo consta 

de dos capas celulares externas (L1 y L2) que constituyen la túnica, y una multicelular 

más interna (L3) o corpus. Esta organización se debe a las diferencias en la orientación 

de las divisiones celulares. En la túnica, como consecuencia de que las divisiones 

celulares son casi exclusivamente anticlinales (con el plano de división perpendicular a la 

superficie del meristemo) se mantiene la estructura en capas de células que mantienen 

un linaje separado de las del corpus. Estas últimas están situadas inmediatamente debajo 

de la túnica y se dividen anticlinal, periclinal (con el plano de división paralelo a su 

superficie) u oblicuamente, produciendo así un ordenamiento celular complejo (Barton y 

Poethig, 1993). Se ha demostrado, mediante análisis clonal, que la organización en 

capas del meristemo tiende a mantenerse en los órganos laterales (véase el apartado 

I.4.4, en la página 27), aunque ocasionalmente las células de una capa invaden la 

adyacente (Stewart y Dermen, 1975).  

La estructura estratificada, en capas celulares, del meristemo apical del tallo 

debiera permitir predecir el destino de sus células. Sin embargo, los estudios de análisis 

clonal realizados con el fin de obtener mapas de destino en Arabidopsis thaliana han 

demostrado que existen muy pocas restricciones en cuanto al destino final de sus células, 

que está más determinado por su posición en el meristemo que por su linaje (Furner y 

Pumfrey, 1992; Irish y Sussex, 1992). 

Por otra parte, en el meristemo apical del tallo mitóticamente activo se observan 

tres dominios citológicamente distinguibles, superpuestos a la estructura laminar descrita 

anteriormente (Figura 4C): (a) una zona central (ZC), con grandes células que se dividen 

lentamente, (b) la zona periférica o morfogenética (ZP), que rodea a la anterior, en la que 

las células son más pequeñas y se dividen rápidamente, y en la que se producen las 

primeras divisiones celulares que darán lugar a los órganos laterales, y (c) la zona 

medular (ZM), debajo de la anterior, cuyas células se dividen rápidamente, formando los 

tejidos del tallo (Leyser y Furner, 1992). 

El meristemo apical del tallo es una estructura muy dinámica, que experimenta 

constantemente división celular y organogénesis. Aunque su organización interna se 

mantiene prácticamente constante a lo largo del desarrollo vegetativo de la planta, la 
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posición de las células derivadas del meristemo cambia continuamente (Figura 4D-F; 

Clark, 1997). En Arabidopsis thaliana, el meristemo apical del tallo cambia su identidad al 

finalizar el desarrollo vegetativo. La transformación del meristemo vegetativo en 

inflorescente tiene como consecuencia el alargamiento de los entrenudos y la aparición 

de los tallos inflorescentes, en los que se generan las hojas caulinares y las flores 

(revisado en Levy y Dean, 1998; Piñeiro y Coupland, 1998; Simpson et al., 1999; 

Simpson y Dean, 2002). 

 

I.4.2.- Genes implicados en el desarrollo del meristemo apical del tallo 
El meristemo apical del tallo se manifiesta tempranamente en el embrión, cuya 

región apical se divide progresivamente dando lugar a distintos dominios, cada uno de los 

cuales cuenta con patrones de expresión génica específicos (Sharma y Fletcher, 2002). 

En Arabidopsis thaliana se han descrito muchas mutaciones que alteran la formación del 

meristemo apical del tallo durante el desarrollo embrionario (Evans y Barton, 1997; 

Hudson y Goodrich, 1997; Barton, 1998; Laux y Mayer, 1998; y Lenhard y Laux, 1999, 

Traas y Doonan, 2001), como las que se describen a continuación y en la Tabla 1, 

algunas de las cuales perturban subsidiariamente el desarrollo foliar. Todas las 

mutaciones que se mencionan en esta Introducción son recesivas e hipomorfas, salvo 

que se indique lo contrario. 

Para la iniciación del meristemo apical del tallo es imprescindible la actividad del 

gen SHOOTMERISTEMLESS (STM), cuyo producto es un miembro de la clase I de la 

familia de las proteínas KNOTTED con homeodominio (Long et al., 1996; véase el 

apartado I.4.5.1, en la página 30). A tal conclusión se ha llegado a partir de la 

observación de que los mutantes stm/stm carecen de meristemo apical del tallo y de que 

su desarrollo se interrumpe tras la expansión de los cotiledones (Barton y Poethig, 1993). 

STM inhibe la diferenciación de las células meristemáticas de la región central del 

meristemo (Long y Barton, 1998), mientras que en la periferia de éste impide el 

crecimiento de los primordios foliares, al reprimir a los genes de identidad foliar (Byrne et 

al., 2000; véase el apartado I.4.5.1, en la página 30).  

Otros dos genes necesarios para la iniciación del meristemo apical del tallo en el 

embrión son CUP-SHAPED COTYLEDON1 (CUC1) y CUC2. Son funcionalmente 

redundantes y muestran el mismo patrón de expresión, que se circunscribe a la región del 

meristemo apical embrionario en la que se produce división celular (Takada et al., 2001). 

Sus dobles mutantes presentan los cotiledones fusionados y no desarrollan un meristemo 

apical embrionario funcional (Aida et al., 1997). Se ha propuesto que su jerarquía es
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superior a la de STM, al que regulan indirectamente, y que su función es la de mantener 

una población de células indiferenciadas durante la formación del meristemo (Takada et 

al., 2001). Los productos de los genes CUC son factores de transcripción homólogos 

entre sí que presentan un dominio amino-terminal que está conservado en varias 

especies vegetales (Aida et al., 1997; Takada et al., 2001). 

Tras la iniciación del meristemo apical del tallo, el mantenimiento del estado 

indiferenciado de sus células a lo largo del desarrollo vegetativo parece depender de la 

ruta de transducción de señales de CLAVATA (revisado en Clark, 2001). En Arabidopsis 

thaliana, las mutaciones en los genes CLAVATA1 (CLV1), CLV2 y CLV3 causan la 

acumulación de células meristemáticas en el meristemo apical del tallo, cuyo tamaño 

resulta mayor que el silvestre, y se produce un aumento en el número de los órganos 

laterales (Figura 5B). Los productos de estos tres genes son elementos de una ruta de 

señalización (Figura 5C; revisado en Clark, 2001). CLV1 (Clark et al., 1993) presenta 

actividad quinasa de serina y treonina y pertenece a la familia de los receptores 

extracelulares con repeticiones ricas en leucina (LRR; Leucine Rich Repeat; Clark et al., 

1997), que incluye al producto del gen BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE1 (BRI1), 

cuyas mutaciones causan insensibilidad a los brasinosteroides (Li y Chory, 1997; véase 

el apartado V.4 de la Discusión, en la página 204). CLV2 es otro receptor extracelular 

LRR, que cuenta con un pequeño dominio citoplásmico que carece de actividad quinasa 

(Jeong et al., 1999). Por su parte, CLV3 es un pequeño polipéptido (Fletcher et al., 1999) 

que actúa como ligando extracelular del complejo receptor formado por CLV1 y CLV2 

(Trotochaud et al., 2000). El complejo receptor CLV1-CLV2, que también incluye a ROP, 

una GTPasa de la subfamilia RHO (RAS homolog gene family) de proteínas de unión a 

GTP (Kahn et al., 1992; Zheng y Yang, 2000), y una fosfatasa de proteínas asociada a 

quinasas (KAPP; Kinase-Associated Protein Phosphatase), radica en la membrana 

celular y transduce al núcleo la señal que recibe, presuntamente mediante varias 

fosforilaciones sucesivas (Trotochaud et al., 1999), según se describe en la Figura 5C. 

En las estirpes silvestres de Arabidopsis thaliana, el ARNm de CLV3 se detecta 

únicamente en las células apicales del meristemo apical del tallo (Fletcher et al., 1999), y 

el de CLV1 sólo en las basales, en la capa L3 (Clark et al., 1997), solapándose 

parcialmente ambos dominios de expresión (Figura 5A). Por su parte, el gen CLV2 se 

expresa en todo el meristemo apical del tallo (Jeong et al., 1999). La ruta de señalización 

de CLV está conservada al menos en especies como el arroz y el maíz, en las que se 

han identificado los ortólogos de los genes CLV (Kim et al., 2000; Taguchi-Shiobara et al., 

2001). 
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Figura 5.- Regulación de la expresión de WUS mediante los genes CLV en el meristemo apical del 
tallo. (A) Dominios de expresión de los genes CLV3, CLV1 y WUS en el meristemo apical del tallo. 
(B) Las mutaciones clavata causan la desrepresión ectópica de WUS y el engrosamiento del 
meristemo. (C) Un modelo de la ruta de CLV. El complejo receptor CLV1-CLV2 (a) se une al 
ligando CLV3 (b), lo que conduce a la activación del receptor por fosforilación (c). El receptor 
activado se une a una fosfatasa asociada a quinasas (KAPP) y a la GTPasa RHO (ROP) (d). 
Mediante fosforilaciones mediadas por quinasas (MAPK), la señal se transduce al núcleo, en donde 
reprime la expresión de WUS (e). Tomado, con pequeñas modificaciones, de Clark, 2001. 

 

El gen WUSCHEL (WUS), que cifra una proteína con homeodominio y cuyas 

mutaciones interrumpen la proliferación celular en el meristemo apical del tallo, también 

es necesario para el mantenimiento del estado indiferenciado de las células 

meristemáticas (Mayer et al., 1998; Brand et al., 2000; Schoof et al., 2000). WUS se 

expresa en una región central del meristemo, que se denomina centro organizador 

(organizing center), situada inmediatamente debajo del dominio de expresión de CLV3 

(Figura 5A; Mayer et al., 1998). El fenotipo del doble mutante wus/wus;clv/clv es similar al 

de los mutantes wus/wus, lo que indica la epistasia de wus sobre clv. En las plantas 

transgénicas en las que se expresa CLV3 de forma constitutiva, que presentan un 

fenotipo similar al de los mutantes wus/wus, el gen WUS está reprimido (Brand et al., 

2000). Estos resultados sugieren que la ruta de CLV regula negativamente la expresión 

de WUS en las células del meristemo apical del tallo (Figura 5C; Schoof et al., 2000). La 

activación del complejo CLV restringe la expresión de WUS al centro organizador, que 

actúa como reservorio de células meristemáticas indiferenciadas.  

Al mantenimiento del dominio de expresión de WUS también contribuyen 

FASCIATA1 (FAS1) y FAS2, que son componentes del complejo CAF-1 (Chromatin 

Assembly Factor-1), del que se supone que modula la transcripción de algunos genes 

mediante la modificación de la estructura de la cromatina (Kaya et al., 2001). Las 

Silvestre

clv1, clv2 o clv3

CLV3
CLV1
WUS

CLV1

CLV2

CLV3 X

P

(b)

(a)
(c)

P

P
P

P

P

P

P
P

P

(d)

WUS MAPK

ROP

KAPP

P

P

P
P

P

POL
(e)

Silvestre

clv1, clv2 o clv3

CLV3
CLV1
WUS

CLV1

CLV2

CLV3 X

P

(b)

(a)
(c)

P

P
P

P

P

P

P
P

P

(d)

WUS MAPK

ROP

KAPP

P

P

P
P

P

POL
(e)

B 

A C



Introducción    23 

mutaciones fas causan, en homocigosis, un fenotipo similar al de los mutantes wus/wus, 

interrumpiéndose prematuramente la proliferación celular en el meristemo apical del tallo 

(Laux et al., 1996). 

Los mutantes poltergeist (pol) fueron aislados en una búsqueda de supresores del 

fenotipo de las mutaciontes clv (Yu et al., 2000). El fenotipo de los dobles mutantes 

pol/pol;wus/wus es aditivo, lo que sugiere que POL actúa de forma redundante con WUS 

para el mantenimiento del estado indiferenciado de las células del meristemo apical del 

tallo. Estos resultados son coherentes con el papel represor de POL en la ruta de CLV 

(Figura 5C; Yu et al., 2000). POL es una subunidad de una fosfatasa implicada en 

procesos de señalización intracelular (Yu et al., 2003). 

Las mutaciones en el gen ZWILLE (ZLL), también llamado PINHEAD (PNH; 

McConnell y Barton, 1995), impiden el crecimiento del meristemo apical del tallo casi 

inmediatamente después de la germinación. Se deriva de lo anterior que el gen ZLL es 

también necesario para el mantenimiento de las células meristemáticas en un estado 

indiferenciado (Moussian et al., 1998). La proteína ZLL (Lynn et al., 1999) pertenece a la 

familia PAZ/Piwi, muy conservada entre los eucariotas, cuyos miembros participan en 

procesos de regulación de la expresión génica mediante silenciamiento génico 

postranscripcional (Fagard et al., 2000). A esta familia también pertenece el gen 

ARGONAUTE1 (AGO1) de Arabidopsis thaliana, cuyas mutaciones perturban el 

desarrollo de la hoja, reprimiendo la expansión del limbo (Bohmert et al., 1998; véase el 

apartado I.4.5.2, en la página 32). El gen ZLL se transcribe en etapas muy tempranas del 

desarrollo en el meristemo apical del tallo, en donde parece ser necesario para el 

mantenimiento de la expresión de STM (Lynn et al., 1999). 

 

I.4.3.- Estructura de la hoja 
Las hojas son órganos laterales determinados (de crecimiento limitado) cuya 

función es producir, mediante la fotosíntesis, los hidratos de carbono que la planta utiliza 

como fuente de energía, un proceso del que depende la vida en el planeta. Arabidopsis 

thaliana cuenta con dos tipos de hojas: las de la roseta o vegetativas y las caulinares, que 

aparecen en los nudos basales de cada rama de la inflorescencia. En las hojas 

vegetativas se distinguen dos regiones diferenciadas a lo largo del eje proximodistal, que 

corresponden a las partes más próximas y más alejadas del tallo, que se denominan 

peciolo y limbo, respectivamente (Figura 6A), mientras que las caulinares carecen de 

peciolo. Las hojas de Arabidopsis thaliana son estructuras laminares que manifiestan 

asimetría dorsoventral, presentando dos caras con características distintas, una dorsal o 
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adaxial, el haz, y otra ventral o abaxial, el envés. A lo largo del tercer eje de la hoja, el 

mediolateral, pueden distinguirse dos partes relativamente simétricas, cada una de las 

cuales está delimitada por la vena primaria y el margen foliar (Byrne et al., 2001). 

 

 

 
Figura 6.- Anatomía de la hoja de una planta C3. Se representan esquemáticamente las partes de 
una hoja simple (A) y su estructura interna (B, C). Las figuras se han tomado de Golz y Hudson, 
2002 (A), Purves et al., 1998 (B), y Martin et al., 2001 (C). 

 

La epidermis aisla a la planta de su entorno y regula el intercambio de sustancias 

con el exterior (Becraft, 1999). En la hoja de Arabidopsis thaliana, que presenta las 

características típicas de una planta C3, se distinguen la epidermis adaxial y la abaxial, 

que envuelven a otras cinco capas de tejidos internos (Figura 6B-C). La epidermis foliar 

de Arabidopsis thaliana está constituida por una única capa de células pavimentosas 

(pavement cells) de forma irregular, excepto en el peciolo, en el margen del limbo y junto 

a la vena primaria, en donde son alargadas y estrechas. La superficie de la epidermis 

adaxial es relativamente lisa, mientras que la abaxial es rugosa y sus células son más 

pequeñas. El tamaño de las células pavimentosas de la epidermis varía en función de su 

nivel de ploidía, que oscila entre 2C y 16C (Melaragno et al., 1993). 

Las células que se encuentran inmediatamente debajo de la epidermis adaxial 

constituyen el mesófilo en empalizada, son alargadas y están densamente 

empaquetadas, de manera que se optimiza la captación de la luz necesaria para realizar 

la fotosíntesis. Entre esta capa y la epidermis abaxial existen otras cuatro de mesófilo 

lagunar o esponjoso, formado por células más pequeñas, de tamaños irregulares y 

separadas por amplios espacios intercelulares, lo que facilita la difusión de los gases. A 
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través del mesófilo esponjoso transcurren los haces vasculares, en los que el xilema 

ocupa una posición adaxial y el floema la abaxial (Figura 6B). 

 
 

 
Figura 7.- Células especializadas de la epidermis foliar de Arabidopsis thaliana. (A) Un tricoma, 
rodeado de células pavimentosas de la epidermis. (B) Diferenciación basípeta de los tricomas en 
una hoja en expansión. (C) Un estoma, en el que se destacan con un asterisco las dos células 
oclusivas. Las barras de escala indican 100 (A) y 50 µm (B, C). Las figuras se han tomado de 
Bowman, 1994 (A), Schnittger et al., 1999 (B), y Yang et al., 2002 (C), con ligeras modificaciones. 

 

Los tricomas son células epidérmicas especializadas que probablemente actúan 

como elementos protectores contra los insectos o reflectores del exceso de luz incidente 

(Johnson, 1975). Están formados por una única célula grande y polarizada que contiene 

un núcleo de gran tamaño, como consecuencia de las sucesivas rondas de 

endorreduplicación que sufre su ADN (Figura 7A; Hülskamp et al., 1994). El extremo 

distal del tricoma se ramifica dando lugar a tres o cuatro brazos en la mayoría de los 

ecotipos de Arabidopsis thaliana. Los tricomas constituyen uno de los tipos celulares que 

más precozmente se diferencian a partir del primordio foliar, siguiendo un patrón basípeto 

en la hoja en expansión, ya que maduran antes los de la región apical del limbo que los 

de la basal (Figura 7B). El número de tricomas varía entre las diferentes hojas 

vegetativas de una misma planta, siendo menor en las dos primeras. En estas últimas, 

así como en la tercera, sólo aparecen tricomas en la epidermis adaxial (Van Lijsebettens 

y Clarke, 1998). Es éste uno de los rasgos de la heteroblastia que existe entre las hojas 

vegetativas de Arabidopsis thaliana (véase el apartado I.4.5.5, en la página 52), ya que 

las adultas presentan tricomas adaxiales y abaxiales pero las juveniles sólo los muestran 

en su epidermis adaxial (Telfer et al., 1997). Por el contrario, todas las hojas caulinares 
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presentan tricomas abaxiales, reduciéndose el número de los adaxiales en las más 

tardías. 

Otras células especializadas de la epidermis son las que forman parte de los 

estomas, que en Arabidopsis thaliana están compuestos por dos células oclusivas de 

forma arriñonada, que participan en el intercambio gaseoso necesario para la fotosíntesis 

y la respiración (Figura 7C; Zhao y Sack, 1999). Tanto las células que forman los 

estomas como las adyacentes están relacionadas clonalmente (Serna y Fenoll, 1997), ya 

que proceden de un precursor denominado meristemoide (Yang y Sack, 1995). Existen 

diferencias en la distribución espacial de los estomas entre distintos ecotipos, entre las 

hojas de la misma planta y entre las superficies adaxial y abaxial de cada hoja 

(Rüffer-Turner y Napp-Zinn, 1979). 

 
 

  
Figura 8.- Variación con el tiempo del patrón de venación de las hojas vegetativas del tercer nudo 
de la roseta basal del ecotipo Ler. Cada grupo de diagramas incluye hojas procedentes de diferentes 
plantas cultivadas en cajas de Petri y cosechadas 12 (A), 13 (B), 14 (C), 16 (D) y 18 (E) días tras la 
siembra. Los trazos discontinuos indican elementos vasculares en diferenciación, parcialmente 
lignificados. Los trazos continuos que no representan el margen de la hoja indican haces de xilema 
apreciablemente lignificados. Tomado de Candela, 2001. 

 

El patrón de venación foliar de Arabidopsis thaliana es broquidódromo, es decir, 

incluye una vena primaria de la que surgen las venas secundarias formando bucles 

(Figura 8A-E). El patrón de venación de las hojas del ecotipo Landsberg erecta (Ler) ha 
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sido descrito muy detalladamente (Figura 8; Candela et al., 1999; Candela, 2001), así 

como la distribución de los hidatodos, glándulas dispuestas cerca del margen foliar, que 

están asociadas a los conductos vasculares, a través de las que se produce la gutación o 

secreción de agua líquida. 

Las hojas del maíz, por su parte, presentan la estructura típica de las 

monocotiledóneas (Freeling y Lane, 1994), con una vaina (sheath) basal que envuelve al 

tallo, un limbo distal con forma de cinta, y, entre ambos, la región ligular, formada por un 

par de aurículas en forma de cuña y una lígula que es el resultado de la fusión de varios 

tricomas. Las hojas del maíz también muestran diferencias entre sus dominios adaxial y 

abaxial, y manifiestan simetría bilateral con respecto a la vena primaria, que se encuentra 

en el centro de una región triangular muy lignificada, denominada costilla central (midrib). 

 
 

 

Figura 9.- Estructura de la hoja del maíz. (A) Planta adulta del maíz. (B) Hoja adulta. (C) Detalle 
de la región ligular. El significado de las abreviaturas es el siguiente: cc, costilla central; l, limbo; a, 
aurícula; líg, lígula; v, vaina. Tomado, con pequeñas modificaciones, de Harper y Freeling, 1996. 

 

I.4.4.- Organogénesis foliar 
A pesar de que la hoja es, a primera vista, una estructura simple (véase la 

Figura 6A, en la página 24), su organogénesis dista de ser sencilla, fundamentalmente 

por la coexistencia de dos procesos, la división y la expansión celular, que contribuyen a 

la arquitectura final del órgano y a la variación de su forma entre distintas especies. 
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Con el fin de estudiar el desarrollo de la hoja, es útil dividirlo en varias etapas 

(Sylvester et al., 1996). La primera de ellas es la iniciación del primordio foliar, en la que 

adquiere una identidad diferenciada del resto del meristemo. En la segunda, la mayor 

parte de la hoja comienza a determinarse y adquiere su forma básica, completándose la 

histogénesis en la etapa final. 

El origen meristemático de cada uno de los tejidos que conforman la hoja de las 

dicotiledóneas ha sido establecido mediante análisis clonal (Figura 10; Stewart, 1978; 

Tilney-Basset, 1986). La capa L1 del meristemo apical, la más externa, da lugar a la 

epidermis adaxial y abaxial, mientras que las más internas, L2 y L3, generan los tejidos 

internos de la hoja. Para el seguimiento de los linajes de L1, L2 y L3 se han empleado las 

denominadas quimeras periclinales (Figura 10B), en las que las células de una capa del 

meristemo difieren de las restantes en algún aspecto, como el grado de ploidía o la 

carencia de clorofila (Satina et al., 1940; Satina y Blakeslee, 1941; citados en Smith y 

Hake, 1992). 

 
 

 

Figura 10.- Análisis clonal del desarrollo de la hoja. (A) Representación del linaje de las células 
del limbo en las hojas de Nicotiana tabacum. Mientras que la capa L1 del meristemo apical origina 
la epidermis adaxial y abaxial, la L2 da lugar a todo el mesófilo en el margen. Por último, la capa 
L3 genera la parte central del mesófilo, en torno a la vena primaria. (B) Una quimera periclinal de 
un mutante de Abutilon × hybridum en el que la capa L2 es incapaz de producir clorofila. Tomado, 
con pequeñas modificaciones de McHale, 1993 (A), y Golz y Hudson, 2002 (B). 

 

La iniciación de una hoja se manifiesta en un grupo de células del meristemo 

apical del tallo en las que se produce un cambio en el patrón de sus divisiones, 

habitualmente anticlinales, que pasan a ser periclinales, con lo que se genera una 
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protuberancia que se denomina primordio foliar (Cunninghame y Lyndon, 1986). Este 

cambio en el patrón de las divisiones parece deberse a un proceso de expansión celular 

polarizada, ya que los meristemos que han sido irradiados, cuyas células son por ello 

incapaces de dividirse, forman una protuberancia similar a un primordio (Foard, 1971). 

Por otro lado, los mutantes shoot meristemless (stm; Long et al., 1996; véase el apartado 

I.4.2, en la página 18), que carecen de meristemo apical del tallo, suelen producir tejidos 

foliares a partir del hipocotilo, lo que indica que el meristemo no es imprescindible para la 

formación de las hojas (Barton y Poethig, 1993). 

La dorsoventralidad de las hojas adultas de Arabidopsis thaliana puede apreciarse 

desde los estadios más tempranos de su desarrollo, ya que los primordios foliares son 

semicirculares pero presentan una región aplanada que corresponde a su cara adaxial 

(Pyke et al., 1991). Esta asimetría dorsoventral se hace más pronunciada en los tejidos 

internos conforme el primordio incrementa su tamaño. 

Se ha aceptado durante mucho tiempo que el limbo de las dicotiledóneas se 

originaba a partir de un pequeño grupo de células meristemáticas ubicadas en el margen 

de la hoja, denominadas células marginales iniciales (Avery, 1933; citado en Dolan y 

Poethig, 1991). Sin embargo, los estudios de análisis clonal (Poethig y Sussex, 1985a; 

Dolan y Poethig, 1991) y de expresión de genes de la división celular, como el de la 

ciclina1 de Arabidopsis thaliana (cyclin1At; Donnelly et al., 1999; véase el apartado 

I.4.5.3.3, en la página 47) demuestran que la división celular se produce durante el 

desarrollo de la hoja en toda su superficie, sin que se conozca indicio alguno de la 

existencia de zonas meristemáticas, cuya ausencia confirman también los estudios 

anatómicos de las primeras hojas de Arabidopsis thaliana (Pyke et al., 1991). 

La epidermis es el primer tejido foliar que deja de dividirse, siguiéndole el mesófilo 

esponjoso, y finalmente, el mesófilo en empalizada (Dale, 1988; Pyke et al., 1991). La 

formación de los espacios intercelulares comienza con la digestión enzimática de la pared 

de las células del mesófilo, que se separan como consecuencia de la tensión generada 

por la expansión de las células epidérmicas (Avery, 1933). 

Se han obtenido cortes paradérmicos (paralelos a la epidermis) de hojas de 

Arabidopsis thaliana en expansión, en los que se observa que las divisiones celulares 

dejan de producirse en la región apical del limbo antes que en la basal (Figura 11), 

siguiendo un patrón basípeto similar al que se ha descrito también para la lignificación de 

los elementos del patrón vascular (Candela et al., 1999), o la diferenciación de los 

tricomas (Schnittger et al., 1999). 
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Figura 11.- Corte paradérmico de 1 µm de grosor de la primera hoja de Arabidopsis thaliana. Casi 
todas las células que se aprecian en la imagen pertenecen al mesófilo en empalizada, ya que el 
corte, que corresponde al 75% de la superficie de la hoja, fue realizado por debajo de la epidermis 
adaxial. La línea discontinua delimita la región basal con actividad mitótica, y la continua el 
margen. La hoja fue recolectada 19 días después de la siembra. Tomado, con pequeñas 
modificaciones, de Pyke et al., 1991. 

 

I.4.5.- Disección genética del desarrollo de la hoja 
Son numerosos los mutantes en varias especies vegetales con una morfología 

foliar alterada que se han aislado. Dado que el desarrollo foliar es un proceso complejo, 

en los apartados que siguen hemos agrupado las mutaciones previamente descritas 

según el proceso que perturban: la especificación de la identidad del primordio, el 

establecimiento de la polaridad a lo largo de los ejes de desarrollo del órgano, su 

crecimiento y expansión, la formación de patrones y el cambio de fase. 

 

I.4.5.1.- Especificación de la identidad del primordio foliar 
El producto del gen KNOTTED1 (KN1) del maíz es una proteína con 

homeodominio, homóloga a las de los animales (Vollbrecht et al., 1991), que se expresa 

en las células del meristemo apical del tallo, excepto en las que originan los primordios de 

los órganos laterales (Smith et al., 1992; Jackson et al., 1994). Las mutaciones 

dominantes Kn1 causan la desrepresión ectópica del gen KN1 en los primordios foliares, 

lo que hace aparecer ectópicamente tejido meristemático en las hojas (Smith et al., 1992; 
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Sinha et al., 1993b). La clase I de los genes KNOX (KNOTTED1-LIKE HOMEOBOX; 

Jackson et al., 1994; Kerstetter et al., 1994) incluye genes que se expresan en el 

meristemo apical del tallo, pero no en los primordios foliares. La desrepresión ectópica de 

estos genes en los primordios foliares causa la lobulación de las hojas, que manifiestan 

actividad meristemática, así como alteraciones en la identidad celular de los tejidos 

situados sobre el eje proximodistal de la hoja, tal como se ha comprobado en varias 

especies (Figura 12B; Sinha et al., 1993b; Lincoln et al., 1994; Chuck et al., 1996; 

Sentoku et al., 2000). En Arabidopsis thaliana, los genes KNAT1, KNAT2, KNAT6 y STM 

constituyen la clase I de los genes KNOX, cuya expresión se restringe al meristemo 

apical del tallo y que se requieren para su correcto desarrollo (revisado en Barton, 2001). 

La lobulación de las hojas de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana en las que se 

expresa KNAT1 de forma constitutiva se debe a que se mantiene la proliferación 

meristemática en los tejidos adultos (Figura 12B; Lincoln et al., 1994; Chuck et al., 1996). 

Los productos del gen ROUGH SHEATH2 (RS2) del maíz y su ortólogo 

PHANTASTICA (PHAN) de Antirrhinum majus son factores de transcripción de la familia 

MYB (Schneeberger et al., 1998; Waites et al., 1998; Timmermans et al., 1999; Tsiantis et 

al., 1999a) que reprimen a los genes KNOX en las hojas. Las hojas de los mutantes 

rs2/rs2 manifiestan transformaciones de las regiones distales en proximales, y las de las 

plantas phan/phan están radializadas, como consecuencia de la transformación de los 

tejidos adaxiales en abaxiales (Waites y Hudson, 1995; véase el apartado I.4.5.2, en la 

página 32). En base a estas observaciones se ha propuesto que el gen PHAN, al reprimir 

a los genes KNOX, contribuye al establecimiento de la identidad foliar en el meristemo y a 

la especificación del eje dorsoventral de la hoja (Waites y Hudson, 1995; véase el 

apartado I.4.5.2, en la página 32). 

Las mutaciones de insuficiencia de función de los genes ASYMMETRIC LEAVES1 

(AS1) y AS2 de Arabidopsis thaliana causan la lobulación de las hojas y transformaciones 

de los tejidos distales en proximales, similares a las observadas en las plantas rs2/rs2 del 

maíz (Ori et al., 2000; Byrne et al., 2000). Este fenotipo es a su vez semejante al de las 

plantas transgénicas en las que se expresa constitutivamente algún gen KNOX de la 

clase I. Dado que los genes KNAT1 y KNAT2 están desreprimidos ectópicamente en las 

hojas de los mutantes as1/as1 y as2/as2, se ha propuesto que la función de los genes 

AS1 y AS2 es reprimir a los genes KNOX en las hojas. AS1 es una proteína MYB 

homóloga a PHAN y RS2 (Byrne et al., 2000), mientras que AS2 es una proteína con 

cremalleras de leucina (Iwakawa et al., 2002). En el meristemo apical del tallo, STM 

reprime a AS1, lo que permite la expresión de KNAT1 y KNAT2, que promueven la 
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proliferación celular (Figura 12A). Por su parte, en los primordios foliares, en los que STM 

no se expresa, AS1 reprime a KNAT1 y KNAT2 (Figura 12A), y posiblemente activa a 

otros genes, como LATERAL ORGAN BOUNDARIES (LOB), cuya actividad es necesaria 

para el correcto desarrollo de la hoja (Barton, 2001; Byrne et al., 2002). El producto del 

gen LOB, cuya expresión en el tipo silvestre está restringida al dominio abaxial de los 

órganos laterales (Shuai et al., 2002), es similar a AS2, y su desrepresión ectópica causa 

la curvatura de la hoja hacia el haz. 

 
 

 

Figura 12.- Regulación de los genes KNOX y efectos fenotípicos de su expresión constitutiva. (A) 
Microfotografía de barrido del meristemo apical del tallo de Arabidopsis thaliana, en la que se 
destaca en verde un primordio foliar. Los genes activos se indican en rojo y los inactivos en azul. 
En el meristemo, STM reprime a AS1, por lo que los genes KNOX, como KNAT1, pueden 
expresarse. En el primordio foliar, AS1 se expresa y reprime a los genes KNOX. (B) Efectos 
fenotípicos de los alelos dominantes de los genes KNOX. Las fotografías corresponden a hojas de 
plantas transgénicas del tomate (a), el tabaco (b-c) y Arabidopsis thaliana (d, imagen de la 
izquierda; la de la derecha corresponde a una hoja silvestre) en las que se expresa constitutivamente 
el gen KN1 del maíz. Las restantes hojas corresponden a mutantes Kn1 del maíz (e), el gladiolo (f) 
y la cebada (g). Tomado, con pequeñas modificaciones, de Barton, 2001 (A), y Hake y Ori, 2002 
(B). 

 

I.4.5.2.- Establecimiento de la polaridad del órgano 
Mientras que la simetría de la raíz y el tallo es radial, la de los órganos laterales, 

como los foliares y los florales, es bilateral. En los primordios foliares se distinguen tres 

ejes principales de desarrollo, en función de su posición respecto al meristemo apical: el 

proximodistal, el mediolateral y el dorsoventral (véase el apartado I.4.3, en la página 23). 

A 
c 

B
b
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Las variaciones en el crecimiento a lo largo de estos tres ejes son la causa fundamental 

de la enorme diversidad de las formas de los órganos laterales de las plantas que 

pueblan nuestro planeta. En la Tabla 2 se recogen algunas mutaciones que perturban la 

polaridad de los primordios, que se describen a continuación con más detalle. 

Se conocen varias mutaciones que perturban la polaridad a lo largo del eje 

proximodistal en diferentes especies vegetales. A este grupo pertenecen las mutaciones 

recesivas en los genes LIGULELESS1 (LG1) y LG2, que causan la desaparición de la 

lígula, una estructura proximal de las hojas del maíz (véase la Figura 9, en la página 27; 

Becraft et al., 1990; Harper y Freeling, 1996). Se ha propuesto que estos dos genes 

regulan el establecimiento de la región ligular de la hoja y su diferenciación (Harper y 

Freeling, 1996). LG1 (Moreno et al., 1997) es similar a dos proteínas que se unen al 

promotor del gen SQUAMOSA (SQUA) de Antirrhinum majus, el ortólogo de APETALA1 

(AP1) de Arabidopsis thaliana, mientras que LG2 contiene cremalleras de leucina (Walsh 

et al., 1998). Las mutaciones semidominantes en los genes LG3 y LG4 causan la 

desaparición de la región ligular, que se transforma en vaina, una estructura distal de las 

hojas del maíz (véase la Figura 9, en la página 27). Este fenotipo es similar al producido 

por las mutaciones dominantes en los genes KNOX de la clase I (Fowler y Freeling, 

1996). De hecho, LG3 presenta un homeodominio similar al de las proteínas KNOX 

(Muehlbauer et al., 1999). 

La mutación dominante lettuce (let) de Arabidopsis thaliana determina que las 

hojas vegetativas carezcan de peciolo (Van der Graaff et al., 2000). Esta alteración se 

debe a que el gen LEAFY PETIOLE (LEP) está activado de forma ectópica en la hoja, en 

la que normalmente no se expresa. LEP es una proteína con un dominio de unión a ADN 

del tipo APETALA2/EREBP (Van der Graaff et al., 2000). Un fenotipo similar es causado 

por las mutaciones recesivas blade-on-petiole1 (bop1), que causan en homocigosis la 

aparición ectópica de células del limbo en la región adaxial de los peciolos, así como la 

desrepresión de los genes KNAT1, KNAT2 y KNAT6 en la hoja. Los dobles mutantes 

bop1/bop1;as1/as1 y bop1/bop1;as2/as2 presentan fenotipos sinérgicos (Ha et al., 2003), 

lo que sugiere que BOP1 también controla la actividad meristemática a lo largo del eje 

proximodistal de los primordios mediante la represión de los genes KNOX (Ha et al., 

2003). 
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El cultivo de primordios foliares extirpados del meristemo apical del tallo da lugar a 

órganos cilíndricos de identidad aparentemente abaxial (Sussex, 1954; 1955). Esta 

observación clásica sugiere que la identidad abaxial se establece por defecto y que la 

dorsoventralidad de las hojas aparece como consecuencia de la percepción de una señal 

emitida por el meristemo apical del tallo (Sussex, 1954). Por otro lado, la ausencia de 

expansión lateral en estos cultivos de primordios aislados sugiere que el establecimiento 

de la polaridad dorsoventral es necesario para el crecimiento del limbo a lo largo del eje 

mediolateral (Sussex, 1954).  

En los homocigotos para las mutaciones recesivas phan (Waites y Hudson, 1995) 

de Antirrhinum majus (véase el apartado I.4.5.1, en la página 30), cuya expresividad es 

variable, se observan ocasionalmente hojas filiformes de simetría radial, en las que no se 

aprecian estructuras adaxiales (Figura 13B). De hecho, en la superficie adaxial de las 

primeras hojas de los mutantes phan/phan aparecen sectores ectópicos de células con 

morfología abaxial, que están delimitados por protrusiones aparentemente originadas por 

expansión lateral ectópica. Se ha propuesto, de acuerdo con el modelo de Sussex (1954), 

que la yuxtaposición de un dominio abaxial y otro adaxial, cuya identidad podría deberse 

a la expresión de PHAN, es necesaria para que se produzca la expansión lateral de la 

hoja (Waites y Hudson, 1995). El gen PHAN, cuyo producto es un factor de transcripción 

de la familia MYB, se expresa en todas las células precursoras de los primordios foliares 

del meristemo apical del tallo, por lo que se ha sugerido que algún control 

postranscripcional restringe su actividad a los tejidos adaxiales (Waites et al., 1998). La 

función de PHAN es necesaria también para el crecimiento proximodistal de los 

primordios y el mantenimiento de la actividad y la estructura del meristemo apical del 

tallo, esto último a través de la regulación de los genes KNOX (véase el apartado I.4.5.2, 

en la página 32; Waites et al., 1998).  

El gen RS2 es el ortólogo de PHAN en el maíz (Timmermans et al., 1999; Tsiantis 

et al., 1999a). Los mutantes rs2/rs2 manifiestan diversas alteraciones en la morfología 

foliar, que incluyen la aparición de algunas hojas sin limbo y otras arrugadas como 

consecuencia de la presencia de células de la vaina en el limbo, lo que hace que la lígula 

se desplace hacia el ápice foliar (Schneeberger et al., 1998). El producto del gen RS2 

también se requiere para reprimir en la hoja la expresión de varios genes KNOX como 

KN1 y LG3. Estos resultados sugieren que los controles genéticos que establecen los 

ejes proximodistal y dorsoventral están muy relacionados. 

Otro de los genes presuntamente implicados en el establecimiento y/o el 

mantenimiento de la identidad adaxial en la hoja del maíz es LEAFBLADELESS1 (LBL1). 
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Sus alelos mutantes causan, en homocigosis, un fenotipo similar al de las mutaciones 

phan de Antirrhinum majus, que se caracterizan por la presencia de hojas abaxializadas 

de simetría radial, en las que KN1 se expresa de forma ectópica (Timmermans et al., 

1998). De la misma forma, los mutantes lam1/lam1 de Nicotiana tabacum muestran hojas 

radializadas (McHale, 1992; 1993), que manifiestan rasgos abaxiales en su superficie 

adaxial, así como la ausencia de las células alargadas que delimitan el haz y el envés en 

el margen de la hoja silvestre (McHale y Marcotrigiano, 1998). La existencia de estas 

mutaciones recesivas que causan la abaxialización de la hoja sugiere que la función de 

los genes que dañan es el establecimiento de la identidad adaxial en los primordios. 

 
 

 
Figura 13.- Establecimiento de la identidad adaxial en las hojas de las angiospermas. (A) En las 
hojas de Antirrhinum majus, la dorsoventralidad se manifiesta en la existencia del mesófilo en 
empalizada (em) en el dominio adaxial y el esponjoso (es) en el abaxial. Se destacan en verde los 
tejidos adaxiales y en rojo los abaxiales. Los haces vasculares también muestran polaridad, 
situándose el xilema (x) en posición adaxial con respecto al floema (F). (B) Las plantas phan/phan 
presenta hojas radializadas, cuyos tejidos sólo poseen identidad abaxial, en las que el xilema (x) 
está rodeado por el floema (F). (C) El fenotipo de las mutaciones phb-1d de Arabidopsis thaliana 
es el opuesto del anterior, ya que las hojas radializadas de las plantas phb-1d/phb-1d sólo presentan 
tejidos adaxiales, según sugiere la morfología de sus células epidérmicas y la distribución espacial 
de los tricomas y los haces vasculares. Las hojas radializadas de ambos mutantes no presentan 
expansión lateral. Tomado, con ligeras modificaciones, de Bowman et al., 2002. 
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Las mutaciones semidominantes phabulosa-1d (phb-1d) y phavoluta-1d (phv-1d) 

de Arabidopsis thaliana causan la adaxialización de los órganos laterales (Figura 13C; 

McConnell y Barton, 1998; McConnell et al., 2001). Las hojas de las plantas 

phb-1d/phb-1d y phv-1d/phv-1d son cilíndricas y de simetría radial, lo que apoya la 

hipótesis, antes mencionada, de que es necesaria la yuxtaposición de los dominios 

adaxial y abaxial para el crecimiento lateral del limbo. PHB y PHV, también denominadas 

ATHB-14 (Arabidopsis thaliana homeobox-14) y ATHB-9, respectivamente, pertenecen a 

la subfamilia III de las proteínas que presentan un homeodominio y cremalleras de 

leucina (HD-ZIP; homeodomain-leucine zipper; McConnell et al., 2001). Se asume el 

carácter hipermorfo de las mutaciones phb y phv, todas las cuales dañan el dominio 

denominado START de PHB y PHV, que es homólogo de la región de unión a esteroles 

de algunas proteínas de los mamíferos (McConnell et al., 2001). La actividad del gen 

PHB se manifiesta muy pronto en todas las células de los primordios foliares, 

restringiéndose después a las adaxiales. Se ha propuesto que PHB se activa mediante su 

unión a un ligando distribuido según un gradiente de concentración definido por la 

proximidad al meristemo (McConnell et al., 2001; revisado en Bowman et al., 2002).  

El producto del gen REVOLUTA (REV; Talbert et al., 1995), también llamado 

INTERFASCICULAR FIBERLESS1 (IFL1; Zhong y Ye, 1999), es otro miembro de la 

subfamilia III de las HD-ZIP (Ratcliffe et al., 2000) y se expresa en la región adaxial de los 

órganos laterales (Otsuga et al., 2001). Sus mutaciones de insuficiencia de función 

causan, en homocigosis, la desaparición de los meristemos axilares, los que dan lugar a 

las inflorescencias secundarias. Dado que estos últimos aparecen en la axila de las hojas 

caulinares silvestres, que es una estructura adaxial, se ha sugerido que el fenotipo de las 

plantas rev/rev pudiera corresponder a una pérdida parcial de la identidad adaxial (Long y 

Barton, 2000). Estos resultados apoyan la hipótesis de que la especificación de la 

identidad adaxial de los primordios es llevada a cabo, en Arabidopsis thaliana, por los 

productos de PHB, PHV y REV, entre otros. 

La familia de los genes YABBY (YAB) de Arabidopsis thaliana incluye seis 

miembros, cuyos productos son factores de transcripción con un dominio de dedos de 

zinc, que se expresan en la región abaxial de los órganos laterales (revisado en Golz y 

Hudson, 2002; Bowman, 2000). Son miembros de esta familia los genes FILAMENTOUS 

FLOWER (FIL; también denominado YAB1), YAB2 y YAB3, que se expresan en los 

tejidos abaxiales de todos los órganos laterales, así como CRABS CLAW (CRC) e INNER 

NO OUTER (INO; también denominado YAB4), que lo hacen en los del fruto (Kidner, 

1999; Siegfried et al., 1999). Se han obtenido plantas transgénicas en las que se expresa 
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constitutivamente el gen FIL, que presentan células aparentemente abaxiales en la región 

adaxial de los órganos laterales (Sawa et al., 1999; Siegfried et al., 1999). La expresión 

constitutiva de YAB3 produce resultados similares. La inactivación de estos genes en las 

células abaxiales, tal como sucede en el doble mutante fil/fil;yab3/yab3, produce la 

diferenciación adaxial de todos los tejidos derivados del primordio foliar (Siegfried et al., 

1999). Considerados en conjunto, estos resultados indican que FIL, YAB2 y YAB3 

contribuyen de forma redundante a la especificación de la identidad abaxial de los 

órganos laterales de Arabidopsis thaliana (Siegfried et al., 1999). En el doble mutante 

fil/fil;yab3/yab3, la desrepresión ectópica de los genes de identidad meristemática STM, 

KNAT1 (también denominado BREVIPEDICELLUS, BP; Venglat et al., 2002) y KNAT2 

induce la proliferación celular en las hojas adultas, lo que sugiere que los genes YAB 

reprimen además a los genes KNOX en los órganos laterales (Kumaran et al., 2002). 

Por su parte, los genes KANADI1 (KAN1), KAN2 y KAN3, cuyos productos son 

factores de transcripción con un domino GARP (que debe su nombre a su presencia en 

las proteínas GOLDEN2 del maíz, ARR de Arabidopsis thaliana y Psr1 de 

Chlamydomonas reinhardtii), participan, junto con los genes YAB, en el establecimiento 

de la identidad abaxial en los primordios de los órganos laterales de Arabidopsis thaliana 

(Eshed et al., 1999; 2001; Kerstetter et al., 2001). Las mutaciones kan1, cuyo fenotipo 

foliar apenas difiere del silvestre, fueron aisladas merced a su capacidad de extremar el 

fenotipo mutante crc (Eshed et al., 1999). En las plantas kan2/kan2 y en los dobles 

mutantes kan1/kan1;kan2/kan2 se pierde la identidad abaxial en los órganos laterales. 

Las plantas transgénicas en las que se expresan de forma constitutiva los genes KAN1, 

KAN2 o KAN3 muestran órganos laterales radializados, cuyos tejidos presentan 

exclusivamente identidad abaxial (Eshed et al., 2001; Kerstetter et al., 2001). Los genes 

KAN no intervienen en la activación inicial de la expresión de los genes YAB, pero su 

producto es necesario para la aparición de las proteínas YAB en la región abaxial del 

primordio (Eshed et al., 2001). 

Las mutaciones recesivas argonaute1 (ago1; Bohmert et al., 1998) y pinhead 

(pnh; McConnell y Barton, 1995; Moussian et al., 1998; Lynn et al., 1999; véase el 

apartado I.4.2, en la página 18), también causan, en homocigosis, la aparición de 

órganos laterales de morfología radial, en los que se observa la pérdida de la identidad 

adaxial. Las plantas transgénicas en las que AGO1 se expresa de forma constitutiva 

presentan hojas adaxializadas, lo que indica que podría estar implicado en la 

especificación de la identidad adaxial de los órganos laterales. AGO1 y PNH son 

proteínas homólogas, implicadas en la maquinaria del silenciamiento postranscripcional 
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de otros genes (Lynn et al., 1999; Fagard et al., 2000; véase el apartado I.4.2, en la 

página 18). Estos últimos, que constituyen las dianas de la actividad reguladora de 

AGO1, son candidatos a estar implicados en el establecimiento de la polaridad. 

 

I.4.5.3.- Control genético de la expansión de la hoja 
Para que el crecimiento del limbo se lleve a cabo deben coordinarse la división y 

la expansión celular. La perturbación de cualquiera de estos procesos o su 

descoordinación produce hojas de morfología anormal, tal como se destaca a 

continuación y en las Tablas 3, 4 y 5. 

 

I.4.5.3.1.- La expansión foliar 
El análisis genético de los mutantes de Arabidopsis thaliana que presentan 

alteraciones en las proporciones del limbo de sus hojas vegetativas ha permitido 

identificar algunos genes que contribuyen a determinar la forma y el tamaño final de este 

órgano (Tsuge et al., 1996; Tsukaya, 2002; véase la Tabla 3, en la página 43). Tal es el 

caso de las plantas homocigóticas para la mutación recesiva angustifolia (an; Rédei, 

1962), cuyos cotiledones y hojas son más estrechos y gruesos que los silvestres, 

mientras que su longitud no se ve modificada (Tsuge et al., 1996). Este fenotipo se debe 

principalmente a una reducción de la expansión de sus células en la dirección 

mediolateral (Figura 14). Por su parte, los homocigotos para la mutación recesiva 

rotundifolia3 (rot3) presentan hojas redondeadas y con el peciolo corto, debido a un 

defecto en la expansión proximodistal de sus células (Figura 14; Tsuge et al., 1996). El 

doble mutante an/an;rot3/rot3 presenta un fenotipo aditivo, lo que sugiere que AN y ROT3 

operan en dos procesos independientes que regulan la expansión del limbo, y que actúan 

sobre la elongación polar de las células a lo largo de los ejes mediolateral y proximodistal, 

respectivamente (Tsuge et al., 1996). 

El producto del gen ROT3 es una citocromo P450 hidroxilasa (CYP901C; Kim et 

al., 1998), homóloga de las hidroxilasas de esteroides de animales. Aunque no se ha 

descartado que ROT3 participe en la biosíntesis de los brasinosteroides, unas 

fitohormonas similares estructuralmente a las hormonas esteroides de animales, se ha 

comprobado que la adición de brasinólido al medio de cultivo no corrige el fenotipo de los 

mutantes rot3/rot3 (Kim et al., 1998). Las hojas de las plantas transgénicas en las que se 

expresa ROT3 de forma constitutiva presentan un limbo más largo que el silvestre, no 

estando alterada su expansión mediolateral (Kim et al., 1999). Por otra parte, aunque la 

expresión de ROT3 es ubicua, es mayor en la región distal de las hojas (Kim et al., 1999). 
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Estos resultados sugieren que ROT3 estimula la elongación proximodistal de las células 

del limbo, probablemente a través de una señal hormonal mediada por los 

brasinosteroides (Tsukaya, 2002). 

El producto del gen AN es una proteína homóloga del represor transcripcional 

CtBP humano (Kim et al., 2002). Se ha sugerido que AN reprime a genes que son 

necesarios para la elongación polar de las células, uno de los cuales podría ser 

MERISTEM-5 (MERI-5), cuya expresión está incrementada en los mutantes an/an (Kim et 

al., 2002) y cifra una enzima implicada en la síntesis de la pared celular. 

 

 

Figura 14.- Presunto papel de los productos de los genes AN, ROT3 y ACL1 en la expansión de las 
células de la hoja en Arabidopsis thaliana. Cada poliedro representa una célula, y las flechas que 
parten de sus caras indican las direcciones en las que ocurre (→) o se inhibe (×→) la 
expansión celular. Los esquemas de color verde y rojo representan hojas silvestres y mutantes, 
respectivamente. Para más aclaraciones, véase el texto. Redibujado a partir de Tsukaya, 1995, y 
Tsuge et al., 1996. 

 

Otros mutantes de Arabidopsis thaliana también presentan alteraciones en las 

proporciones del limbo. Los homocigotos para las mutaciones rotunda2 (ron2; Berná, 

1997; Berná et al., 1999), que han resultado ser alelos del gen previamente descrito 

LEUNIG (LEU; Liu y Meyerowitz, 1995), presentan hojas vegetativas anchas y con el 
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margen ligeramente aserrado (Cnops et al., en preparación). RON2 (LUG) es una 

proteína con repeticiones WD40, homóloga de los represores transcripcionales Tup1 de 

Saccharomyces cerevisiae (Williams y Trumbly, 1990) y Groucho de Drosophila 

melanogaster (Conner y Liu, 2000), que contribuye al desarrollo de la hoja participando 

en el control de la expansión celular (Cnops et al., en preparación). 

Las mutaciones recesivas deformed root and leaf1 (drl1; Bancroft et al., 1993) y 

elongata4 (elo4; Berná, 1997; Berná et al., 1999), causan el estrechamiento de la hoja y 

el acortamiento de la raíz (Nelissen et al., 2003). Ambas son alelos del gen DRL1, cuyo 

producto es homólogo de la proteína TOT4 (también llamada KTI12) de Saccharomyces 

cerevisiae, que forma parte del complejo de la elongación (Elongator) de la transcripción 

de la ARN polimerasa II eucariótica (Nelissen et al., 2003). Los alelos recesivos del gen 

STRUWWELPELTER (SWP) causan enanismo, la aparición de tallos fasciados y 

esterilidad. Las plantas swp/swp muestran además cotiledones y hojas vegetativas 

pequeños y muy estrechos (Autran et al., 2002). SWP es una proteína homóloga a la 

subunidad Med150 (también llamada RGR1) del complejo mediador (Mediator) requerido 

por la ARN polimerasa II de Saccharomyces cerevisiae para unirse a sus promotores en 

respuesta a determinadas señales hormonales (Autran et al., 2002). 

Los genes NARROW SHEATH1 (NS1) y NS2 del maíz desempeñan funciones 

redundantes durante el desarrollo de la hoja (Scanlon, 2000a). Mientras que los mutantes 

ns1/ns1 y ns2/ns2 son fenotípicamente silvestres, los dobles mutantes ns1/ns1;ns2/ns2 

presentan hojas estrechas y tallos cortos (Scanlon et al., 1996). El fenotipo foliar de estos 

dobles mutantes se debe a la desaparición del dominio lateral del primordio en un 

momento temprano del desarrollo, lo que origina la ausencia del margen en las hojas 

maduras (Scanlon y Freeling, 1997). El gen NS2 cifra una proteína homóloga a las 

nitrilasas, que son enzimas implicadas en la biosíntesis de las auxinas, lo que sugiere la 

implicación de estas fitohormonas en la regulación del crecimiento lateral de la hoja en el 

maíz (revisado en Micol y Hake, 2003). 

Los mutantes alterados en la síntesis o la percepción de los brasinosteroides 

también manifiestan perturbaciones de la elongación polar de sus células, a lo largo tanto 

del eje mediolateral como del proximodistal (revisado en Altmann, 1999). Las mutaciones 

hipomorfas del gen DIMINUTO (DIM), cuyo producto es una enzima implicada en la 

síntesis de los brasinosteroides (Klahre et al., 1998), causan enanismo y una fertilidad 

reducida, así como alteraciones en la expansión de las hojas (Takahashi et al., 1995). 

Este fenotipo es similar al causado por las mutaciones recesivas acaulis1 (acl1) y acl2 de 
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Arabidopsis thaliana, que también perturban la expansión celular (véase la Figura 14, en 

la página 41). Las plantas acl1/acl1 presentan hojas pequeñas, retorcidas y recurvadas 

hacia el envés, probablemente como consecuencia de una interrupción, en los estadios 

tempranos del desarrollo foliar, de la expansión celular en todas las direcciones (Tsukaya 

et al., 1993). Por otro lado, los mutantes acl2/acl2 parecen estar afectados de forma 

específica en la elongación de las células del peciolo y del tallo, ya que ambos órganos 

son más cortos que los silvestres (Tsukaya et al., 1995; Tsukaya et al., 2002). 

 

I.4.5.3.2.- Papel de los microtúbulos y la pared celular en el desarrollo de la 
hoja 

Tal como se ha comentado en el apartado anterior, al crecimiento de la hoja y de 

otros órganos de las plantas contribuye la expansión de sus células en todas las 

direcciones. Esta expansión se manifiesta preferentemente a lo largo de uno de sus ejes, 

un proceso que es dependiente de la orientación de los microtúbulos corticales durante la 

división celular (Shibaoka, 1994; Kropf et al., 1998). En Arabidopsis thaliana, las 

mutaciones recesivas fragile fiber2 (fra2; también denominadas botero1; Bichet et al., 

2001) producen alteraciones en la orientación de los microtúbulos corticales durante la 

interfase, y reducen la longitud del limbo y el peciolo de sus hojas (Burk et al., 2001). El 

producto de FRA2 es homólogo a la subunidad p60 de la katanina, una proteína que 

interacciona con los microtúbulos corticales y contribuye a su estabilización (Burk et al., 

2001). Los alelos hipomorfos termosensibles del gen MICROTUBULE ORGANIZATION1 

(MOR1), causan en homocigosis enanismo, la compacidad de la roseta y el enrollamiento 

en espiral de algunos órganos radiales, como las raíces (Whittington et al., 2001). Dado 

que MOR1 pertenece a una familia muy conservada de proteínas asociadas a los 

microtúbulos, se ha sugerido que participa en la organización de éstos en Arabidopsis 

thaliana (Whittington et al., 2001). 

Otros mutantes de Arabidopsis thaliana afectados en la organización del 

citoesqueleto presentan alteraciones en la estructura de la roseta debido al enrollamiento 

en espiral de los peciolos. Los homocigotos para las mutaciones recesivas spiral1 (spr1) 

y spr2 (también denominada tortifolia1 y convoluta; Bürger, 1971; Relichova, 1976) 

presentan un enrollamiento espiral y dextrógiro (Furutani et al., 2000). Por su parte, los 

mutantes lefty1 y lefty2, identificados en una búsqueda de mutaciones semidominantes y 

supresoras del fenotipo de las plantas spr1/spr1, presentan un enrollamiento espiral y 

levógiro (Thitamadee et al., 2002). LEFTY1 y LEFTY2 son dos α-tubulinas homólogas, 
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TUA6 y TUA4, que forman dímeros con las β-tubulinas, contribuyendo a la estabilización 

de los microtúbulos (Thitamadee et al., 2002). 

Las mutaciones recesivas tonneau (ton) causan enanismo, alterando los planos 

de división celular, al modificar la orientación de los microtúbulos (Traas et al., 1995). El 

producto del gen TON2, también denominado fass (fas; Mayer et al., 1991), es la 

subunidad reguladora B' de una fosfatasa de tipo 2A (PP2A B') que participa en el control 

de la organización del citoesqueleto (Camilleri et al., 2002).  

Los mutantes ectopic lignification (eli) presentan una expansion reducida de todas 

sus células, por lo que las plantas son enanas y muestran hojas y tallos retorcidos, 

apreciándose una diferenciación anormal de sus haces vasculares, que son más gruesos 

(Caño-Delgado et al., 2000). Este fenotipo es similar al de los homocigotos para los alelos 

termosensibles de RADIAL SWELLING1 (RSW1), cuyo producto es la subunidad 

catalítica de una sintetasa de celulosa implicada en la síntesis de la pared celular 

secundaria (Arioli et al., 1998). Por otro lado, las mutaciones nulas en el gen KORRIGAN 

(KOR), cuyo producto es una endo-1,4-β-D-glucanasa implicada en la síntesis de la pared 

celular primaria, también causan enanismo (Nicol et al., 1998). Todos estos resultados 

indican que las mutaciones en genes de Arabidopsis thaliana que cifran enzimas de la 

síntesis de la pared celular o que alteran la organización del citoesqueleto causan 

enanismo como consecuencia de una deficiente elongación de sus células. 

Las expansinas son unas proteínas que participan en la digestión de las fibras de 

celulosa de la pared celular y facilitan su expansión (revisado en Cosgrove, 2000a; 

2000b). La expresión de una construcción antisentido del gen de la expansina AtEXP10 

de Arabidopsis thaliana tiene como resultado una reducción severa del tamaño de las 

plantas transgénicas, cuyas hojas presentan peciolos y limbos cortos que están 

recurvados transversalmente hacia el envés (Cho y Cosgrove, 2000), como consecuencia 

de una menor expansión de sus células. Por otro lado, la expresión constitutiva del gen 

AtEXP10 aumenta el tamaño de las hojas, cuyas células se elongan más que las 

silvestres (Cho y Cosgrove, 2000). 

 

I.4.5.3.3.- Los mecanismos de compensación de la proliferación celular 
Se asume generalmente que las diferencias entre especies en cuanto al tamaño 

de las hojas son consecuencia de la existencia de distintos patrones espaciales y 

temporales de división celular (Poethig y Sussex, 1985b). Sin embargo, los controles de 

la expansión y las divisiones celulares podrían ser independientes, tal como se ha 
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sugerido en base a la observación de que la irradiación con rayos γ impide la división de 

las células pero no su expansión (Haber y Foard, 1963). 

Las hojas de las plantas homocigóticas para la mutación tangled1 (tan1) del maíz 

son pequeñas y crecen lentamente pero la morfología del órgano es por lo demás normal. 

 
 

Figura 15.- División celular durante el desarrollo de la hoja en Arabidopsis thaliana. Las imágenes 
corresponden a hojas enteras (A, D) y sus respectivos cortes transversales (B y C), del octavo nudo, 
que han sido despigmentadas y teñidas para detectar la actividad GUS (β-glucuronidasa) en las 
células en proliferación, en las que se expresa el transgén cyc1At:β-glucuronidasa (destacadas en 
azul). Las flechas indican la ausencia de divisiones en las células del margen foliar. (E-G) 
Diagramas que muestran los distintos patrones de división celular a lo largo del desarrollo de la 
hoja. Se representan en rojo las células con actividad proliferativa en la epidermis adaxial y en azul 
las del mesófilo en empalizada. Tomado, con ligeras modificaciones, de Donnelly et al., 1999. 
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Los planos de las divisiones celulares en las plantas tan1/tan1 parecen orientarse al azar 

(Smith et al., 1996). El producto de TAN1 es una proteína de unión a los microtúbulos 

(Smith et al., 2001), implicada en el control espacial de la división celular y contribuye a 

orientar correctamente las fibras del citoesqueleto durante la citoquinesis (Cleary y Smith, 

1998; Smith et al., 2001). 

Las divisiones celulares ocurren en todas las fases del crecimiento de la hoja, 

fundamentalmente en sus primeros estadios (Donnelly et al., 1999). El patrón espacial y 

temporal de las divisiones celulares ha sido estudiado con mucho detalle en la octava 

hoja de Arabidopsis thaliana, mediante la detección de la expresión de una construcción 

que contiene la unidad de transcripción del gen de la β-glucuronidasa, fusionado al 

promotor de cyc1At. El producto de este último es una ciclina implicada en la progresión 

del ciclo celular (Figura 15; Donnelly et al., 1999), que se expresa en las células que se 

encuentran en división en los primordios foliares. Se ha confirmado de este modo que 

durante la expansión de la hoja la división celular progresa según un gradiente 

proximodistal, observándose una tasa de proliferación mayor en la región basal del limbo 

que en la apical. La diferenciación celular sigue un patrón basípeto, ya que maduran 

antes los tejidos apicales que los basales. Las células precursoras de los estomas y de 

los tejidos vasculares, sin embargo, siguen dividiéndose durante todo el desarrollo de la 

hoja. Estos resultados confirman que la división y la diferenciación celular ocurren de 

forma simultánea a lo largo del desarrollo de la hoja (Figura 15; Donnelly et al., 1999). 

En el ala de Drosophila melanogaster se ha demostrado que puede alterarse el 

número de sus células sin modificar sustancialmente el tamaño final del órgano (revisado 

en Day y Lawrence, 2000). Para explicar este efecto de compensación, se ha propuesto 

que el tamaño de un órgano está controlado por mecanismos que miden su masa final 

(total mass checkpoint; revisado en Potter y Xu, 2001) y que actúan sobre el control de la 

proliferación y la expansión celular. Según esta idea, la así denominada teoría 

organísmica (organismal theory) del desarrollo de la hoja propone que la forma de este 

órgano es independiente de los controles genéticos que operan sobre el tamaño y la 

forma de sus células, y de los de la orientación de las divisiones celulares (Kaplan y 

Hagemann, 1991; Tsukaya, 2003). Este control global de la morfogénesis de la hoja 

podría establecerse mediante la comunicación entre células adyacentes. De este modo, 

las variaciones en la tasa de proliferación de algunas células podrían verse compensadas 

por cambios en la división o la expansión de sus vecinas. Algo similar ocurre en las hojas 

del mutante warty-1 (wrt-1) del maíz (Reynolds et al., 1998), cuya forma y tamaño es 

normal, aunque su división celular está alterada. 
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Los homocigotos para la mutación aintegumenta (ant; Elliott et al., 1996; Klucher 

et al., 1996) de Arabidopsis thaliana presentan hojas y flores pequeñas, debido a una 

proliferación celular reducida, aunque el tamaño de sus células es ligeramente mayor que 

el silvestre (Mizukami y Fischer, 2000). La expresión constitutiva de ANT, tanto en 

Arabidopsis thaliana como en el tabaco, produce un aumento del tamaño de los órganos 

derivados del meristemo apical del tallo, causado por el incremento en el número de sus 

células sin que se altere la morfología final del órgano (Mizukami y Fischer, 2000). En las 

hojas de estas plantas transgénicas en las que se expresa ANT de forma constitutiva se 

ha observado además la desrepresión ectópica en las hojas del gen CyclinD3 (CycD3), 

cuyo producto es una ciclina implicada en el ciclo celular. ANT es un factor de 

transcripción con un dominio APETALA2/EREBP que regula la proliferación celular y el 

crecimiento de los órganos (Mizukami y Fischer, 2000). 

En los animales, las ciclinas de tipo D (cycD) regulan positivamente la actividad de 

las quinasas dependientes de ciclina, proteínas que controlan la entrada de las células en 

la fase S del ciclo celular en la que se produce la síntesis del ADN que precede a la 

mitosis (Pines, 1994). Aunque la expresión constitutiva del gen CycD2 de Arabidopsis 

thaliana acelera el ritmo de iniciación de los órganos en el meristemo apical del tallo en 

plantas transgénicas del tabaco, el tamaño final y la morfología de sus hojas no varía 

(Cockcroft et al., 2000). Sin embargo, la expresión constitutiva de CycD3 en Arabidopsis 

thaliana produce hojas arrugadas y recurvadas hacia el envés, cuyas células son más 

pequeñas y numerosas que las silvestres (Dewitte et al., 2003). Este último resultado 

sugiere que CycD3 promueve la división celular en las hojas. 

Los inhibidores de las quinasas dependientes de ciclina son unas proteínas que 

regulan la activación de estas últimas, y que también controlan la entrada de las células 

en la fase S del ciclo celular en respuesta a las señales hormonales y ambientales (Sherr 

y Roberts, 1995; 1999). En las plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana en las que se 

expresa de forma constitutiva el gen KRP2 (Kip1-related protein2, llamado así por su 

homología con la proteína p27Kip1 de mamíferos), cuyo producto es un inhibidor de las 

quinasas dependientes de ciclina, se inhibe la proliferación pero no la diferenciación 

celular en los primordios foliares. Las hojas de estas plantas transgénicas son más 

pequeñas que las silvestres y presentan el margen fuertemente serrado, a la vez que 

menos células aunque más grandes que las silvestres (De Veylder et al., 2001). 

Resultados similares se han obtenido en plantas transgénicas en las que se expresa de 

forma constitutiva el gen KRP1, también llamado ICK1, cuyo producto es otro inhibidor de 

quinasas dependientes de ciclina (Wang et al., 2000). 
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I.4.5.4.- La venación 
En Arabidopsis thaliana y en otras especies vegetales se conocen mutantes cuyos 

fenotipos pleiotrópicos incluyen alteraciones de sus tejidos vasculares. Las mutaciones 

recesivas cotyledon vascular pattern2 (cvp2), scarface (scf) y vascular network1 a 

vascular network7 (van1-van7) se aislaron en búsquedas de mutantes con anormalidades 

en la venación de los cotiledones. A diferencia de la mayoría de estos mutantes, cuyo 

patrón de venación es anormal tanto en los cotiledones como en las hojas (Deyholos et 

al., 2000; Koizumi et al., 2000), el de cvp1 está alterado en los cotiledones pero no en las 

hojas (Carland et al., 1999). El producto de CVP1 es una esterol metil-transferasa 

(STEROL METHYLTRANSFERASE2; SMT2) que participa en la biosíntesis de los 

esteroles de membrana (Carland et al., 2002). 

Se han identificado otros genes cuya expresión en los tejidos vasculares sugiere 

que podrían estar implicados en el desarrollo de éstos. El gen ARABIDOPSIS THALIANA 

HOMEOBOX-8 (ATHB-8), cuyo producto es un factor de transcripción de la subfamilia III 

HD-ZIP, se expresa en el procámbium del embrión y de los órganos en desarrollo (Baima 

et al., 1995; 2001). Otros genes de esta familia también se expresan específicamente en 

los tejidos vasculares, como VASCULAR ASSOCIATED HOMEOBOX1 (VAHOX1), que lo 

hace en el floema durante el desarrollo secundario de Lycopersicon esculentum (Tornero 

et al., 1996), y PRHA, en los tejidos vasculares en desarrollo de Arabidopsis thaliana 

(Plesch et al., 1997). El producto del gen VASCULAR HIGHWAY1 (VH1) de Arabidopsis 

thaliana es un receptor de la familia LRR de quinasas que participa en la diferenciación 

espacial y temporal de las células del procámbium en respuesta a las señales que 

inducen su diferenciación (Clay y Nelson, 2002).  

Son varios los mutantes que presentan un patrón de venación alterado cuyo 

fenotipo se ha asociado a ciertas deficiencias en el transporte polar de las auxinas. Tal es 

el caso de las mutaciones recesivas monopteros (mp; Przemeck et al., 1996) y lopped1 

(lop1; Carland y McHale, 1996), cuyos homocigotos presentan una tasa de transporte 

polar de auxinas inferior a la silvestre. Éstos y otros estudios sugieren que la auxina (el 

ácido indol-acético; IAA) es la señal inductora del patrón vascular, ya que su distribución 

en las hojas en desarrollo coincide con la de las células vasculares (Avsian-Kretchmer et 

al., 2002). Se ha demostrado además que las alteraciones en el transporte polar de las 

auxinas perturban el desarrollo de la venación (Mattsson et al., 1999; Sieburth et al., 

1999). 
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I.4.5.5.- El cambio de fase 
Durante el desarrollo vegetativo de las plantas pueden distinguirse dos fases con 

características morfológicas y fisiológicas específicas: la fase juvenil y la adulta. En esta 

última el meristemo apical del tallo adquiere la capacidad de responder a los estímulos 

que inducen la floración (Conway y Poethig, 1993). La transición entre la fase juvenil y la 

adulta es gradual a lo largo del desarrollo vegetativo y recibe la denominación de cambio 

de fase (vegetative phase change). 

Arabidopsis thaliana, al igual que muchas otras plantas, presenta heteroblastia, 

nombre que recibe la existencia de diferencias morfológicas entre hojas vegetativas 

sucesivas. Tales diferencias dependen de la edad del meristemo del que se originan los 

correspondientes primordios foliares (Röbbelen, 1957; Telfer et al., 1997), que a su vez 

se debe a cambios en la identidad del meristemo apical del tallo y a influencias 

hormonales (Kerstetter y Poethig, 1998). Las primeras hojas juveniles son pequeñas, 

redondeadas, de margen entero y de filotaxia decusada u opuesta (cada 180°), y 

presentan pocos tricomas en el haz y ninguno en el envés (Telfer y Poethig, 1994). En la 

fase adulta, las hojas se disponen según una filotaxia espiral, cada 139,5°, son 

espatuladas y con el margen aserrado, y se atenúa la demarcación entre el peciolo y el 

limbo, a la vez que aparecen progresivamente tricomas en el envés y se incrementa su 

densidad en el haz (Medford et al., 1992). La aparición de tricomas en la epidermis 

abaxial de las hojas vegetativas puede utilizarse como un marcador fenotípico del cambio 

de fase en Arabidopsis thaliana, aunque este carácter depende tanto de la estirpe 

silvestre como de las condiciones del fotoperiodo (Telfer et al., 1997). 

En Arabidopsis thaliana, las mutaciones recesivas extra cotyledon1 (xtc1), xtc2 y 

altered meristem programming1 (amp1) transforman las primeras hojas juveniles en 

estructuras similares a cotiledones (Conway y Poethig, 1997). En los mutantes leafy 

cotyledon (lec), por el contrario, los cotiledones presentan algunas de las características 

de las hojas vegetativas, como su patrón de venación complejo (Meinke, 1992). En el 

mutante paused (psd; Telfer et al., 1997), la iniciación de las hojas está retrasada 

respecto de la silvestre, y las primeras hojas que se producen presentan características 

fenotípicas adultas. En base a esta observación, se ha propuesto que los rasgos 

heteroblásticos que distinguen a las hojas juveniles de las adultas podrían estar 

controlados independientemente (Tsukaya et al., 2000). Algo similar ocurre en los 

mutantes wus (véase el apartado I.4.2, en la página 18), que carecen de hojas juveniles 

(Hamada et al., 2000). 
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En el maíz, las fases juvenil y adulta del desarrollo vegetativo pueden distinguirse 

en función de algunas características de la epidermis foliar, como la presencia de ceras 

en las hojas juveniles y de pelos epidérmicos en las adultas (Freeling y Lane, 1994; 

Bongard-Pierce et al., 1996). Se han descrito varias mutaciones heterocrónicas recesivas 

que prolongan el periodo de expresión de los rasgos juveniles y retrasan la aparición de 

los adultos. Tal es el caso de los mutantes enanos y deficientes en giberelinas an1, 

dwarf1 (d1), d3, d5 (Evans y Poethig, 1995) y vivaparous8 (vp8; Evans y Poethig, 1997). 

Las mutaciones dominantes de ganancia de función Teopod1 (Tp1), Tp2, Tp3 y 

Corngrass (Cg) prolongan el periodo de expresión de los rasgos juveniles, lo que sugiere 

que estos genes promueven el desarrollo juvenil participando en una ruta independiente 

de la que corresponde a los caracteres adultos (Poethig, 1988). Otras dos mutaciones 

dominantes del maíz, Hairy sheath frayed-O (Bertrand-García y Freeling, 1991) y Lax 

midrib-O (Schichnes et al., 1997), afectan no sólo a la expresión de los marcadores del 

cambio de fase, sino también a otros aspectos de la mofogénesis foliar, por lo que no se 

consideran específicas del cambio de fase.  

En el mutante heterocrónico mori1 del arroz, que manifiesta únicamente 

caracteres juveniles, parece no inducirse la fase adulta, lo que sugiere la implicación del 

gen MORI1 en el cambio de fase (Asai et al., 2002). Por el contrario, las mutaciones 

recesivas en el gen GLOSSY15 (GL15) del maíz causan la transformación de la 

epidermis foliar juvenil en adulta, sin alterar la morfología de la hoja o el desarrollo del 

tallo (Evans et al., 1994; Moose y Sisco, 1994). GL15 es una proteína con un dominio de 

unión a ADN, similar al de APETALA2/EREBP de Arabidopsis thaliana (Moose y Sisco, 

1996), que está aparentemente implicada en la inducción del desarrollo juvenil. 

Las mutaciones recesivas en el gen EARLY PHASE CHANGE (EPC; Vega et al., 

2002) fueron identificadas porque acortaban la fase juvenil, así como por su floración 

temprana. La función más verosímil de EPC es la de promover la fase juvenil del 

desarrollo e inhibir la adulta, aunque también parece implicado en el mantenimiento del 

meristemo caulinar y la iniciación foliar, entre otros procesos (Vega et al., 2002). 

En Arabidopsis thaliana, la administración de giberelinas induce la aparición 

prematura de tricomas en la epidermis abaxial (Chien y Sussex, 1996). El mutante spindly 

(spy; Jacobsen y Olszewski, 1993) presenta respuesta constitutiva a las giberelinas, 

floración temprana y una densidad incrementada de tricomas en la epidermis abaxial de 

sus primeras hojas (Telfer et al., 1997). Por otro lado, las mutaciones en el gen 

SERRATE (SE), cuyo producto es una proteína con dedos de zinc (Prigge y Wagner, 

2001), hacen aparecer rasgos adultos en las primeras hojas vegetativas, lo que se ha 
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interpretado también como una alteración en el cambio de fase (Clarke et al., 1999; 

Serrano-Cartagena et al., 1999). 

Los mutantes hasty (hst), también denominados incurvata3 (icu3; 

Serrano-Cartagena et al., 2000), presentan hojas vegetativas recurvadas hacia el haz y 

floración temprana (Telfer y Poethig, 1998). Manifiestan prematuramente caracteres 

adultos, como la presencia de tricomas abaxiales en sus hojas juveniles y una mayor 

sensibilidad a la inducción de la floración causada por la expresión constitutiva del gen 

LEAFY (Telfer y Poethig, 1998). HST es una proteína homóloga a los transportadores 

nucleares MSN5 de levadura y la exportina-5 de Homo sapiens. Se ha demostrado la 

presencia de HST en la membrana nuclear y su implicación en el transporte de moléculas 

desde el núcleo al citoplasma (Bollman et al., 2003). 

Los mutantes squint (sqn) presentan tricomas abaxiales en las hojas juveniles, el 

momento de su floración es normal (Berardini et al., 2001) e interaccionan de forma 

sinérgica con hst (Bollman et al., 2003). SQN es homóloga a la ciclofilina 40 (CyP40), una 

proteína que puede interaccionar con el complejo multiproteíco de la chaperona Hsp90 de 

levaduras y mamíferos, implicado en la activación del receptor intracelular de esteroides. 

Estos resultados sugieren que SQN se requiere para la activación de la fase juvenil del 

desarrollo vegetativo (Berardini et al., 2001). 

Se han identificado otros genes implicados en el cambio de fase, que pueden 

clasificarse en: (a) los que participan también en la inducción de la floración, muchos de 

los cuales están relacionados con la síntesis de las giberelinas (D1, D3 y D5 del maíz; 

GA1, GA4 y GA5 de Arabidopsis thaliana) o en la transducción de la señal de éstas (VP8 

del maíz; SE y SPY de Arabidopsis thaliana), (b) aquéllos cuyas mutaciones alteran la 

duración de la fase adulta sin modificar la juvenil, como INDETERMINATE (ID) del maíz, 

cuyo producto regula la producción de un factor difusible requerido para la floración 

(Colasanti et al., 1998), y (c) aquéllos cuyas mutaciones alteran la duración de la fase 

juvenil pero no la adulta, como EPC o GL15 del maíz y HST o SQN de Arabidopsis 

thaliana. En esta última clase se incluiría también EARLY FLOWERING1 (EAF1; Scott et 

al., 1999) de Arabidopsis thaliana, cuyas mutaciones producen un fenotipo similar al de 

los mutantes hst. 

 

I.4.5.6.- Otros aspectos del desarrollo foliar 
El análisis detallado de los mutantes afectados en la biogénesis de los 

cloroplastos sugiere que el desarrollo normal del mesófilo foliar parece estar íntimamente 

ligado al de estos orgánulos. El mutante arc6 de Arabidopsis thaliana, que manifiesta 



Introducción    55 

anomalías en la división de los cloroplastos de las células del mesófilo, presenta una 

roseta menor que la silvestre y sus hojas están recurvadas hacia el envés (Pyke et al., 

1994; Robertson et al., 1995). Otros mutantes con alteraciones en la biogénesis de los 

cloroplastos, como CAB protein-underexpressed (cue; Li et al., 1995; López-Juez et al., 

1998), differential development of vascular associated cells (dov; Kinsman y Pyke, 1998) 

y pale cress (pac; Reiter et al., 1994) presentan también alteraciones severas de la 

estructura del mesófilo. En el mutante defective chloroplast and leaf del tomate (dcl; 

Keddie et al., 1996), las células del mesófilo en empalizada no se expanden 

correctamente, lo que altera la morfología foliar. 

Algunos mutantes con anomalías en la diferenciación de la epidermis presentan 

fusión de órganos. Uno de ellos, fiddlehead (fdh), muestra fusiones entre hojas y entre 

algunos órganos florales (Lolle et al., 1992). El producto de este gen es una enzima 

implicada en la síntesis de los ácidos grasos de cadena larga de la cutícula, por lo que 

sus mutaciones podrían alterar la composición lipídica de la epidermis (Yephremov et al., 

1999; Pruitt et al., 2000). Por su parte, el producto del gen LACERATA (LCR), cuyas 

mutaciones también causan fusiones de órganos, es una citocromo P450 hidroxilasa, 

CYP86A8, que cataliza la ϖ-hidroxilación de ácidos grasos (Wellesen et al., 2001). Las 

mutaciones recesivas en los genes ADHERENT1 y ADHERENT2 del maíz producen 

también fusiones de órganos mediante un mecanismo similar al de los mutantes fdh de 

Arabidopsis thaliana (Neuffer et al., 1997; Sinha, 1998). Se han aislado otros 29 mutantes 

que muestran fusiones de órganos en Arabidopsis thaliana y que corresponden a 9 genes 

(Lolle et al., 1998). Pertenecen a este grupo los mutantes abnormal leaf shape1 (ale1), 

que presentan alteraciones en la cutícula de la epidermis foliar y fusión de las hojas 

juveniles. ALE1 es una proteasa de serina de la subfamilia de las subtilisinas que se 

expresa en el endospermo del embrión y que se requiere para el desarrollo de la cutícula 

embrionaria (Tanaka et al., 2001). A diferencia de los anteriores, en el mutante crinkly4 

(cr4) del maíz, que también muestra fusión de órganos foliares, la diferenciación, el 

tamaño y la morfología de las células de la epidermis están alterados como consecuencia 

de una aparente pérdida de su identidad celular (Becraft et al., 1996). El producto de CR4 

es una quinasa de proteínas con un dominio LRR que podría actuar como receptor de 

una señal extracelular inductora de la diferenciación de la epidermis (Becraft et al., 1996; 

Jin et al., 2000). 
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I.4.6.- Evolución de las hojas compuestas de las angiospermas 
Existe una gran diversidad de morfologías foliares entre las angiospermas. 

Algunas son enteras como las del maíz, el arroz, Arabidopsis thaliana, el tabaco y 

Antirrhinum majus, otras son lobuladas como las del algodón, y otras compuestas como 

las del tomate, el guisante y la zanahoria.  

Las hojas compuestas, tanto las de las monocotiledóneas como las de las 

dicotiledóneas, son estructuras de crecimiento determinado cuyo limbo está dividido en 

varias unidades repetidas que reciben el nombre de foliolos, que se disponen sobre una 

estructura central denominada raquis (Steeves y Sussex, 1989; Sinha, 1997; Bharathan y 

Sinha, 2001). Está en discusión si las hojas simples de las dicotiledóneas derivan de las 

de un ancestro con hojas compuestas (Hagemann, 1984) o si, alternativamente, éste 

presentaba hojas simples (Earnes, 1961). El registro fósil sugiere que la estructura foliar 

del ancestro de las angiospermas fue simple (Doyle, 1998) y que las hojas compuestas 

aparecieron independientemente en varias familias (Goliber et al., 1999). En algunas 

familias, como en las Asteráceas, en las Brasicáceas y en las Solanáceas, existen 

especies relacionadas del mismo género, como Solanum nigrum y Solanum 

lycopersicoides, que presentan hojas simples y compuestas, respectivamente. Por otro 

lado, algunas especies acuáticas son heterofílicas, presentando hojas simples y 

compuestas en la misma planta (Allsopp, 1965). 

El tomate (Lycopersicon esculentum) es una Solanácea con hojas compuestas 

que presentan varias parejas de foliolos lobulados en su región basal y un único foliolo 

terminal. Las mutaciones dominantes Mouse-ear (Me) y Petroselinum (Pts) y las 

recesivas bipinnate (bip), tripinnate (tp) y clausa (clau) hacen aparecer hojas compuestas 

más complejas que las silvestres. Por su parte, las mutaciones Lanceolate (La), entire (e) 

y trifoliate (tf) reducen el número de foliolos. Otras mutaciones, como solanifolia (sf) o 

potato leaf (c), determinan la aparición de foliolos no lobulados (revisado en Sinha, 1997). 

Los genes KNOX de la clase I (como STM de Arabidopsis thaliana, o RS1 y KN1 

del maíz; véase el apartado I.4.5.1, en la página 30) desempeñan una función 

fundamental en la iniciación y el mantenimiento del meristemo apical del tallo (revisado 

en Barton, 2001; véase el apartado I.4.5.1, en la página 30). Estos genes se expresan en 

el meristemo apical del tallo de las plantas con hojas simples, pero no en los primordios 

foliares. Su expresión constitutiva en plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana hace 

aparecer hojas lobuladas (Chuck et al., 1996; Ori et al., 2000; véase el apartado I.4.5.1, 

en la página 30). Sin embargo, los genes KNOX de la clase I del tomate, LeT6 y TKN1, 

se expresan tanto en el meristemo apical del tallo como en los primordios foliares. 
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Además, la expresión ectópica en las hojas del tomate del gen KN1 del maíz o de LeT6 

del tomate hace que las hojas sean mucho más compuestas que las silvestres y similares 

a las de los mutantes Me o Pts (Hareven et al., 1996; Janssen et al., 1998). La expresión 

de los antes mencionados genes KNOX de la clase I en los primordios foliares del tomate 

parece ser una condición necesaria, pero no suficiente, para originar una hoja 

compuesta, ya que la expresión constitutiva de KN1 en los mutantes La y e no da lugar a 

hojas compuestas, sino simplemente lobuladas. 

El patrón de expresión del gen PHAN de Antirrhinum majus y el de su ortólogo en 

el maíz, RS2 (véase el apartado I.4.5.1, en la página 30), son complementarios del de 

STM1 (Waites et al., 1998). Tanto PHAN como RS2 reprimen la expresión de los genes 

KNOX de la clase I en las hojas (véase el apartado I.4.5.1, en la página 30; Timmermans 

et al., 1999; Tsiantis et al., 1999a). 

Las hojas compuestas del guisante (Pisum sativum), una Fabácea, son alternas y 

presentan heteroblastia. Las hojas adultas presentan una morfología característica a lo 

largo de su eje proximodistal, con dos estípulas basales y varias parejas de foliolos 

laterales a lo largo del raquis. Presenta además dos zarcillos laterales en la zona distal 

del raquis, y otro terminal (revisado en Hofer y Ellis, 1998). Algunas mutaciones recesivas 

alteran la estructura de la hoja del guisante a lo largo de su eje proximodistal, como 

tendril-less (tl), afila (af) y cochleata (coch), dado que transforman, respectivamente, los 

zarcillos en foliolos, los foliolos en zarcillos, y las estípulas en hojas compuestas (Hofer y 

Ellis, 1998). Las mutaciones unifoliata (uni) transforman las hojas compuestas en simples. 

El gen UNIFOLIATA (UNI, también llamado PEAFLO; Hofer et al., 1997), el ortólogo de 

FLORICAULA (FLO) de Antirrhinum majus y LEAFY (LFY) de Arabidopsis thaliana, es 

necesario para el mantenimiento del estado indeterminado de los meristemos florales 

(Coen et al., 1990; Weigel et al., 1992). A diferencia de FLO y LFY, UNI se expresa en los 

primordios foliares y se restringe después a las zonas más distales de éstos, asegurando 

así la correcta iniciación de los foliolos (Hofer et al. 1997). El gen UNI se expresa de 

forma constitutiva en los mutantes tl, af y coch, por lo que se ha sugerido que los genes 

TL, AF y COCH participan en el establecimiento de la identidad de las estructuras del eje 

proximodistal de la hoja, regulando la expresión de UNI. En las hojas compuestas del 

guisante tampoco se expresan los genes KNOX de la clase I tal como ocurre en las 

plantas de hojas simples, como Arabidopsis thaliana o el maíz (Gourlay et al., 2000). 

Las mutaciones en el gen STAMINA PISTILLOIDA (STP, también llamado 

PEAFIM) reducen la complejidad de la hoja del guisante. STP es el ortólogo de 

FIMBRIATA (FIM) de Antirrhinum majus y UNUSUAL FLORAL ORGANS (UFO) de 
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Arabidopsis thaliana, que especifican, junto con FLO y LFY, respectivamente, la identidad 

del meristemo floral en estas especies (Lee et al., 1997). Los alelos stp interaccionan 

sinérgicamente con las mutaciones uni, lo que sugiere que la expresión de STP es 

necesaria, junto con la de UNI, para el desarrollo de las hojas compuestas del guisante 

(Taylor et al., 2001). 

 
 

 

Figura 16.- Relación entre la morfología de las hojas, la de sus primordios y el patrón de expresión 
espacial de los genes KNOX de la clase I. Las imágenes corresponden a (A) una hoja simple de 
Amborella trichopoda y (B) su primordio. La proteína KNOX, indicada en azul, aparece en el 
meristemo apical del tallo pero no en el primordio (C). Hoja compuesta de Lepidium hyssopifolium 
(D) y detalle de su primordio (E). La proteína KNOX aparece en el meristemo apical del tallo y en 
los foliolos (F). Hoja aparentemente simple de Lepidium oleraceum (G), y detalle de su primordio, 
de morfología compleja (H). Los símbolos *, ° y ∧ indican que la proteína KNOX aparece en el 
meristemo apical del tallo, falta en el primordio y está presente en los foliolos, respectivamente. 
Las barras de escala indican 1 cm (A, D y G), 50 µm (B, E y H) y 100 µm (C y F). Tomado, con 
algunas modificaciones, de Bharathan et al., 2002. 

 

El genero Lepidium es un grupo de brasicáceas que incluye especies de hojas 

simples y otras de hojas compuestas. Se asume que sus ancestros presentaban hojas 

compuestas. En las especies de hojas simples, como Lepidium africanum o Amborella 

trichopoda, los genes KNOX de la clase I no se expresan en los primordios foliares 
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(Figura 16A-C), al igual que ocurre en Arabidopsis thaliana, mientras que en las de hojas 

compuestas, como Lepidium hyssopifolium, sí lo hacen (Figura 16D-F). Constituyen una 

excepción a lo anterior algunas especies de hojas simples, como Lepidium oleraceum, 

cuyos primordios foliares presentan una morfología compleja y actividad de los genes 

KNOX de la clase I (Figura 16G-H; Bharathan et al., 2002). En la brasicácea acuática 

Neobeckia aquatica, que cuenta con hojas simples y compuestas, se ha observado una 

correlación directa entre la expresión de los genes KNOX de la clase I en los primordios 

foliares y la complejidad morfológica del órgano que generan (Bharathan et al., 2002). 
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II.- ANTECEDENTES Y OBJETIVOS 
 

El desarrollo es un proceso complejo, cuyo estudio es de gran interés. La 

comprensión de los mecanismos genéticos que controlan el crecimiento y la 

morfogénesis de las plantas tiene una gran relevancia, tanto en su vertiente básica como 

en la aplicada. Por una parte, su estudio puede aportar conocimientos sobre los procesos 

del desarrollo que son específicos de las plantas y que las distinguen de los animales. 

Por otra, estos conocimientos facilitan la mejora de la calidad o la rentabilidad de las 

especies cultivables y de sus productos, útiles para las industrias alimentaria y 

farmacológica o como materiales de construcción.  

Las hojas son órganos esenciales en las plantas, responsables de la productividad 

primaria en la biosfera. A pesar de su importancia, la información acerca de los procesos 

genéticos que controlan su desarrollo es relativamente escasa (Hake y Sinha, 1991; 

Smith y Hake, 1992; Sinha et al., 1993a; Telfer y Poethig, 1994; Tsukaya, 1995; Hall y 

Langdale, 1996; Sylvester et al., 1996; Poethig, 1997; Brutnell y Langdale, 1998; Howell, 

1998b; Tsiantis y Langdale, 1998; Van Lijsebettens y Clarke, 1998; Pozzi et al., 1999; 

Sinha, 1999; Scanlon, 2000b; Byrne et al., 2001; Fleming, 2002; Tsukaya, 2002; Micol y 

Hake, 2003; Tsiantis y Hay, 2003). 

Con la intención de contribuir a una mejor comprensión de los mecanismos 

genéticos que controlan el desarrollo vegetal, se está llevando a cabo, en el laboratorio 

de J.L. Micol, un análisis causal de la ontogenia de la hoja en el sistema modelo 

Arabidopsis thaliana. La forma y el tamaño de este órgano es el resultado de la división y 

la expansión de las células que constituyen el mesófilo, la epidermis adaxial y la abaxial. 

El crecimiento de las superficies del haz y el envés, que son equivalentes, debe estar 

coordinado por medio de algún mecanismo que se desconoce, cuya perturbación tendría 

como consecuencia una alteración de la forma plana de la hoja. En esta Tesis, que es 

parte de dicho intento de identificar genes implicados en el desarrollo de la hoja, se ha 

empleado como material de partida un grupo de mutantes que manifiestan alteraciones 

en la morfología foliar. Estos mutantes han sido aislados en el laboratorio de J.L. Micol y 

son candidatos a estar perturbados en genes implicados en el desarrollo de la hoja. 

Algunos de ellos fueron obtenidos mediante mutagénesis química, por tratamiento con 

metanosulfonato de etilo (Berná, 1997; Berná et al., 1999; Robles y Micol, 2001), 

mientras que otros derivan de mutagénesis física, por bombardeo con neutrones rápidos 

(Robles, 1999; Robles et al., en preparación) o fueron aislados a partir de una colección 

de estirpes portadoras de inserciones del ADN-T de Agrobacterium tumefaciens. 
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Uno de los grupos de mutantes obtenidos son los pertenecientes a la clase 

fenotípica que se denominó Ultracurvata (Ucu), cuyos individuos se caracterizan por 

presentar hojas recurvadas hacia el envés y a lo largo de la vena primaria, a diferencia de 

sus equivalentes silvestres, que son órganos planos. Esta deformidad característica de 

las hojas de los mutantes ucu nos ha hecho considerarlos candidatos a estar dañados en 

genes que participan de algún modo en la dorsoventralidad foliar.  

El primer objetivo que nos propusimos para esta Tesis fue la caracterización 

fenotípica de los mutantes ucu. Esto implica la descripción minuciosa de su arquitectura 

foliar, mediante la utilización de técnicas de microscopía que permitan estudiar a nivel 

celular las alteraciones causadas por las mutaciones ucu. Dada la pleiotropía del fenotipo 

de los mutantes ucu, lo anterior debe complementarse con el estudio de otros aspectos 

de su estructura corporal y de sus respuestas a determinadas variables ambientales y a 

la administración de fitohormonas, sustancias que es sabido participan en la regulación 

del crecimiento y el desarrollo de las plantas. 

Otro objetivo de esta Tesis fue la identificación de los genes UCU1 y UCU2, es 

decir, su clonación, que debía llevarse a cabo mediante un abordaje posicional. Su 

primera etapa es la cartografía de baja resolución de las mutaciones a estudio, que 

permite iniciar un análisis del ligamiento a marcadores moleculares que estrecha 

progresivamente las regiones candidatas a contener a los genes a estudio. Una vez 

identificados estos genes y determinada la naturaleza molecular de sus mutaciones, se 

debe confirmar su identidad mediante la restauración del fenotipo silvestre en los 

mutantes, transfiriéndoles transgenes que contengan alelos silvestres de los genes 

candidatos. 

Una parte importante de la caracterización de los mutantes ucu consiste en el 

análisis de sus eventuales interacciones con otras mutaciones, previamente descritas, 

que perturban al proceso a estudio. Para ello, deben realizarse cruzamientos, entre los 

mutantes ucu y con otros, con el objetivo de obtener y estudiar dobles mutantes. La 

información derivada del estudio del fenotipo de estos dobles mutantes debiera permitir 

definir sus relaciones funcionales y proponer hipótesis acerca de la naturaleza de los 

genes UCU y su papel en el desarrollo de la hoja. 
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III- MATERIALES Y MÉTODOS 
 

III.1.- Pautas que se han seguido para la redacción de esta memoria 
Para la redacción de esta memoria se han seguido las pautas definidas en una 

Tesis previa (Ponce, 1996), según se detalla a continuación. 

 

III.1.1.- Gramática y terminología 
Se ha procurado seguir el Diccionario de la Lengua Española de la Real Academia 

Española [Vigésima segunda edición (2001). Espasa-Calpe, Madrid], el Vocabulario 

Científico y Técnico de la Real Academia de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales 

[Tercera edición (1996). Espasa Calpe, Madrid] la Ortografía de la Lengua Española 

[Primera edición (2000). Espasa-Calpe, Madrid] y la Gramática de la Lengua Española 

[Emilio Alarcos (1994). Real Academia Española. Espasa Calpe, Madrid]. 

Aquellos términos en inglés que no cuentan con un equivalente español de uso 

generalmente aceptado se citan en cursiva y entre paréntesis, junto a la traducción 

elegida. Por lo general, ésto se ha hecho sólo la primera de las veces en que se emplea 

una determinada palabra.  

Algunas expresiones de uso común en los laboratorios o la literatura cuyo idioma 

predominante es el inglés son de difícil traducción al español, si se persigue la obediencia 

a una norma lingüística. Así, hemos empleado expresiones tales como 2×SSC por su 

fidelidad a las originales en inglés, en ausencia de una norma al respecto en nuestra 

lengua. Del mismo modo, se ha preferido utilizar en su forma original, aunque destacada 

en cursiva, términos para los que no se ha encontrado un equivalente razonable en 

español, tales como eppendorf o vortex. Hemos estimado que el primero de estos 

vocablos es intraducible y que la traducción más verosímil para el segundo, “vórtice”, 

confundiría al lector más de lo que le informaría. 

No se ha hecho ningún esfuerzo especial, por no estimarse necesario, por ordenar 

sustantivos y adjetivos a la hora de denominar a las enzimas. En consecuencia, las 

expresiones de los tipos ADN polimerasa y polimerasa del ADN se utilizan 

indistintamente en esta Tesis. 

 

III.1.2.- Abreviaturas, acrónimos y fórmulas químicas 
Se ha procurado obedecer la normativa de la IUPAC (International Union of Pure 

and Applied Chemistry) en lo referente a la formulación química y a las denominaciones 

de los compuestos empleados en este trabajo. En consecuencia, se indica siempre el 
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catión antes que el anión en las sales. No obstante, se ha preferido emplear los 

acrónimos castellanizados ADN y ARN, en lugar de los recomendados por la IUPAC y la 

Real Academia de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales, DNA y RNA, para los ácidos 

desoxirribonucleico y ribonucleico, respectivamente. Esta elección es totalmente subjetiva 

y no está basada en ningún argumento que se considere incontestable. 

En esta memoria se emplean numerosas abreviaturas y acrónimos, la mayoría de 

los cuales se definen la primera vez que aparecen en el texto. Además, se han utilizado 

las abreviaturas siguientes, correspondientes en su mayoría a las unidades de medida 

empleadas, que son las del Sistema Internacional: 

 

cm: centímetros. 

cM: centimorgans. 

dNTP: desoxinucleótido trifosfato. 

et al.: et alii (y otros). 

g: gramos. 

g: aceleración de la gravedad. 

h: horas. 

kb: kilobases. 

kDa: kilodaltones. 

kg: kilogramos. 

l: litros. 

lx: luxes. 

m: metros. 

M: molar. 

mg: miligramos. 

min: minutos. 

ml: mililitros. 

mm: milímetros. 

mM: milimolar. 

ms: milisegundos. 

m/v: masa/volumen. 

Mb: megabases. 

mb: milibares. 

MΩ: megaohmios. 

N: normal. 

ng: nanogramos. 

nm: nanometros. 

nM: nanomolar. 

pb: pares de bases. 

pg: picogramos. 

pm: picomoles. 

pM: picomolar. 

rpm: revoluciones por minuto. 

s: segundos. 

U: unidades enzimáticas. 

UV: ultravioleta. 

V: voltios. 

v/v: volumen/volumen. 

W: vatios. 

µg: microgramos. 

µJ: microjulios. 

µl: microlitros. 

µm: micrómetros o micras. 

µM: micromolar. 

°C: grados centígrados. 
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III.1.3.- Citas bibliográficas 
Se ha intentado hacer justicia a los autores anteriores citando, en la medida de lo 

posible, los artículos en los que se recogió por primera vez un experimento o una idea. 

En los casos en los que se mencionan documentos a los que no se ha tenido acceso, 

casi siempre por su antigüedad, se detallan en el texto tanto el artículo original como 

aquél en el que se ha encontrado la cita, recogiendo ambas referencias en la bibliografía. 

Las referencias en el texto se ordenan cronológicamente, siguiéndose un orden alfabético 

para autores de artículos publicados en el mismo año. Todos los autores de una 

publicación son mencionados en la bibliografía, mientras que en el texto se cita 

únicamente al primero de ellos, salvo cuando son dos, que se menciona a ambos. 

En esta memoria se citan como fuentes, en varias ocasiones, direcciones de 

Internet (URL; Uniform Resource Locator), en el formato http://... Estas citas se hacen con 

plena conciencia de que algunas de ellas son transitorias. Se trata, no obstante, de 

documentos que existen únicamente en formato electrónico y que no tienen un 

equivalente impreso en papel, por lo que no pueden ser citados de otro modo que el 

empleado en esta Tesis. 

 

III.2.- Nomenclatura para la denominación de genes, mutaciones y fenotipos 
La nomenclatura que se aplica en esta memoria a genes, mutaciones y fenotipos 

nuevos se atiene estrictamente a las pautas propuestas para Arabidopsis thaliana por 

Meinke y Koornneef (1997), cuya versión más reciente puede encontrarse en 

http://mutant.lse.okstate.edu/genepage/namerule.html. Los alelos de un gen se indican 

con abreviaturas de tres letras en cursiva, empleándose las mayúsculas para el silvestre 

y las minúsculas para los mutantes. Los fenotipos mutantes se denotan con abreviaturas 

de tres letras, la primera de ellas mayúscula, en tipografía normal. Si existen diferentes 

genes que han recibido la misma denominación, se les distingue añadiendo un número al 

grupo de tres letras que les denota. Los diferentes alelos mutantes de un gen reciben un 

distintivo numérico, separado por un guión del identificador del gen. 

Puede citarse, como ejemplo de lo comentado en el párrafo anterior, que los 

mutantes estudiados en esta Tesis presentan el fenotipo Ultracurvata (Ucu), habiéndose 

definido, mediante análisis de complementación, dos genes ULTRACURVATA (UCU), 

uno de los cuales es UCU1, del que se han descrito tres alelos mutantes, numerados 

como ucu1-1, ucu1-2 y ucu1-3. El producto del gen UCU1 es la proteína UCU1. 
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III.3.- Estirpes utilizadas en este trabajo 
III.3.1.- Estirpes de Arabidopsis thaliana 
III.3.1.1.- Estirpes silvestres 

En esta Tesis se han empleado dos estirpes silvestres de Arabidopsis thaliana: 

Landsberg erecta (Ler) y Columbia-0 (Col-0), cuyos números de catálogo del NASC son 

NW20 y N1092, respectivamente. 

 

III.3.1.2.- Estirpes mutantes 
Las estirpes mutantes empleadas en esta Tesis pueden clasificarse en dos 

grupos, en función de su origen y utilización. El primero de ellos incluye aquellas estirpes 

aisladas y caracterizadas parcialmente por autores anteriores, que fueron empleadas 

para realizar los análisis de complementación y para la obtención de algunos dobles 

mutantes. Todas estas estirpes mutantes se describen en la Tabla 6, con indicación de su 

procedencia. 

 

Tabla 6.- Mutantes aislados por autores anteriores, que se han empleado 

en los ensayos de alelismo y de interacciones genéticas 
Estirpe Alelo Gen dañado por 

la mutación 
Rasgos destacables Referencia

CS6159 det2-1 DE-ETIOLATED2 Deficiente en brasinosteroides 2 
CS8100 dim-1 DIMINUTO Deficiente en brasinosteroides 3 
CS3723 bri1-1 BRASSINOSTEROID 

INSENSITIVE1 
Insensible a los 

brasinosteroides 
4 

CS3077 axr2-1 AUXIN RESISTANT2 Resistente a las auxinas 5 
N345 icu1-3 

(clf-18) 
INCURVATA1 

(CURLY LEAF) 
Incurvata. Desrepresión 

ectópica del gen AG 
1, 6 

N329 icu2 INCURVATA2 Incurvata 1 
N314 icu3-1 (hst-5) INCURVATA3 (HASTY) Incurvata 1, 7 
N400 icu4-1 INCURVATA4 Incurvata 1 
N379 icu5 INCURVATA5 

(SUPRESSOR OF HY2)
Incurvata. Resistente a las 

auxinas 
1, 8 

CS3151   Tetraploide 9 
CS62 ga5-1 GIBERELLIN 

REQUIRING5 
Deficiente en giberelinas 10 

N3074 aux1-7 AUXIN-HERBICIDE 
RESISTANT1 

Transporte de las auxinas 
alterado 

11 

1Serrano-Cartagena (1998); 2Li et al. (1996); 3Takahashi et al. (1995); 4Clouse et al. (1996); 
5Wilson et al. (1990); 6Goodrich et al. (1997); 7Telfer y Poethig (1998); 8Tian y Reed (1999); 
9Depositado por G. Rédei en el ABRC; 10Talon et al. (1990); 11Bennett et al. (1996). 
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La Tabla 7 describe el segundo grupo de estirpes empleado, que incluye mutantes 

con hojas anormales que habían sido aislados previamente en el laboratorio de J.L. Micol 

(Berná, 1997; Berná et al., 1999; Robles, 1999; Robles y Micol, 2001). 

 

Tabla 7.- Mutantes obtenidos en el laboratorio de J.L. Micol 

que se han empleado en esta Tesis 
Estirpe Alelo Gen dañado por 

la mutación 
Rasgos 

destacables 
Referencia

P2 46.8 ucu2-1 ULTRACURVATA2 Ultracurvata 1 
CS3397 ucu2-2 ULTRACURVATA2 Ultracurvata 1, 5 
P18.3 ucu2-3 ULTRACURVATA2 Ultracurvata 5 
N512836 ucu2-4 ULTRACURVATA2 Ultracurvata 5 
P1 4.5 ucu1-1 ULTRACURVATA1 Ultracurvata 2 
P9 36.1 ucu1-2a ULTRACURVATA1 Ultracurvata 2 
P9 42.1 ucu1-2b ULTRACURVATA1 Ultracurvata 2 
P14 12.1 ucu1-3 ULTRACURVATA1 Ultracurvata 2 
P10 16.4 icu7-1 INCURVATA7 Incurvata 2 
P8 49.6 icu9-1 (ago1-51) INCURVATA9 

(ARGONAUTE1) 
Incurvata 2 

P10 37.1 tcu1-1a TRANSCURVATA1 Transcurvata 2 
P14 20.1 tcu2-1b TRANSCURVATA2 Transcurvata 2 
P14 2.2 tcu3-1a TRANSCURVATA3 Transcurvata 2 
P12 32.1 as2-11 ASYMMETRIC LEAVES2 Hojas asimétricas 2 
N3c sañ5 (abi4-2) SALOBREÑO5  

(ABA INSENSITIVE4) 
Insensible al ABA 3, 4 

1Robles (1999); 2Berná (1997); 3Quesada (1999); 4Finkelstein et al. (1998); 5esta Tesis. 

 

III.3.2.- Estirpes bacterianas 
En esta Tesis se han usado estirpes de Escherichia coli portadoras de clones BAC 

(Bacterial artificial chromosomes; Shizuya et al., 1992) procedentes de dos genotecas de 

ADN genómico distintas. Hemos utilizado los clones BAC F28J12, F28A21 y F13C5 de la 

genoteca IGF, obtenida en el Institut für Genbiologische Forschung Berlin GmbH y 

construida con el vector pBeloBAC-Kan, que confiere resistencia a kanamicina, en la 

estirpe DH10B de Escherichia coli (Mozo et al., 1998; 1999). El clon MIL23 pertenece a la 

genoteca Mitsui P1 obtenida en el Kazusa DNA Research Institute 

(http://www.kazusa.or.jp/kaos/), que fue construida usando el vector P1 pAd10sacB(I), 

empaquetado in vitro en bacteriófagos que se utilizaron para infectar Escherichia coli (Liu 
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et al., 1995). Las estirpes bacterianas empleadas en este trabajo se recogen en la 

Tabla 8, así como algunos aspectos relevantes de su genotipo. 

 
Tabla 8.- Estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo 

Especie Estirpe Parte relevante 
de su genotipo 

Utilidad 

E. coli DH5α endA1 Mejora la calidad del ADN plasmídico 
en las minipreparaciones 

  recA1 Reduce la recombinación 
 endA1 recA1  
 φ80dlacZ∆M15 Selección de colonias blancas/azules

en presencia de X-Gal e IPTG 
 

DH10B 

deoR Permite la clonación de fragmentos de 
ADN de gran tamaño 

A. tumefaciens C58C11   
 LBA44042 pAL4404 Incorpora un plásmido Ti que sólo 

incluye los genes vir necesarios para 
la transferencia del ADN-T a la planta 

1Zambryski et al. (1983); 2Hoekema et al. (1983). 

 

III.3.3.- Conservación de estirpes 
Las semillas de las estirpes mutantes y silvestres de Arabidopsis thaliana 

utilizadas en esta Tesis se almacenaron en tubos eppendorf que se conservaron a 4°C, 

comprobándose la viabilidad de las semillas, en caso necesario, cada dos años.  

Las estirpes bacterianas se han conservado a -80°C. Para ello, se realizaron 

cultivos en medio líquido, en presencia de los antibióticos necesarios (véase el apartado 

III.5.1.2.1, en la página 75), y se tomaron a continuación 800 µl de cada uno de ellos en 

un tubo eppendorf, que se mezclaron mediante agitación en un vortex con 200 µl de 

glicerol esterilizado en autoclave, para congelarlos finalmente por inmersión en nitrógeno 

líquido. 

 

III.4.- Cultivos 
III.4.1.- Condiciones de cultivo de Arabidopsis thaliana 

Los cultivos de Arabidopsis thaliana se realizaron a partir de semillas que habían 

sido previamente conservadas a 4°C durante al menos una semana. Los cultivos se 

llevaron a cabo en caja de Petri o en maceta. 
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III.4.1.1.- Cultivo en caja de Petri 
La mayoría de los cultivos fueron iniciados en cajas de Petri de 15 cm de 

diámetro, que contenían unos 100 ml de medio sólido GM (véase el apartado III.5.1.1.2, 

en la página 73). La siembra de las semillas de Arabidopsis thaliana se llevó a cabo tras 

su esterilización por inmersión con agitación, durante 10 min, en una disolución acuosa 

del 40% en lejía comercial (NaClO al 4-5% m/v) y 3 µl/ml de una disolución del 1% v/v en 

Triton X-100, y realizando a continuación tres lavados sucesivos con agua estéril. 

La siembra en cajas de Petri se llevó a cabo con material estéril, en una cabina de 

flujo laminar horizontal. Se sembraron unas 100 semillas por caja de Petri, con la ayuda 

de una pipeta Pasteur. Para ello, se tomaron semillas en suspensión acuosa y se 

depositaron de una en una sobre la superficie del medio de cultivo, en las posiciones 

indicadas por una retícula dibujada en un papel dispuesto debajo de la caja de Petri. Tras 

su siembra, las cajas fueron precintadas con esparadrapo quirúrgico Micropore Scotch 

3M, que constituye una barrera efectiva para cualquier partícula pero no impide el 

intercambio de gases con el exterior. 

Las cajas de Petri recién inoculadas con semillas se mantuvieron durante 24 h en 

posición invertida, a 4°C y en la oscuridad, con el fin de sincronizar su germinación, tras 

lo que fueron incubadas a 20±1°C y 60-70% de humedad relativa, bajo iluminación 

continua de unos 7.000 lx de luz blanca, suministrada por tubos fluorescentes Sylvania 

Standard F20W/133-RS Cool White (en cámaras de cultivo Conviron TC16) y Sylvania 

160 W F72T12 CW VHO Cool White o Philips F72TI2/D/VHO 160 W 1500 SF (en una 

cámara Conviron TC30). El flujo de aire en estas cámaras de cultivo es 

permanentemente ascendente, lo que impide la condensación de agua en el interior de la 

tapa de las cajas de Petri. 

Las plantas de interés, cuyo cultivo se había iniciado mediante siembra en caja de 

Petri, fueron posteriormente transplantadas a maceta, en donde completaron su ciclo de 

vida en las condiciones que se detallan en el apartado siguiente. 

 

III.4.1.2.- Cultivo en maceta 
Los cultivos en maceta se efectuaron en bandejas de plástico de 28 × 50 cm, con 

42 alveolos, cada uno de ellos de 5 × 5 cm (diámetro × altura), introducidas en cubetas de 

unos 7 cm de profundidad. En algunos casos se utilizaron cubetas de tamaños inferiores, 

con bandejas de 25 u 8 alveolos. Se empleó como sustrato una mezcla de perlita 

(granulometría de 1 a 3 mm; 105-125 kg/m3), vermiculita (granulometría de 0 a 3 mm; 

80-100 kg/m3) y turba no fertilizada (turba rubia de musgo Sphagnum, de estructura 
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gruesa; Grobmull Neuhaus), previamente esterilizada en autoclave, durante 20 min a 

121°C, en una proporción volumétrica 2:2:1. Las bandejas de alveolos estuvieron 

permanentemente subirrigadas, manteniéndose un nivel de unos 2-3 cm de agua 

corriente en el fondo de las cubetas. El aporte de nutrientes se llevó a cabo una vez por 

semana, mediante la adición de una cantidad saturante de medio mínimo ATM (véase el 

apartado III.5.1.1.1, en la página 73). 

Cada alveolo se destinó al cultivo de una sola planta, que en la mayoría de los 

casos fue transplantada, con ayuda de unas pinzas, desde la caja de Petri en la que 

había permanecido durante las primeras tres semanas de su ciclo de vida. En algunos 

casos se sembraron las semillas directamente sobre el sustrato de cultivo en maceta, sin 

su esterilización previa. Se introdujo en cada alveolo, previamente a su rellenado con el 

sustrato, una maceta de rejilla de 5 × 5 cm (diámetro × altura). Las macetas de rejilla 

impiden que el sustrato se adhiera al alveolo, facilitando la extracción de las plantas para 

la realización de cruzamientos o la recolección de semillas. Estos cultivos permanecieron 

cubiertos con un plástico transparente, en el que se realizaron algunos agujeros a fin de 

evitar una excesiva condensación de agua, durante 3 o 6 días, según se tratase de 

transplantes o siembras, respectivamente. Cuando se produce el alzado (bolting) y la 

elongación de los entrenudos al término de la etapa vegetativa, se aisla a las plantas 

transplantadas enfundándolas con cilindros de plástico transparente, denominados 

aracones (aracons; Beta Tech) que impiden el contacto entre individuos adyacentes y 

facilitan la recolección de las semillas. 

Los cultivos en maceta se mantuvieron en una cámara climatizada, a 20±1°C y 

60-70% de humedad relativa, bajo iluminación continua, con luz blanca suministrada por 

tubos fluorescentes Sylvania 160 W F72T12 CW VHO Cool White o Philips 

F72TI2/D/VHO 160 W 1500 SF, totalizando 7.000 lx. A partir del momento en que la 

floración se interrumpe, y no se desarrollan más flores, se suspende el riego, 

facilitándose así el secado de las plantas, que son mantenidas en la cámara de cultivo 

dos semanas más, al menos, para proceder finalmente a la recolección de sus semillas. 

 

III.4.1.3.- Cruzamientos y recolección de semillas 
En Arabidopsis thaliana, las flores se agrupan en los ápices de los tallos 

inflorescentes, encontrándose los capullos florales más maduros en el exterior y los más 

jóvenes en el centro de la inflorescencia. Hemos seguido el procedimiento de 

emasculación descrito por Kranz y Kirchheim (1987) para la realización de cruzamientos 

entre estirpes distintas, una de las cuales se usa como donante y la otra como receptora 



Materiales y Métodos    71 

de polen (parentales masculino, , y femenino, , respectivamente). Este método se 

basa en el hecho de que en Arabidopsis thaliana el pistilo madura antes que las anteras. 

Se elige un grupo de capullos florales en el ápice de un tallo inflorescente de la planta 

que se usará como parental femenino, eliminando todas las flores maduras, 

presuntamente autofecundadas, así como todos los capullos, salvo aquéllos cuyos 

pétalos sean apenas visibles. A estos últimos se les extirpan los sépalos, los pétalos y los 

estambres inmaduros, obteniendo de este modo flores cuya única estructura funcional es 

un pistilo no fecundado. Estas manipulaciones se realizan con unas pinzas de 

microcirugía (Aesculap BD331) previamente esterilizadas por inmersión en etanol del 

95% y secadas al aire, para destruir cualquier traza de polen contaminante que pudieran 

contener. De la planta que se utilizará como donante de polen se extirpa una flor madura, 

que presente los pétalos abiertos y estambres en cuyas anteras sean visibles los granos 

de polen. Presionándola con las pinzas a la altura de los sépalos, se ponen en contacto 

varias de sus anteras con el pistilo de la flor receptora del polen. El cruzamiento se 

señaliza adhiriendo al tallo, junto a la flor recién fecundada, una etiqueta en la que se 

indica el genotipo del parental masculino empleado para la polinización. Finalmente, la 

planta que ha sido fecundada por este procedimiento es devuelta a la cámara de cultivo, 

en la que permanecerá hasta que se forme y madure la silicua, que será recogida y 

depositada en un tubo eppendorf adecuadamente etiquetado. 

Para la recolección de todas las semillas de una planta seca, producto de su 

autofecundación, se presiona ésta con ambas manos, empleando para ello guantes 

desechables, sobre un papel de filtro en el que caen las semillas. La mezcla de semillas, 

fragmentos de silicuas y otras partes secas de la planta que se acumula sobre el papel de 

filtro, ha de ser cribada a través de un colador adecuado, a fin de eliminar en lo posible 

todas las partículas cuyo tamaño sea superior al de las semillas. 

 

III.4.1.4.- Control y erradicación de plagas 
El control de los parásitos habituales en las cámaras de cultivo de plantas se llevó 

a cabo siguiendo las indicaciones que pueden encontrarse en el apartado de Chemical 

control of pests and diseases, dentro de la sección Protocols, del servidor de web del 

NASC (http://nasc.nott.ac.uk). 

Se emplearon distintos aerosoles insecticidas de amplio espectro, como Biokill 

(Permetrina al 0,25%; Zelnova), Raid (Tetrametrina al 0,32% y D-fenotrina al 0,07%; 

Johnson), Casa Jardín (Tetrametrina al 0,3% y D-fenotrina al 0,1%; Zelnova) y Pryca 

antimosquitos (Pinamin forte al 6%), siempre que se consideró necesario, una vez por 
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semana. Ante la aparición de algunos parásitos concretos, se incorporaron al agua de 

riego sustancias específicas como el Mesurol (Methocarb, 2 g/l; Bayer) para el exterminio 

de los trips (thrips, insectos del orden de los Tisanópteros). Para la erradicación de los 

esciáridos (mushroom flies, insectos del orden de los Dípteros) se empleó un larvicida, 

Basudin EW (Diazinon al 60%, 0,5 ml/l; Ciba-Geigy), y un adulticida, Atominal 10 EC 

(Piriproxifen al 10%, 1 ml/l; Massó). Para la eliminación de los esciáridos adultos se 

emplearon también hojas adhesivas de color amarillo intenso (Atrapaxon; Projar). 

 

III.4.2.- Condiciones de los cultivos microbianos 
Los cultivos líquidos se realizaron en recipientes estériles, cuya capacidad 

excedía al menos 5 veces el volumen de medio utilizado, garantizando así una aireación 

suficiente durante la incubación. Salvo que se indique lo contrario, se empleó una 

agitación de 225 rpm en un incubador dotado de una plataforma orbital (NBS Innova 4000 

o 4260) que se mantenía a 28 o 37°C según se tratase de Agrobacterium tumefaciens o 

Escherichia coli, respectivamente. 

La inoculación de cultivos en cajas de Petri con medio sólido se llevó a cabo, 

según los casos, mediante un asa de siembra o utilizando agar de cobertera (véase el 

apartado III.5.1.2.2, en la página 75). Fueron incubados durante el tiempo necesario a las 

mismas temperaturas que los cultivos líquidos. 
 

III.5.- Disoluciones 
En este apartado se detallan los medios de cultivo y disoluciones de uso general 

empleados en este trabajo. Las disoluciones utilizadas exclusivamente en un tipo de 

experimento se detallan al describir éste. Se indica el fabricante de un determinado 

compuesto sólo en aquellos casos en los que se trata de un producto único en su género 

o cuando presenta diferencias netas con sus equivalentes u homónimos de otras marcas. 

El agua fue siempre desionizada, con una resistividad media de 15 MΩ por cm, y las 

disoluciones se conservaron a temperatura ambiente, salvo que se indique lo contrario. 

 

III.5.1.- Medios de cultivo 
Los medios de cultivo mencionados en este apartado han sido preparados 

disolviendo sus componentes en agua. Todas las esterilizaciones en autoclave se 

efectuaron a 1 kg/cm2 y 121°C durante 20 min. Las sustancias termolábiles fueron 

esterilizadas mediante filtración forzada por aspiración, a través de filtros Millipore de 0,22 
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o 0,45 µm de diámetro de poro. Su adición a un medio de cultivo esterilizado en autoclave 

se realizó después de que este último fuera estabilizado a 55°C. 

 

III.5.1.1.- Medios de cultivo para Arabidopsis thaliana 
III.5.1.1.1.- Medios de cultivo líquidos 

Medio mínimo ATM: KNO3 5 mM; KH2PO4 2,5 mM; MgSO4 2 mM; Ca(NO3)2 

2 mM; FeNaEDTA 51 µM; H3BO3 70 µM; MnCl2 14 µM; CuSO4 0,5 µM; ZnSO4 1 µM; 

NaMoO4 0,2 µM; NaCl 10 µM y CoCl2 0,01 µM (Kranz y Kirchheim, 1987). 

Se añaden, a 900 ml de agua, 5 ml de KNO3 1 M; 2,5 ml de KH2PO4 1 M; 2 ml de 

MgSO4 1 M; 2 ml de Ca(NO3)2 1 M; 2 ml de FeNaEDTA 20 mM y 1 ml de la disolución de 

micronutrientes, ajustando el volumen final a 1 l. Todas las disoluciones madre (stock 

solutions) se preparan en las concentraciones indicadas y se esterilizan por filtración. Las 

disoluciones madre de las sales deben añadirse a los 900 ml de agua, y no a la inversa, a 

fin de evitar la precipitación de complejos insolubles de fosfato cálcico. 

La composición de la disolución de micronutrientes es la siguiente: H3BO3 70 mM; 

MnCl2 14 mM; CuSO4 0,5 mM; ZnSO4 1 mM; NaMoO4 0,2 mM; NaCl 10 mM y CoCl2 

0,01 mM. Se prepara añadiendo, a 900 ml de agua, 4,32 g de H3BO3; 2,77 g de 

MnCl2·4H2O; 124 mg de CuSO4·5H2O; 287 mg de ZnSO4·7H2O; 48,7 mg de 

NaMoO4·2H2O; 584,4 mg de NaCl; 2,38 mg de CoCl2·6H2O. Finalmente, se añade agua 

hasta 1 l. 

 

III.5.1.1.2.- Medios de cultivo sólidos 
Los medios de cultivo sólidos fueron preparados por adición de agar (agar 

bacteriológico europeo; Pronadisa), a una concentración final del 0,8% m/v, tras la 

disolución del resto de los componentes en agua. Una vez finalizada su esterilización en 

autoclave, los medios de cultivo se mantuvieron durante media hora en un baño a 55°C 

antes de su vertido en cajas de Petri, que se realizó en una cabina de flujo laminar 

horizontal (Telstar BH 100). Las cajas de Petri con medio sólido fueron conservadas 

hasta un mes a 4°C, en posición invertida y precintadas. 

Medio GM: Su composición es la siguiente: NH4NO3 10,3 mM; H3BO3 50,1 µM; 

CaCl2 1,5 mM; CoCl2·6H2O 0,05 µM; CuSO4·5H2O 0,05 µM; Na2EDTA 55,4 µM; MgSO4 

0,75 mM; MnSO4·H2O 50 µM; NaMoO4·2H2O 0,5 µM; KI 2,5 µM; KNO3 9,4 mM; KH2PO4 

0,62 mM; ZnSO4·7H2O 15 µM; sacarosa 29,2 mM; MES [ácido 2-(N-morfolino)-etano 

sulfónico] 2,3 mM; agar 8 g/l. 
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Para su preparación se añaden, a 900 ml de agua, 2,2 g de sales de Murashige y 

Skoog (Duchefa; Murashige y Skoog, 1962), 10 g de sacarosa y 0,5 g de MES (ácido  

2-[N-morpholino]etano sulfónico). Se agita la suspensión hasta la total disolución de sus 

componentes y se ajusta el pH a 5,7 con KOH 1 M. Posteriormente, se añaden 8 g de 

agar y se ajusta el volumen a 1 l. Se esteriliza en autoclave. 

 

III.5.1.1.3.- Medios de cultivo suplementados con hormonas 
El medio sólido GM descrito anteriormente se ha suplementado en algunos casos 

con distintas concentraciones de diferentes sustancias (véase el apartado III.15.2, en la 

página 100). Las disoluciones madre se prepararon tal como se indica a continuación, y 

se alicuotaron en tubos eppendorf que se almacenaron a 4°C hasta su uso. 

ABA 10 mM: Se preparó añadiendo 50 mg de ABA (ácido abscísico; Sigma 

A7383) a una mezcla de agua y DMSO (dimetil sulfóxido) al 50% v/v, en un volumen final 

de 19 ml.  

2,4-D 10 mM: Para su preparación se añaden 110 mg de 2,4-D (ácido 

2,4-diclorofenoxiacético; Gibco BRL 11215-019) a 50 ml de NaOH 1 M. 

TIBA 500 mM: Se añaden 250 mg de TIBA (ácido 2,3,5-triyodobenzoico; Sigma 

T5910) a 1 ml de DMSO. 

NPA 500 mM: Se añaden 145 mg de NPA (ácido 1-N-naftiltalámico; Riedel-de-

Häen 34361) a 1 ml de DMSO. 

1-NOA 500 mM: Se prepara disolviendo 100 mg de 1-NOA (ácido  

1-naftoxiacético; Aldrich 25,541-6) en 1 ml de DMSO. 

24-epibrasinólido 10 mM: Para su preparación se añaden 24 mg de 

24-epibrasinólido (Sigma E1641) a 5 ml de etanol absoluto. 

IAA 10 mM: Se prepara disolviendo 88 mg de IAA (ácido indolacético; Gibco BRL 

11450-012) en 50 ml de NaOH 1 M. 

BA 10 mM: Para su preparación se añaden 25 mg de BA (6-benzilaminopurina; 

Sigma B3408) a 11 ml de NaOH 1 M. 

GA3 100 mM: Se añaden 175 mg de GA3 (ácido giberélico; Sigma G1025) a 5 ml 

de etanol absoluto. 

22(S),23(S)-homobrasinólido 1 mM: Se añaden 5 mg de 22(S),23(S)-

homobrasinólido (Sigma H1267) a 10 ml de etanol absoluto. 

A partir de estas disoluciones madre, se prepararon diluciones seriadas que 

permitiesen añadir 1 ml de cada una de ellas a 500 ml de medio GM, después de la 
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esterilización de éste en autoclave y su posterior estabilización a 55°C en un baño 

termostatizado. 

 

III.5.1.2.- Medios de cultivo para microorganismos 
III.5.1.2.1.- Medios de cultivo líquidos 

Todos estos medios de cultivo líquidos fueron conservados hasta un mes a 4°C. 

LB (Luria - Bertani): 1% m/v de bacto-triptona; 0,5% m/v de extracto de levadura; 

1% m/v de NaCl. Para preparar un litro de medio se mezclan 10 g de bacto-triptona, 5 g 

de extracto de levadura y 10 g de NaCl. Se añade 1 l de H2O, se ajusta el pH a 7,5 con 

NaOH 5 N y se esteriliza en autoclave. 

YM (Yeast mannitol): 0,04% m/v de extracto de levadura; 1% de manitol; NaCl 

1,7 mM; MgSO4 0,8 mM; K2HPO4 2,2 mM. Para preparar un litro de medio se mezclan 

0,4 g de extracto de levadura, 10 g de manitol, 0,1 g de NaCl, 0,2 g de MgSO4, 0,5 g de 

K2HPO4, se ajusta el pH a 7,0 con NaOH 5 N y se esteriliza en autoclave. 

SOC: 2% m/v de bacto-triptona; 0,5% m/v de extracto de levadura; 0,05% m/v 

NaCl; KCl 250 mM; MgCl2 2 M; glucosa 1 M. Para preparar 200 ml se disuelven en 193 ml 

de H2O: 4 g de bacto-triptona, 1 g de extracto de levadura y 0,1 g de NaCl. Se añaden a 

continuación 2 ml de KCl 250 mM, se ajusta el pH a 7,0 con NaOH 5 N y se esteriliza en 

autoclave. Después de la esterilización se añaden 1 ml de MgCl2 2 M y 4 ml de glucosa 

1 M. 

 

III.5.1.2.2.- Medios de cultivo sólidos 
Los medios de cultivo sólidos fueron preparados por adición de agar (agar 

bacteriológico europeo; Pronadisa), tras la disolución del resto de los componentes. La 

concentración de agar fue del 1,5% m/v en los medios de cultivo sólidos LB e YM, y del 

0,7% m/v para el agar de cobertera (top agar). Una vez finalizada su esterilización en 

autoclave, los medios de cultivo se mantuvieron durante media hora en un baño a 55°C 

antes de su vertido en cajas de Petri de 90 mm, que se llevó a cabo en una cabina de 

flujo laminar horizontal. El agar de cobertera fue esterilizado en autoclave en matraces de 

tamaños 2-4 veces superiores en volumen al del medio añadido, pudiendo mantenerse a 

4°C durante varios meses. Las cajas de Petri con medio sólido fueron conservadas hasta 

un mes a 4°C en posición invertida y precintadas. 

 



76    Materiales y Métodos 

III.5.1.3.- Medios de cultivo suplementados con antibióticos 
Algunos de los medios anteriormente descritos se han suplementado en 

ocasiones con antibióticos, a una concentración final de 100 mg/l (ampicilina), 50 mg/l 

(kanamicina) o 25 mg/l (estreptomicina). La ampicilina, la kanamicina y la estreptomicina 

se prepararon en disoluciones madre de concentraciones 1.000 veces superiores a la de 

trabajo, disolviéndolas en H2O y esterilizándolas por filtración. Estas disoluciones se 

conservaron a -20°C, alicuotadas en tubos eppendorf de 1,5 ml. Los antibióticos se 

añaden al medio después de que éste haya sido esterilizado en autoclave y 

posteriormente estabilizado a 55°C en un baño termostatizado. 

 

III.5.2.- Tampones y otras disoluciones de uso general 
SDS al 20%: Se prepara disolviendo, a 68°C, 100 g de SDS (dodecilo sulfato de 

sodio) en 500 ml de agua y ajustando el pH a 7,2. 

20×SSC pH 7,0: Su composición es NaCl 3 M y citrato sódico 0,3 M. Para 

preparar un litro se mezclan 175,3 g de NaCl y 88,2 g de citrato sódico, se ajusta el pH a 

7,0 y se esteriliza en autoclave. 

 

III.5.2.1.- Disoluciones para electroforesis 
50×TAE: Tris-base [Tris-(hidroximetil)aminometano] 2 M; 5,71% v/v de ácido 

acético glacial; Na2EDTA 50 mM pH 8,0. El pH final debe ser 7,6. Para preparar un litro 

se mezclan 242 g de Tris-base, 57,1 ml de ácido acético glacial y 100 ml de Na2EDTA 

0,5 M pH 8,0. 

10×TBE: Tris-base 0,89 M; BO3H3 0,89 M; Na2EDTA 20 mM pH 8,0. El pH final 

debe ser 8,2. Se mezclan 108 g de Tris-base, 55 g de BO3H3 y 40 ml de Na2EDTA 0,5 M 

pH 8,0, añadiendo agua hasta un litro. 

6× tampón de carga para electroforesis en geles de agarosa: 20% m/v de 

Ficoll; 0,25% m/v de xilencianol; 0,25% m/v de azul de bromofenol; Na2EDTA 10 mM. 

Tampón de carga para análisis de fragmentos mediante electroforesis en 

geles de poliacrilamida: Es una mezcla 5:1:1, en volumen, de formamida desionizada, 

colorante (azul de dextrano 50 mg/ml; EDTA 25 mM) y el marcador de peso molecular 

GeneScan-500 (TAMRA; N,N,N',N'-tetrametil-6-carboxirrodamina) 4 nM (Applied 

Biosystems), respectivamente. Se conserva a 4°C. 

Marcador de peso molecular para electroforesis en geles de agarosa: Se 

diluye el marcador (1 kb ladder de Gibco/BRL; 1 µg/µl) en tampón de carga hasta una 
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concentración de 0,1 µg/µl. Se utilizan 5 µl por pocillo de un gel de agarosa convencional. 

Se conserva a -20°C. 

 

III.5.2.2.- Disoluciones para la purificación de ADN genómico 
Tampón de extracción para el método de Dellaporta et al. (1983): Tris-HCl 

100 mM pH 8,0; Na2EDTA 50 mM; NaCl 0,5 M; β-Mercaptoetanol 10 mM. Se prepara a 

partir de disoluciones madre Tris-HCl 1 M; Na2EDTA 0,5 M; NaCl 5 M y β-Mercaptoetanol 

14,4 M. Puede conservarse hasta un mes a 4°C. 

 

III.5.2.3.- Disoluciones para la purificación de ADN plasmídico 
Disolución de resuspensión: Glucosa 50 mM; Tris-HCl 25 mM pH 8,0; Na2EDTA 

10 mM. Se prepara a partir de disoluciones de glucosa 1 M, Tris-HCl 1 M y Na2EDTA 

0,5 M, la primera de ellas esterilizada por filtración. Se conserva a 4°C. 

Disolución de lisis: NaOH 0,2 M; 1% en SDS. Se prepara en el momento de su 

utilización, a partir de una disolución NaOH 5 M y otra del 20% en SDS. 

Disolución de neutralización: KOAc 3 M; 11,5% en CH3COOH. Se preparan 

60 ml de KOAc 5 M, a los que se añaden 11,5 ml de ácido acético glacial y 28,5 ml de 

H2O. Se conserva a 4°C. 

 

III.5.2.4.- Disoluciones para la obtención de células competentes 
TFBI: KOAc 30 mM; RbCl 100 mM; CaCl2 10 mM; MnCl2 50 mM; 15% en glicerol. 

Para preparar 100 ml se mezclan 20 ml de RbCl 0,5 M, 2 ml de CaCl2 0,5 M, 10 ml de 

MnCl2 0,5 M, 0,294 g de KOAc y 11,9 ml de glicerol puro. Se añade agua hasta 100 ml, 

se ajusta el pH a 5,8 con CH3COOH y se esteriliza por filtración. Se conserva a 4°C. 

TFBII: MOPS [ácido 3-(N-morfolino)propano sulfónico] 10 mM; CaCl2 75 mM; 

RbCl 10 mM; 15% en glicerol. Para preparar 100 ml se mezclan 5 ml de MOPS 0,5 M, 

37,5 ml de CaCl2 0,5 M, 5 ml de RbCl 0,5 M y 29,7 ml de glicerol puro. Se añade agua 

hasta 100 ml, se ajusta el pH a 6,5 con KOH 1N y se esteriliza por filtración. Se conserva 

a 4°C. 

 

III.5.2.5.- Disoluciones para la transformación de Arabidopsis thaliana 
Tampón de infiltración: Para su preparación se añaden, a 900 ml de H2O, 2,2 g 

de sales de Murashige y Skoog (Duchefa; Murashige y Skoog, 1962), 50 g de sacarosa y 

0,5 g de MES. Se agita la suspensión hasta la total disolución de sus componentes y se 

ajusta el pH a 5,8 con KOH 1 M. Posteriormente, se añade H2O hasta 1 l, se esteriliza en 
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autoclave y se conserva a 4°C. En el momento de la infiltración se añaden 200 µl de 

Silwet L-77 (OSi Specialties Inc.). 

 

III.6.- Obtención y manipulación de ácidos nucleicos 
III.6.1.- Aislamiento de ADN genómico de Arabidopsis thaliana 

El ADN genómico utilizado como molde en las mezclas de PCR fue purificado 

mediante el método de Dellaporta et al. (1983), modificado según se indica en 

http://www.caltech.edu/~meyerowitz/protocols/quickdna.html. Se introduce en un tubo 

eppendorf una planta entera de 21 días y se le añaden 200 µl de tampón de extracción 

(véase el apartado III.5.2.2, en la página 77), macerándola con un palillo de polipropileno 

(pellet pestle) impulsado por un agitador rotativo (pellet pestle motor). A continuación, se 

añaden 300 µl de tampón de extracción y 35 µl de SDS al 20%, incubando la mezcla en 

un baño termostatizado a 65°C durante 10 min. Finalmente, se añaden 130 µl de KOAc 

5 M, incubando en hielo durante 5 min, y centrifugando durante 10 min a 13.000 rpm 

(14.927 g) en una microfuga. El sobrenadante se transfiere a un tubo eppendorf vacío, se 

precipita durante 15 min a -20°C con 640 µl de isopropanol y 60 µl de NaOAc 3 M, y se 

centrifuga durante otros 10 min a 13.000 rpm. El precipitado se lava con 300 µl de etanol 

del 70% y se centrifuga una vez más durante 5 min, tras lo cual se deja secar a 

temperatura ambiente, para resuspenderlo después en 40 µl de agua y almacenarlo a 

4°C. 

 

III.6.2.- Aislamiento de ADN plasmídico 
Se llevaron a cabo preparaciones a pequeña escala de ADN o minipreparaciones 

(minipreps), a partir de cultivos bacterianos de 3-10 ml de medio líquido, por el método de 

la lisis alcalina con precipitación por polietilenglicol (PEG 8000; Sigma P-2139), haciendo 

uso de las disoluciones descritas en el apartado III.5.2.3, en la página 77. Se emplearon 

algunas células de la estirpe bacteriana portadora del plásmido que se deseaba aislar en 

cada caso para inocular recipientes estériles cuya capacidad excedía al menos cinco 

veces el volumen del medio de cultivo utilizado suplementado con el antibiótico requerido. 

Tras su incubación, a 37°C para Escherichia coli o 28°C para Agrobacterium tumefaciens, 

a 225 rpm durante 14-24 h, se tomaron alícuotas de 1,5 ml en tubos eppendorf, que se 

centrifugaron durante 30 s a 13.000 rpm. Finalizada la centrifugación, se decantó el 

sobrenadante, manteniendo los tubos en posición invertida durante 3 min. El precipitado 

se resuspendió en 100 µl de la disolución de resuspensión previamente enfriada a 4°C, 

agitando en un vortex durante 15 s, y se incubó 5 min a temperatura ambiente. A 
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continuación, se añadieron 200 µl de la disolución de lisis, mezclando por inversión e 

incubando en hielo durante 5 min. Tras agregar 150 µl de la disolución de neutralización 

previamente enfriada a 4°C, mezclar por inversión durante 10 s y enfriar 5 min en hielo, 

las muestras se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 min, transfiriendo el sobrenadante 

a tubos vacíos, a los que se añadió Ribonucleasa A a una concentración final de 

20 µg/ml, incubando finalmente a 37°C durante 30 min. Se agregó a la disolución así 

obtenida un volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) y tras la 

centrifugación de la mezcla a 13.000 rpm durante 5 min, se transfirió la fase acuosa a un 

tubo eppendorf vacío al que se añadieron 2,5 volúmenes de etanol absoluto, agitando en 

un vortex y manteniendo a continuación el tubo durante 10 min a temperatura ambiente. 

Finalmente, se centrifugó a 13.000 rpm durante 10 min, se decantó el sobrenadante y se 

lavó el precipitado con etanol del 70%, que se dejó secar al aire.  

Para separar el ADN plasmidíco del genómico, el precipitado obtenido según se 

indica en el párrafo anterior se resuspendió en 16 µl de H2O y se añadieron 3,2 µl de 

NaCl 5 M y 20 µl de PEG 8.000 al 13%. Esta mezcla se mantuvo en hielo durante 30 min, 

centrifugando después a 13.000 rpm, durante 10 min a 4°C. Finalmente, el precipitado se 

lavó con etanol del 70%, se secó y resuspendió en 15-20 µl de H2O, determinándose 

espectrofotométricamente la concentración en ácidos nucleicos y conservando las 

muestras a -20°C.  

 

III.6.3.- Aislamiento de ARN de Arabidopsis thaliana 
En esta Tesis se ha obtenido ARN a partir de plantas completas, recolectadas 

21 días después de la siembra, o de flores maduras, capullos u hojas caulinares, dos 

semanas más tarde. Todos estos especímenes fueron recolectados, inmediatamente 

sumergidos en nitrógeno líquido y almacenados a -80°C en tubos eppendorf debidamente 

rotulados. La extracción del ARN de estas muestras de material vegetal, cada una de 

ellas de unos 30 mg, se inició macerándolas en nitrógeno líquido y, tras la evaporación de 

éste, en 500 µl de Trizol (una disolución monofásica de fenol e isotiocianato de 

guanidinio; Gibco/BRL), durante 5 min, manteniendo el recipiente en hielo. Se añadieron 

a continuación 100 µl de cloroformo, agitando en un vortex durante 15 s e incubando 

3 min a temperatura ambiente, para centrifugar después a 13.000 rpm y 4°C durante 

15 min en una microfuga. Se transfirió a otro tubo la fase acuosa y se llevó a cabo una 

precipitación con isopropanol durante 10 min a temperatura ambiente. Tras otra 

centrifugación idéntica a la anterior, el precipitado fue lavado con etanol del 70%, se 

resuspendió en 40 µl de agua previamente calentada a 60°C y se congeló a -80°C. 
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Alternativamente, se procedió a eliminar el ADN genómico que pudiera contener la 

disolución, de la que se tomaron 10 µl, añadiéndoles 30 µl de agua, 5 unidades de DNasa 

I (1 U/µl; Gibco/BRL) y 5 µl del tampón 10× de la enzima, incubando a 37°C durante 

30 min. La enzima se inactivó a continuación por calentamiento a 70°C durante 10 min. 

Se efectuó una nueva precipitación del ARN, añadiendo 5 µl de NaOAc 3 M a la 

disolución (1/10 de su volumen) y 137,5 µl de etanol absoluto (2,5 volúmenes), 

manteniéndola a -20°C durante 1 h y centrifugando después a 13.000 rpm durante 

10 min. El precipitado se lavó con etanol del 70%, se dejó secar al aire y se resuspendió 

en 20 µl de agua. La eficacia del proceso fue evaluada determinando 

espectrofotométricamente la concentración en ácidos nucleicos y sometiendo 1 µl de la 

disolución a electroforesis en un gel de agarosa al 1,5%, a fin de estimar la calidad del 

ARN y confirmar la ausencia de ADN.  

 

III.6.4.- Restricción y ligación de ADN 
Para las restricciones que se han realizado en este trabajo, se emplearon 

habitualmente 2 U de la enzima correspondiente por µg de ADN. Las digestiones se 

realizaron en todos los casos en tubos eppendorf de 1,5 ml, y en un volumen final de 

10-25 µl. Para las digestiones dobles se eligieron tampones de reacción compatibles con 

ambas enzimas, de entre los incluidos en el Five Bufffer Plus System de MBI Fermentas. 

Las mezclas de reacción se incubaron durante un mínimo de 2 h a 37°C en una estufa. 

La inactivación final de la enzima se realizó por calentamiento a 65°C u 80°C, según las 

instrucciones del fabricante. Se visualizaron los resultados de las digestiones sometiendo 

una porción de cada mezcla de reacción a electroforesis en un gel de agarosa al 1%. El 

resto se conservó a 4°C hasta su uso. 

Para las ligaciones hemos utilizado 1 U de la ligasa del bacteriófago T4 en un 

volumen final de 10-15 µl. Al igual que sucede con las endonucleasas de restricción, los 

fabricantes suministran un tampón para la ligasa (a una concentración 10×), que incluye 

los componentes que se requieren para la actividad de esta enzima. Las mezclas de las 

reacciones de ligación se incubaron a 16°C durante al menos 12 h, tras lo cual fueron 

congeladas a -20°C. 

 

III.7.- Síntesis de ADN 
III.7.1.- Síntesis de oligonucleótidos 

Todos los oligonucleótidos empleados en este trabajo fueron sintetizados por 

Applied Biosystems. El proceso de síntesis de algunos de ellos incluyó su marcaje con 
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los fluoróforos 6-FAM (6-carboxifluoresceína), HEX (4,7,2',4',5',7'-hexacloro-6-

fluoresceína) o TET (4,7,2',7'-tetracloro-6-carboxifluoresceína). Las secuencias de las 

parejas de oligonucleótidos empleados se detallan en las Tablas 10, 20, 24, 26, 30 y 34, 

en las páginas 91, 130, 135, 138, 152 y 157, respectivamente. 

 

III.7.2.- Amplificaciones mediante PCR 
En esta Tesis se han realizado amplificaciones mediante PCR con varios 

propósitos, incluido el de la secuenciación de ADN, que se describe en el apartado III.9.1, 

en la página 84. Las condiciones de reacción han variado en función de la naturaleza del 

ADN empleado como molde. La cantidad de ADN genómico se indica en cada caso. 

Cuando el molde fue ADN complementario (ADNc) se tomaron 0,5 µl de la mezcla de 

retrotranscripción (véase el apartado III.7.3, en la página 82) y cuando el molde fue ADN 

plasmídico se utilizaron desde algunos picogramos hasta 100 ng. En los casos en que la 

amplificación se llevó a cabo incorporando masa bacteriana directamente a la mezcla de 

reacción, no se pudo estimar la cantidad de molde empleada. Los cebadores se 

añadieron a una concentración final de 0,4 µM, o entre 15 y 60 nM cuando alguno de 

ellos había sido marcado con un fluorocromo. La concentración final de cada uno de los 

cuatro desoxirribonucleótidos fue 0,2 mM. 

Las reacciones se llevaron a cabo en tubos eppendorf de pared fina de 0,2 ml, en 

termocicladores Applied Biosystems 2400, 2700 o 9700, en los que se programó un 

número de ciclos comprendido entre 25 y 40. La duración de la etapa de polimerización 

dependió del tamaño de la molécula que se pretendía amplificar, asumiéndose que la 

polimerasa termoestable utilizada sintetiza ADN a razón de una kilobase por minuto. La 

temperatura de apareamiento (annealing temperature; Tm) se ha calculado con la fórmula 

Tm = 4(C+G) + 2(A+T), siendo C, G, A y T el número de las respectivas bases en el 

oligonucleótido (Suggs et al., 1981). Hemos utilizado habitualmente una temperatura de 

apareamiento entre 5 y 10°C inferior a la calculada. Los oligonucleótidos se han diseñado 

procurando obtener temperaturas de apareamiento similares para los dos miembros de 

cada pareja de cebadores. Se ha programado siempre una etapa final, no cíclica, de 

10 min a 72°C, para permitir el rellenado de las moléculas bicatenarias con colas 

protuberantes en 5’. Los volúmenes de reacción oscilaron entre 5 y 50 µl. 

Se han realizado también en este trabajo amplificaciones de productos de PCR de 

gran tamaño, mayores de 6 kb, para lo que se requieren polimerasas de ADN altamente 

procesivas. Existen kits disponibles comercialmente que incluyen una mezcla de dos 

polimerasas termoestables, una de las cuales, la Pfu (procedente de la arqueobacteria 
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Pyrococcus furiosus), presenta actividad correctora de pruebas de la que carece la otra, 

la polimerasa Taq, que es muy procesiva. Hemos utilizado la mezcla de polimerasas 

denominada Herculase (Stratagene 600260), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

III.7.3.- Retrotranscripción seguida de PCR (RT-PCR) 
En las reacciones de síntesis de ADNc se empleó como molde ARN total, extraído 

según se describe en el apartado III.6.3, en la página 79 y, como cebadores, 

hexanucleótidos de secuencias aleatorias. Esto evita el enriquecimiento en los 

segmentos poliadenilados frente al resto entre las moléculas de ADNc sintetizadas, un 

problema común cuando se emplea oligo(dT) como cebador. 

Para sintetizar ADNc monocatenario, hemos utilizado la retrotranscriptasa del 

virus de la leucemia del ratón (Superscript II; Gibco/BRL), que ha sido modificada para 

reducir su actividad RNasa-H, lo que evita la degradación de los híbridos ADN-ARN. Se 

tomó 1 µg de ARN total, que fue desnaturalizado a 65°C durante 5 min, con el objetivo de 

eliminar eventuales estructuras secundarias, introduciendo a continuación el tubo en 

hielo. Tras la adición de 400 ng de hexanucleótidos aleatorios [p(dN)6; Roche], la mezcla 

de reacción fue incubada a 25°C durante 10 min, para permitir el apareamiento entre 

estos cebadores y el ARN. La retrotranscripción tuvo lugar en una mezcla de reacción de 

20 µl, con 200 unidades de SuperScript II, 0,5 mM de cada dNTP, DTT (1,4-ditiotreitol) 

10 mM y 40 unidades de RNaseOUT (un inhibidor de ribonucleasas), que fue incubada a 

42°C durante 1 h. La retrotranscriptasa fue finalmente inactivada por calentamiento a 

70°C durante 15 min. No se sintetizó la segunda cadena del ADNc. 

Las amplificaciones se llevaron a cabo en mezclas de reacción de 5 o 10 µl, con 

0,2 mM de cada desoxirribonucleótido y 0,5 µl de la disolución de ADNc obtenida según 

se detalla en el párrafo anterior. La concentración final de los oligonucleótidos marcados 

con un fluoróforo fue 60 nM, que se alcanzó tomando 1,2 µl de una disolución que los 

contenía a una concentración 250 nM. El programa de termociclaje se inició con una 

desnaturalización de 1,5 min a 94°C, seguida de 35 ciclos (30 s a 94°C, 15 s a 55°C y 

1,5 min a 70°C), y una incubación final de 7 min a 70°C. Una vez finalizada la 

amplificación, se tomaron 0,6 µl de cada mezcla de reacción para su análisis de 

fragmentos, tal como se indica en el apartado III.13.1.2, en la página 96. Los 

oligonucleótidos no marcados se utilizaron a una concentración final de 0,4 µM. En este 

último caso, se tomaron 2,5 µl de cada mezcla de PCR, que se sometieron a 

electroforesis en un gel de agarosa al 1%. 
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III.8.- Electroforesis de ácidos nucleicos 
En este trabajo se han llevado a cabo separaciones de ácidos nucleicos en los 

dos tipos más comunes de matrices sólidas: la poliacrilamida y la agarosa. 

 

III.8.1.- Electroforesis en geles de poliacrilamida 
La resolución de los productos de amplificación obtenidos mediante PCR múltiple 

(véase el apartado III.13.1.1, en la página 96), se llevó a cabo en condiciones 

desnaturalizantes, en geles del 4,25% en acrilamida:bisacrilamida (29:1) y 6 M en urea, 

preparados a partir de una disolución madre del 40% en acrilamida y bisacrilamida (29:1). 

Esta disolución debe ser desionizada por adición de un 1% m/v de resina de amberlita 

(Amberlite M-150; Sigma), agitando durante 5 min, filtrándola a través de un filtro Millipore 

de 0,22 µm y desgasificándola durante 5 min. Se añade 10×TBE (véase el apartado 

III.5.2.1; en la página 76), de manera que la concentración final sea 1×TBE, y se 

conserva hasta su utilización a 4°C, condición en la que puede permanecer hasta un 

mes. El gel se prepara añadiendo, a 50 ml de la mezcla anterior, 35 µl de TEMED 

(N,N,N´,N´-tetrametil-etilendiamina) y 250 µl de una disolución recién preparada de 

persulfato de amonio al 10% m/v. Se vierte inmediatamente mediante una jeringa de 

50 ml y se deja polimerizar durante al menos 2 h. Las electroforesis se llevaron a cabo en 

un secuenciador ABI Prism 377 (Applied Biosystems), según se detalla en el apartado 

III.13.1.2, en la página 96. 

 

III.8.2.- Electroforesis en geles de agarosa  
Hemos utilizado geles del 0,5% al 3% m/v en agarosa, dependiendo del tamaño 

de las moléculas de ADN que se deseaba separar. Las electroforesis se realizaron en 

cubetas horizontales, empleando como electrolito 1×TAE, y 1×TBE para las más 

prolongadas. La disolución de la agarosa en el tampón se llevó a cabo mediante 

calentamiento en un microondas. Una vez enfriada la disolución a 55°C se añadió 

bromuro de etidio hasta una concentración de 0,5 µg/ml. Las electroforesis en geles de 

agarosa se han llevado a cabo a voltaje constante (30-120 V), cuyo valor ha dependido 

del tamaño de las moléculas de ADN y de las dimensiones de la cubeta. La visualización 

de las moléculas se consiguió iluminando los geles con luz UV de 312 nm, obteniéndose 

las correspondientes fotografías en un documentador de geles Vilber Lourmat, que 

permite grabar las imágenes de los geles en formato electrónico para posteriormente 

estimar el tamaño y la intensidad de las bandas obtenidas mediante el programa 

PhotoCapt (versión 99.0). 
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III.8.3.- Electroforesis capilar 
Este tipo de electroforesis se basa en el empleo de capilares de pequeño 

diámetro, rellenos de un polímero que permite la migración diferencial de las sustancias 

de una mezcla, tras la aplicación de un campo eléctrico. Hemos empleado el polímero 

3100 POP6 (Applied Biosystems) para las electoforesis capilares realizadas en esta Tesis 

(véase el apartado III.9.2, en la página 85). 

El analizador genético ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems) utiliza un conjunto 

de 16 capilares que permite resolver y analizar simultáneamente 16 muestras en cada 

electroforesis. La incorporación de las muestras al capilar se lleva a cabo mediante un 

brazo articulado y por inyección electrocinética, tras la aplicación de un campo eléctrico 

que hace migrar las moléculas cargadas. 

 

III.9.- Secuenciación y análisis de secuencias de ADN 
III.9.1.- Reacciones de secuenciación 

Las reacciones de secuenciación se llevaron a cabo por el procedimiento de la 

secuenciación cíclica (cycle sequencing), en un termociclador, empleando una 

polimerasa termoestable. Hemos utilizado en todos los casos la variante de los 

didesoxinucleótidos terminadores (Sanger et al., 1977) marcados con fluorocromos (dye 

terminator sequencing), que permite realizar las cuatro reacciones de secuenciación en 

un solo tubo, empleando cebadores sin marcar. Las reacciones de secuenciación se 

llevaron a cabo en tubos eppendorf de pared fina de 0,2 ml, en mezclas de reacción de 

5 µl que incluían 2,5 pm del cebador y 2 µl de la disolución incluida en el kit de 

secuenciación ABI PRISM BigDye Terminator Cycle v2.0 Sequencing Ready Reaction 

(Applied Biosystems), que contiene los desoxinucleótidos, los didesoxinucleótidos 

terminadores marcados con fluorocromos, la ADN polimerasa AmpliTaq FS y su tampón 

de reacción. Habitualmente se emplearon como molde de secuenciación 1-3 µl de un 

producto de PCR que había sido previamente precipitado con NH4OAc 0,6 M y 

2,5 volúmenes de etanol absoluto, y resuspendido en agua destilada después de realizar 

un lavado con etanol del 70%. Se empleó un programa de PCR con una etapa inicial de 

desnaturalización de 2 min a 96°C, seguida de 30 ciclos (10 s a 96°C, 5 s a 55°C y 4 min 

a 60°C, debiendo ser rápida la transición entre estas dos últimas etapas). Una vez 

finalizadas las reacciones de secuenciación cíclica se procede a eliminar los 

didesoxinucleótidos terminadores no incorporados. Para ello, los productos de las 

reacciones de secuenciación cíclica son precipitados, añadiendo a cada muestra 31 µl de 

agua y 64 µl de una disolución de etanol del 95%, e incubando a temperatura ambiente 
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durante 15 min. Los tubos son centrifugados a continuación en una microfuga, durante 

15 min a 13.000 rpm. El precipitado es finalmente lavado con etanol del 70% y secado al 

aire, conservándose a -20°C. 

 

III.9.2.- Electroforesis y lectura automatizada de secuencias 
La electroforesis capilar para la obtención de la secuencia nucleotídica se llevó a 

cabo en un analizador genético ABI PRISM 3100. Los productos de las reacciones de 

secuenciación fueron resuspendidos en 20 µl de formamida desionizada, 

desnaturalizados a 96°C durante 3 min e introducidos seguidamente en hielo, todo ello 

antes de su carga en la gradilla del secuenciador. Para los capilares de 36 cm de 

longitud, se empleó una temperatura de electroforesis de 55°C. Tras un precalentamiento 

(prerun) del gel de 3 min a 15.000 V, se inyectaron las muestras, sometiéndolas durante 

20 s a un pulso de 1.500 V. A continuación se inició la electroforesis, que transcurrió 

durante 40 min a 15.000 V. Cuando se utilizaron los capilares de 50 cm, la temperatura 

de la electroforesis fue de 50°C y el precalentamiento del gel se realizó a 12.200 V 

durante 3 min. Tras la inyección de las muestras, la electroforesis transcurrió durante 

unas 2 horas a 12.200 V. 

La emisión de fluorescencia por los terminadores marcados con distintos 

fluorocromos, tras la excitación por el láser, es recogida por un detector, y su 

interpretación y análisis son llevadas a cabo de forma automatizada por el programa que 

controla el equipo. Un programa informático (DNA Sequencing Analysis Software; Applied 

Biosystems) permite la visualización de los resultados. Algunas posiciones ambiguas en 

las secuencias obtenidas pudieron esclarecerse mediante la magnificación de la imagen 

de éstas, usando el programa CHROMAS v2.21 (http://www.technelysium.com.au). 

 

III.9.3.- Análisis de secuencias de ADN y proteínas 
III.9.3.1.- Ensamblaje y análisis de secuencias nucleotídicas 

Las secuencias obtenidas fueron analizadas empleando los programas de análisis 

del Wisconsin Package 10.2 (Genetics Computer Group, GCG), utilizando el interfaz de 

usuario W2H 4.0 (Senger et al., 1998), mediante conexión interactiva con el nudo español 

de la Red Europea de Biología Molecular (EMBnet; European Molecular Biology network), 

al que se accede a través de http://www.es.embnet.org/Doc/w2h/index.html, utilizando el 

programa Internet Explorer 6.0 (Microsoft) en un ordenador de tipo PC. Mediante este 

paquete de programas se buscaron pautas de lectura abiertas y se dedujeron las 

secuencias aminoacídicas a partir de las nucleotídicas. Para el ensamblaje de las 
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secuencias se utilizó el programa MACAW (Multiple Alignment Construction & Analysis 

Workbench, version 2.0.5; Schuler et al., 1991). La identificación de señales de inicio de 

la traducción, proteolisis, glicosilación y poliadenilación se realizó mediante las 

herramientas disponibles en la base de datos PROSITE (Falquet et al., 2002; 

http://www.expasy.org/prosite/). 

 

III.9.3.2.- Análisis de semejanzas y alineamiento múltiple de secuencias 
Las secuencias de los genes previamente descritos se obtuvieron de los bancos 

de datos de ácidos nucleicos EMBL (http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html), en el 

European Bioinformatics Institute (EBI; Rodríguez-Tome, 2001), y GenBank (Benson et 

al., 2002; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), en el National Center for Biotechnology 

Information (NCBI), mediante conexión interactiva a través de Internet. 

La búsqueda de secuencias similares se llevó a cabo en los servidores del EBI y 

el NCBI, mediante los programas de la serie BLAST (Altschul et al., 1997; Tatusova y 

Madden, 1999; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y el programa FASTA (Pearson et al., 

1997). Los alineamientos múltiples de las secuencias proteicas se obtuvieron con el 

programa CLUSTAL X 1.5b (Thompson et al., 1997), empleando la opción Multiple 

Alignment Mode, que utiliza las matrices de comparación de la serie BLOSUM (Henikoff y 

Henikoff, 1992). La presentación de los alineamientos múltiples fue modificada mediante 

el programa BOXSHADE 3.21 (Hofmann y Baron, sin publicar; http://www.ch.embnet.org/ 

software/BOX_form.html). Para la construcción de los árboles filogenéticos se utilizó la 

opción Bootstrap Tree del programa CLUSTAL X 1.5b (Thompson et al., 1997; 

Jeanmougin et al., 1998), que permite seleccionar el número de réplicas a partir del cual 

se obtiene la probabilidad acumulada de cada rama (Felsenstein, 1988). La 

representación gráfica del árbol filogenético así obtenido se realizó con el programa 

TreeView 1.40 (Page, 1996). 

 

III.10.- Análisis de Southern 
El procedimiento de hibridación de ácidos nucleicos descrito por Southern (1975), 

permite determinar la presencia o ausencia de una secuencia en un genoma, así como el 

número de sus copias. 

 

III.10.1.- Transferencia de ADN a membranas 
Para llevar a cabo su análisis de Southern, se tomaron muestras de 5 µg del ADN 

genómico de los homocigotos ucu2-1, ucu2-2 y ucu2-3, así como del silvestre Ler, cada 
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una de las cuales había sido digerida separadamente con las enzimas SacI, AccI o EcoRI 

(véase el apartado III.6.4, en la página 80). Los fragmentos de restricción fueron 

sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8%, a 30 V durante 20 h, empleando 

0,5×TBE como electrolito. Finalizada la electroforesis, se fotografió el gel disponiendo 

sobre él una regla fluorescente e iluminándolo con luz UV de 312 nm. El gel fue 

introducido a continuación en una disolución de despurinación (HCl 0,25 N), hasta que las 

bandas del azul de bromofenol y el xilencianol cambiaron de color (unos 15 min), 

enjuagado después con agua y sumergido en una disolución de desnaturalización (NaCl 

1,5 M; NaOH 0,5 M), en la que permaneció durante 30 min, todo ello con agitación 

constante. A continuación, se enjuagó de nuevo con agua y se introdujo en una 

disolución de neutralización (Tris-HCl 0,5 M pH 7,0; NaCl 1,5 M) durante 20 min. Esta 

última etapa se repitió otra vez más, tras renovar la disolución de neutralización. 

Se siguió el procedimiento de transferencia de ADN a una membrana de nailon 

Hybond N (Amersham), utilizando durante 10 h un sistema turboblotter (Schleider y 

Schuell), con 20×SSC como tampón de transferencia. A continuación, se comprobó que 

la transferencia se había completado, iluminando el gel con luz UV. La membrana se 

enjuagó con 2×SSC para eliminar los restos de agarosa y se dejó secar durante 15 min, a 

temperatura ambiente, sobre un papel Whatman 3MM. Se llevó a cabo un secado 

adicional durante 10 min en un horno a 80°C y se fijó irreversiblemente el ADN a la 

membrana mediante un crosslinker Amersham (15 s a 70.000 µJ/cm2), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. La membrana fue mantenida a temperatura ambiente hasta 

su posterior utilización. 

 

III.10.2.- Síntesis de sondas 
Las mezclas de reacción para la síntesis de sondas incorporaron DIG 11-dUTP, 

un dUTP modificado que incluye una molécula de digoxigenina, un hapteno esteroide de 

origen vegetal para el que existen diferentes tipos de anticuerpos. Los oligonucleótidos 

que se emplearon como cebadores fueron los siguientes: SeqMIL23.13F y 

SeqMIL23.10R para obtener la sonda 13F10R; SeqMIL23.11F y SeqMIL23.11R para la 

sonda 11F11R; y la pareja SeqMIL23.5F y SeqMIL23.2R para obtener la sonda 5F2R (las 

secuencias de estos cebadores se detallan en la Tabla 33, en la página 156). Las 

reacciones de síntesis de las sondas se efectuaron utilizando ADN genómico como molde 

y añadiendo 3 µl de dATP, 3 µl de dGTP, 3 µl de dCTP y 2,4 µl de dTTP, todos ellos a 

una concentración 1 mM, 1 µl de una disolución 10 µM de cada cebador, 0,6 U de la 

polimerasa termoestable, 0,6 µl de DIG 11-dUTP 1 mM (Roche) y agua hasta 25 µl. La 
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cantidad de sonda obtenida se estimó sometiendo a electroforesis, en un gel de agarosa 

al 1,5%, una porción de la mezcla de reacción. Alternativamente, se depositaron en una 

membrana Hybond N muestras de diferentes diluciones de la mezcla de reacción junto a 

las de una molécula de referencia suministrada por el fabricante. Para fijar el ADN, la 

membrana fue expuesta a luz UV (15 s a 70.000 µJ/cm2), , y se aplicó el protocolo de 

detección que se detalla en el apartado III.10.4. 

 

III.10.3.- Hibridación 
Tanto la prehibridación como la hibridación se llevaron a cabo en un horno de 

hibridación Amersham, a 68°C y con rotación constante de los tubos. Las disoluciones de 

prehibridación e hibridación que se emplearon contenían Na2HPO4 0,25 M pH 7,2, 

Na2EDTA 1 mM, 7% en SDS y un 0,5% del agente bloqueante provisto por Roche 

(extracto de caseína). La prehibridación se realizó en un volumen de 20 ml y tuvo una 

duración de 2 h. La hibridación se llevó a cabo tras desechar la mezcla de prehibridación 

y añadir 5 ml de la disolución de hibridación. La sonda fue desnaturalizada durante 

10 min a 100°C e incorporada a la mezcla de hibridación a una concentración final de 

20 ng/ml. Finalizada la hibridación, que tuvo una duración de 14 h, se efectuaron tres 

lavados de la membrana, cada uno de ellos de 20 min y a 65°C, en una disolución de 

Na2HPO4 20 mM, Na2EDTA 1 mM y 1% en SDS, para eliminar la sonda incorporada 

inespecíficamente.  

 

III.10.4.- Detección quimioluminiscente de ADN 
En el proceso de detección se utilizó anti-DIG-AP Fab (Roche), un anticuerpo 

contra la digoxigenina, conjugado a una fosfatasa alcalina. Como sustrato de esta última 

se usó CDP-Star (Roche), que es 2-cloro-5-(4-metoxiespiro{1, 2-dioxetano-3, 2’-(5´-cloro) 

triciclo[3.3.1.13,7] decan}-4-il)fenil fosfato disódico, un dioxetano clorado altamente 

sensible, cuya desfosforilación conduce a la formación de un anión metaestable que se 

descompone emitiendo luz a 466 nm de longitud de onda. La ruptura del enlace es 

llevada a cabo por la fosfatasa alcalina incorporada a la molécula del anticuerpo. La 

descomposición del CDP-Star por la fosfatasa alcalina es en consecuencia una reacción 

quimioluminiscente.  

Después de los lavados descritos en el apartado anterior, realizados con el fin de 

eliminar la sonda adherida inespecíficamente, la membrana fue introducida en la 

disolución 1 (Tabla 9) durante 5 min. A continuación se incubó en la disolución 2 durante 

1 h, a temperatura ambiente y con agitación constante. Se desechó la disolución 2, 
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reponiendo 15 ml de la misma, a los que se había añadido 1 µl de anti-DIG-AP, y se agitó 

durante 45 min. Finalmente, se efectuaron cuatro lavados, de 15 min cada uno, en 50 ml 

de la disolución 1. 

 

Tabla 9.- Disoluciones empleadas en la detección quimioluminiscente de ADN  
Disolución 1 (pH 8,0) Disolución 2 Disolución 3 (pH 9,5) 
Acido maleico 0,1 M Disolución 1 Tris-HCl 0,1 M 

NaCl 0,15 M 0,5% del agente bloqueante NaCl 0,1 M 
0,3% v/v de Tween 20  MgCl2 50 mM 

 

A continuación, se sumergió la membrana durante 5 min en un recipiente lleno de 

disolución 3. Después se mezclaron 800 µl de la disolución 3 con una dilución 1:500 v/v 

del sustrato luminiscente CDP-Star. Esta disolución se distribuyó homogéneamente sobre 

la membrana, que había sido colocada sobre una transparencia, manteniéndola en la 

oscuridad durante 5 min. Finalmente, se colocó otra transparencia sobre la membrana y 

sobre ella una película Hyperfilm ECL (Amersham Pharmacia Biotech) sensible a la 

emisión luminosa, todo lo cual se envolvió en papel de aluminio para que la reacción 

transcurriera en completa oscuridad, durante al menos 1 h.  

Para poder reutilizar las membranas con las distintas sondas, éstas se lavaron 

con agua destilada para eliminar el sustrato y se incubaron en 0,3 M NaOH y 0,1% (m/v) 

SDS durante 20 min a 37°C. Posteriormente se lavaron con 2×SSC para eliminar 

completamente la sonda. 

 

III.11.- Construcción y transferencia de transgenes 
Hemos construido transgenes para su transferencia a plantas de Arabidopsis 

thaliana, que se llevó a cabo mediante infección, por infiltración, con una estirpe virulenta 

de Agrobacterium tumefaciens. El vector empleado para la construcción de los 

transgenes diseñados con el propósito de rescatar fenotípicamente a los mutantes ucu1 

(véase el apartado IV.3.2.3.5 de Resultados, en la página 147) fue pCLD04541 (también 

denominado AF184978; Figura 17A), que deriva de la fusión del plásmido pRK290 con un 

ADN-T modificado. Este último incluye los segmentos que hacen posible su inserción en 

el genoma de una planta (LB y RB; véase la Figura 17A), así como el gen nptII, que 

confiere resistencia a kanamicina, que está flanqueado por el promotor 35S del virus del 

mosaico de la coliflor y el terminador del gen de la octopina sintetasa (ocs 3′). El vector 

pCLD04541 contiene además el fragmento lacZ′ del gen lacZ, que está interrumpido por 
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un sitio de clonación múltiple, lo que permite la selección de colonias azules/blancas en 

presencia de X-Gal e IPTG (véase el apartado III.12.1.4, en la página 93). El plásmido 

pRK290 contiene un gen bacteriano de resistencia a la tetraciclina. 

 
  

Figura 17.- Vectores utilizados en esta Tesis para el rescate fenotípico de los mutantes ucu. (A) 
Mapa de pCLD04541. Se destaca el ADN-T modificado, de 9,1 kb, que incluye sus bordes 
izquierdo (LB) y derecho (RB), y que incorpora un gen de resistencia a kanamicina (nptII). Se 
indican también las dianas de restricción del sitio de clonación múltiple. (B) Mapa de pART7. Se 
destacan en rojo el promotor 35S y el terminador ocs, que flanquean al sitio de clonación múltiple 
que contiene las dianas para KpnI y XbaI. Se destacan en verde el gen de resistencia a ampicilina 
(AmpR) y en rojo las dianas para la enzima NotI. (B) Mapa de pART27. Se destacan en naranja los 
bordes izquierdo (LB) y derecho (RB) del ADN-T. Se indica también la posición del gen lacZ′ y 
los genes de resistencia a kanamicina (nptII) y estreptomicina (StrR). 

 

Para el rescate fenotípico de los mutantes ucu2 (véase el apartado IV.4.2.3.1 de 

Resultados, en la página 167) hemos utilizado los vectores pART7 y pART27 (Gleave, 

1992). El vector pART7 (Figura 17B), derivado de pGEM9Zf(−), presenta un casete de 
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expresión que incluye el promotor 35S y el terminador ocs, que flanquean un sitio de 

clonación múltiple en el que se encuentran, entre otras, las dianas para las enzimas KpnI 

y XbaI, que se utilizaron para insertar un producto de amplificación correspondiente al 

gen UCU2. Dicho casete de expresión se libera mediante digestión con NotI, para su 

ligación posterior al vector pART27. 

El vector pART27 (Figura 17C), de 10,9 kb, incluye los bordes izquierdo (LB) y 

derecho (RB) del ADN-T, y el segmento lacZ′ del gen lacZ. Dado que contiene una diana 

para la enzima NotI, permite la ligación de pART27 y el casete de expresión de pART7 

descrito en el párrafo anterior y la ulterior selección de colonias azules/blancas. 

En la Tabla 10 se indican los oligonucleótidos que se utilizaron para la 

amplificación de los segmentos que contenían la secuencia silvestre de los genes UCU1 

y UCU2, que fueron digeridos con las enzimas correspondientes en cada caso, cuya 

diana se muestra en negrita, tal como se indica en los apartados IV.3.2.3.5 y IV.4.2.3.1 de 

los Resultados, en las páginas 147 y 167, respectivamente. 

 

Tabla 10.- Oligonucleótidos empleados para la construcción de transgenes 
Oligonucleótido Clon 

BAC 
 Posición en el 

clon (pb) 
Secuencias nucleotídicas (5´→3´)a 

XbaI-SH8F F28A21 52.681-52.702 gcctctagaGGTTCAAATTGTAGGGATTGTC 
SecF28A21.6R F28A21 57.751-57.774 TTGAATCAATCTGGAACTTAAAAG 
ClonMIL23.10F MIL23 59.091-59.111 gccggtaccTCTTCGTGAGTGACTTCGACG 
ClonMIL23.4R MIL23 56.671-56.691 gcctctagaGGTAGATCTTTCACGTTGGTC 
ClonPP2A.1F MIL23 61.107-61.127 gccggtaccTGCCAATAGTTAGAAATGATC 
aSe indican en mayúsculas las secuencias idénticas al ADN genómico contenido en los clones BAC 
correspondientes, y en minúsculas la del extremo 5’ del oligonucleótido que contiene la diana de 
restricción que se utilizó para la clonación de productos de amplificación por PCR. 
 

III.12.- Transformaciones 
III.12.1.- Transformación de células bacterianas 
III.12.1.1.- Obtención de bacterias competentes 

La preparación de células competentes se llevó a cabo según el protocolo descrito 

en Sambrook y Russell (2001) con las modificaciones que se indican a continuación. Este 

protocolo utiliza cationes divalentes que producen poros en la pared bacteriana. 

Para obtener las células competentes se inocularon cultivos de 100 ml de medio 

líquido LB con la correspondiente estirpe bacteriana, y se incubaron a 37°C en el caso de 

Escherichia coli y a 28°C en el de Agrobacterium tumefaciens, y 225 rpm. Una vez que 

los cultivos alcanzaron una absorbancia (A600) de 0,6-0,8, se enfriaron 5 min en hielo y se 
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centrifugaron a 4°C y 5.500 rpm (5.445 g) durante 5 min. Tras la eliminación del 

sobrenadante, se resuspendió el precipitado en 10 ml de tampón TFBI (véase el apartado 

III.5.2.4, en la página 77). A continuación se centrifugó a 4°C y 4.500 rpm (3.645 g) 

durante 5 min, desechándose el sobrenadante y resuspendiendo el precipitado en 4 ml 

de TFBII. Las células preparadas de este modo se distribuyeron en alícuotas de 200 µl, 

que se congelaron en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80°C. 

También se han utilizado en esta Tesis células competentes (véase el apartado 

III.12.1.3, en la página 92) suministradas por un proveedor comercial, tanto de 

Escherichia coli DH10B como de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 (véase la Tabla 8, 

en la página 68). 

 

III.12.1.2.- Transformación por choque térmico 
A 200 µl de células competentes preparadas como se describe en el apartado 

anterior, se les añade la mezcla de ligación (véase el apartado III.6.4, en la página 80) en 

un tubo eppendorf, que se mantiene en hielo durante 5 min. A continuación se somete el 

tubo a un choque térmico durante 90 s en un baño termostatizado a 42°C en el caso de 

Escherichia coli o 37°C en el de Agrobacterium tumefaciens, pasándolo inmediatamente 

a hielo, en donde se mantiene durante 30 min. Se añade a continuación 1 ml de medio 

líquido LB, incubando a 37 o 28°C y 225 rpm durante 2-4 h. Finalmente, se toman 100 µl 

de la mezcla de transformación para incorporarlos a un tubo con 3 ml de agar de 

cobertera suplementado con el correspondiente antibiótico, que ha sido mantenido a 

55°C en un termobloque. El contenido del tubo se vierte con rapidez sobre el medio de 

cultivo sólido de una caja de Petri de 90 mm que ha permanecido a 37°C durante al 

menos una hora. Las cajas de Petri se mantienen sobre la mesa durante 10 min y se 

depositan en una estufa a 37 o 28°C, en donde se disponen en posición invertida, 

incubándolas durante 14-48 horas. 

 

III.12.1.3.- Transformación por electroporación 
La transformación por electroporación se basa en la utilización de descargas 

eléctricas que alteran la estructura de las envueltas celulares bacterianas y permiten la 

incorporación de ADN exógeno. Hemos empleado un electroporador Multiporator 

(Eppendorf) que permite controlar el voltaje del pulso (en un rango de 200 a 2.500 V), que 

ha durado habitualmente 5 ms. Hemos utilizado células electrocompetentes de 

Escherichia coli ElectroMAX DH10B (GibcoBRL) y de Agrobacterium tumefaciens 

ElectroMAX LBA4404 (GibcoBRL), siguiendo las instrucciones del fabricante, añadiendo 



Materiales y Métodos    93 

20 µl de células y 1 µl de la reacción de ligación (véase el apartado III.6.4, en la página 

80) a las cubetas de electroporación previamente enfriadas en hielo. Se programaron 

pulsos de 2.400 V y 5 ms y, tras la electroporación, se transfirieron las células a medio 

líquido SOC (véase el apartado III.5.1.2.1, en la página 75), en el caso de Escherichia 

coli, o YM (véase el apartado III.5.1.2.1, en la página 75), para Agrobacterium 

tumefaciens, y se procedió a su incubación. 

 

III.12.1.4.- Selección de transformantes 
Las bacterias que incorporan el ADN exógeno, denominadas transformantes, 

deben presentar rasgos fenotípicos que nos permitan distinguirlas del resto de la 

población que no lo han incorporado. La mayoría de las estirpes bacterianas y vectores 

utilizados para clonación presentan características que facilitan la selección de los 

transformantes. El criterio más sencillo es la constatación de la presencia de un marcador 

de selección, como la resistencia a un antibiótico, codificada por un gen contenido en el 

vector y ausente del cromosoma bacteriano. En esta Tesis se ha hecho uso de esta 

estrategia, seleccionando transformantes en medios de cultivo suplementados con 

ampicilina, kanamicina o estreptomicina. 

Un experimento de clonación debe incluir un procedimiento que permita distinguir 

los plásmidos que han incorporado el inserto que se desea clonar de los que no lo han 

hecho. El método empleado en la mayoría de las transformaciones realizadas en este 

trabajo ha sido la selección de colonias azules/blancas (blue-white selection). Consiste en 

la utilización de vectores que incluyen un segmento del gen lacZ, cuyo producto, la 

β-galactosidasa, es capaz de catalizar una reacción colorimétrica con el sustrato X-gal 

(5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido). El segmento del gen lacZ contenido en 

el vector sólo incluye una parte de su secuencia codificante. Estos vectores se emplean 

para transformar estirpes bacterianas que incorporan un gen lacZ que también es 

incompleto, con el que complementan (complementación α). El segmento del gen lacZ 

presente en el vector está fragmentado en dos partes, situadas en fase a ambos lados 

del sitio de clonación múltiple. La integración de un inserto en el sitio de clonación 

múltiple supone casi invariablemente un impedimento a la síntesis de un polipéptido 

capaz de protagonizar una complementación α. Los vectores y estirpes hospedadoras 

mencionados se utilizan para llevar a cabo la selección de colonias azules o blancas: 

mediante la adición de X-gal e IPTG (tioisopropil-β-D-galactósido, un inductor gratuito de 

la expresión del gen lacZ) al agar de cobertera utilizado para sembrar las cajas de Petri, 

se obtiene una coloración azul de las colonias cuyo plásmido no ha incorporado un 
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inserto (complementación α) y blanca para las que sí lo han hecho (no complementación 

α). 

El X-gal se preparó en disoluciones del 5% m/v en dimetilformamida, y el IPTG en 

disolución acuosa al 5% m/v, conservándolos a -20°C. Se tomaron 17,5 µl de X-gal y 

1,5 µl de IPTG para cada 3 ml de agar de cobertera. 

 

III.12.2.- Transformación de Arabidopsis thaliana  
Para la obtención de plantas transgénicas en las que se expresan 

constitutivamente los genes UCU1 y UCU2 (véanse los apartados IV.3.2.3.5 y IV.4.2.3.1, 

en las páginas 147 y 167, respectivamente), hemos llevado a cabo experimentos de 

transformación de Arabidopsis thaliana por infección con una estirpe virulenta de 

Agrobacterium tumefaciens (véase el apartado III.3.2, en la página 67). El protocolo 

empleado es una modificación del que se recoge en http://www.bch.msu.edu/ 

pamgreen/vac.txt, que a su vez deriva de otro original de Bechtold et al. (1993; 1998). 

 

III.12.2.1.- Infiltración con Agrobacterium tumefaciens 
Se sembraron 40-50 semillas de Arabidopsis thaliana en macetas cuadradas de 

polietileno rígido de 10 × 10 × 10 cm (largo × ancho × alto), en las que permanecieron las 

plantas hasta que sus inflorescencias alcanzaron una altura de al menos 8 cm, estado en 

el que presentan muchos capullos florales sin abrir y muy pocos frutos. Las plantas 

fueron regadas un día antes de la infiltración para propiciar la apertura de sus estomas. 

Se llevó a cabo un precultivo de Agrobacterium tumefaciens en 2 ml de medio 

líquido LB (véase el apartado III.5.1.2.1, en la página 75), inoculado con bacterias 

previamente obtenidas en cajas de Petri conservadas a 4°C. Tras una incubación de 

14-48 h a 28°C, se tomaron 400 µl de este precultivo para inocular 400 ml de medio LB, 

en un matraz de 2 l, que se incubaron a 28°C y 225 rpm hasta que su A600 alcanzó un 

valor de 2, momento en el que se centrifugó a 3.000 rpm (1.620 g) durante 10 min a 

temperatura ambiente. Se añadió tampón de infiltración (véase el apartado III.5.2.5, en la 

página 77) al precipitado así obtenido hasta que se obtuvo una suspensión bacteriana 

con una A600 de 0,8, con la que se llenó un recipiente de plástico que fue introducido en 

un desecador. 

La infiltración de las plantas se realizó sumergiéndolas en el recipiente 

mencionado en el párrafo anterior, que fue cerrado y sometido a un vacío parcial (-1.200 

mb) durante 5 min. A continuación, el vacío se interrumpió bruscamente y se procedió a 

enjuagar las plantas con agua destilada y depositarlas sobre un papel de filtro, en donde 
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permanecieron durante 5 min. Las macetas así manipuladas fueron introducidas en 

bolsas de plástico transparente y transferidas a una cámara de cultivo Conviron TC30, en 

la que permanecieron durante 2 días. Las bolsas fueron retiradas un día después y las 

macetas transferidas a una cámara climática, en la que no fueron regadas durante los 3 

días siguientes. Las semillas fueron recolectadas posteriormente, y almacenadas a 4°C. 

Todo el material empleado en este tipo de experimentos fue finalmente desinfectado por 

inmersión en lejía, y las macetas fueron esterilizadas en autoclave. 

 

III.12.2.2.- Selección de transformantes  
La selección de las plantas T2 portadoras de un transgén se efectuó en cajas de 

Petri que contenían medio GM (véase el apartado III.4.1.1, en la página 69) 

suplementado con 50 µg/ml de kanamicina. Para ello, se tomaron 0,80 g de semillas 

(unas 4.000-5.000) en tubos estériles de 11 ml, a los que se añadieron 5 ml de una 

disolución de lejía al 40% y Triton X-100 al 0,01%. Tras agitar los tubos por inversión 

durante 10 min, se efectuaron 3 lavados con agua estéril y se añadieron 8 ml de agar de 

cobertera (véase el apartado III.5.1.2.2, en la página 75) previamente fundido y 

mantenido a 55°C en un termobloque durante al menos media hora. Tras mezclar por 

inversión las semillas y el agar de cobertera, la suspensión fue esparcida por la superficie 

del medio de cultivo. 

 

III.13.- Cartografía génica 
La cartografía génica se realizó a partir de muestras de ADN genómico 

correspondientes a individuos de la progenie F2 de cruzamientos entre un mutante y un 

ecotipo distinto de su ancestro silvestre, que deben mostrar el máximo grado posible de 

polimorfismo para los marcadores a estudio. La población cartográfica está integrada por 

varios centenares de plantas F2 que manifiesten el fenotipo recesivo de interés, que se 

recolectan 21 días después de la siembra, cada una de las cuales es introducida en un 

tubo eppendorf de 1,5 ml y mantenida a -80°C hasta su utilización. 

 

III.13.1.- Análisis del ligamiento a SSLP 
Para determinar las posiciones de mapa, hemos optado por el método de los 

SSLP (véase el apartado I.3.4.3.2.1, en la página 13), por su sencillez. Además, la 

visualización de los productos de PCR se llevó a cabo por un procedimiento optimizado, 

sustituyendo la tinción convencional con bromuro de etidio por la detección fluorescente 

en un secuenciador automatizado, merced al marcaje de uno de los oligonucleótidos de 



96    Materiales y Métodos 

cada pareja de cebadores con un fluorocromo (Ponce et al., 1999; Robles, 1999). Según 

este método, se ensayan a la vez 21 microsatélites, que son amplificados 

simultáneamente en un solo tubo de PCR múltiple, que incorpora 21 parejas de 

cebadores (Ponce et al., 1999). 

 

III.13.1.1.- Amplificaciones mediante PCR múltiple 
Las amplificaciones de PCR múltiple se llevaron a cabo en mezclas de reacción 

de 5 µl, que incluían 0,2 U de la polimerasa termoestable, 0,5 µl del tampón 10× provisto 

por el fabricante, los cuatro desoxirribonucleótidos en una concentración 200 µM, MgCl2 

2 mM y 1 µl de la disolución de ADN que se había obtenido a partir de cada planta a 

estudio (véase el apartado III.6.1, en la página 78). Estas mezclas de reacción incluyeron 

también 42 oligonucleótidos, cuyas concentraciones fueron 15, 30 o 45 nM, según se 

indica en Ponce et al. (1999). Los termocicladores fueron programados con una 

desnaturalización inicial de 1,5 min a 94°C, seguida de 40 ciclos (30 s a 94°C, 15 s a 

50°C y 2 min a 70°C) y de una incubación final de 7 min a 70°C. 

 

III.13.1.2.- Análisis de fragmentos 
Se combinaron 0,8 µl de la mezcla de PCR múltiple descrita en el apartado 

anterior con 1,2 µl de tampón de carga (véase el apartado III.5.2.1, en la página 76). La 

electroforesis para análisis de fragmentos se llevó a cabo en un secuenciador ABI PRISM 

377 (Applied Biosystems), con cristales de 36 cm entre los pocillos y el punto de lectura 

(well-to-read). Las muestras fueron desnaturalizadas a 94°C durante 3 min e 

inmediatamente introducidas en hielo antes de su carga en el gel, que fue realizada tras 

un precalentamiento (prerun) de 30-60 min a 1.000 V. Se comprobó que el gel hubiera 

alcanzado una temperatura de 51°C antes de proceder a cargar las muestras. La 

electroforesis fue llevada a cabo seleccionando el módulo GS 36C-2400 y transcurrió 

durante 3 h, a 51°C. La determinación de la concentración y el tamaño de los productos 

de las amplificaciones, lo que se ha dado en llamar análisis de fragmentos, se realizó con 

el programa GeneScan 2.1 (Applied Biosystems), eligiendo la opción de Local Southern 

Method para el cálculo de la altura de los picos correspondientes a las moléculas 

identificadas en la electroforesis. 

 

III.13.2.- Análisis del ligamiento a CAPS 
También se han utilizado en esta Tesis marcadores CAPS (véase el apartado 

I.3.4.3.2.2, en la página 14). Para estudiar los correspondientes polimorfismos llevamos a 
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cabo amplificaciones mediante PCR, en un volumen de reacción de 20 µl (véase el 

apartado III.7.2, en la página 81), seguidas por la restricción de sus productos con una 

endonucleasa capaz de reconocer la diana presente en uno de los alelos. Para ello, se 

tomaron 10 µl de la mezcla de PCR, a los que se añadieron 1 unidad de la enzima de 

restricción, 1,5 µl de su tampón 10×, y H2O hasta un volumen de 15 µl. Esta mezcla de 

reacción se incubó en una estufa a 37°C, durante 2 h, para a continuación visualizar los 

fragmentos de restricción mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%. 

 

III.13.3.- Análisis del ligamiento a SNP 
Para determinar los polimorfismos para los marcadores SNP utilizados en la 

cartografía (véase el apartado I.3.4.3.2.3, en la página 15), se han llevado a cabo 

amplificaciones mediante PCR (véase el apartado III.7.2, en la página 81), seguidas de la 

determinación de la secuencia de sus productos mediante reacciones de secuenciación 

(véase el apartado III.9.1, en la página 84) y su resolución mediante electroforesis capilar 

en un analizador genético ABI PRISM 3100 (véase el apartado III.9.2, en la página 85). 

 

III.13.4.- Estimación de distancias de mapa 
Para los análisis del ligamiento a marcadores moleculares, las frecuencias de 

recombinación (r) y sus errores estándar (Sr) se estimaron según Koornneef y Stam 

(1992), siendo: 

100·
cromosomasdetotalnúmero

tesrecombinancromosomasdenúmeror = ; 
n

rr
Sr

)100( −
=  

Las frecuencias de recombinación, r, fueron convertidas en distancias de mapa, 

D, aplicando la función de mapa de Kosambi (1944), que se define como: 
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El error estándar de la distancia de mapa, SD, se calculó aplicando la fórmula: 
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En aquellos casos en los que el ligamiento a un marcador resultó ser absoluto, el 

error de la distancia de mapa fue calculado mediante la fórmula, 

n
SD

1
=  

en la que n es el número de cromosomas estudiados (Koornneef y Stam, 1992). 
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Las distancias entre una mutación y sus marcadores vecinos, así como su 

ordenación relativa, fueron establecidas con el programa MAPMAKER/EXP 3.0b (Lander 

et al., 1987; Lincoln et al., 1992), que permite la construcción de mapas de ligamiento a 

partir de datos de la F2 de un cruzamiento entre homocigotos (Lander et al., 1987). Este 

programa (http://www.hgmp.mrc.ac.uk/Registered/Option/mapmaker.html) convierte en 

distancias de mapa las frecuencias de recombinación obtenidas entre dos (análisis del 

ligamiento entre dos puntos; two-point analysis) o más loci (análisis de varios puntos; 

multipoint analysis), aplicando el método de la máxima verosimilitud (maximum likelihood; 

Haldane y Smith, 1947; Morton, 1955) para asignar un valor de LOD (logarithm of the 

odds; Morton, 1955) a cada una de las posibles ordenaciones de los genes a estudio. 

 

III.14.- Análisis morfológico e histológico 
III.14.1.- Observación microscópica y microfotografía a bajo aumento 

Los cruzamientos y las observaciones de rutina de las plantas se llevaron a cabo 

con una lupa binocular Olympus SZ30 60TR. Las fotografías de plantas en caja de Petri 

se efectuaron con una lupa trinocular Leica MZ6, dotada de un dispositivo 

microfotográfico Leica WILD MPS48 o Nikon DXM 1200, con iluminación anular de fibra 

óptica, provista por una fuente de luz fría Olympus Highlight 2000 y otra Volpi Intralux 

6000-1. 

Las fotografías de plantas en maceta se obtuvieron con una cámara fotográfica 

Nikon F-601 AF, con un macroobjetivo AF Micro-Nikkor de 105 mm f/2.8 o mediante una 

cámara digital Sony Cybershot FV-505 a una resolución de 1024×768 pixels. La cámara 

fue inmovilizada en un soporte Polaroid MP-4 dotado de un equipo de iluminación de 

cuatro lámparas de tungsteno de 150 W. Las imágenes se procesaron digitalmente con el 

programa Adobe Photoshop 6.0 program (Adobe Systems Incorporated). 

Inmediatamente después de su recolección, las hojas fueron sumergidas en una 

disolución aclarante en la que se mantuvieron durante toda la noche (80 g de hidrato de 

cloral en 30 ml de H2O) con lo que se tornaron transparentes. Las hojas fueron montadas 

en portaobjetos, en una disolución preparada a partir de 80 g de hidrato de cloral, 20 ml 

de glicerol y 10 ml de H2O. Sus patrones de venación fueron dibujados a mano con ayuda 

de un microscopio Leica DMRB equipado con una cámara clara, empleando ópticas de 

campo oscuro y contraste interferencial. El análisis morfométrico de las imágenes se 

realizó con el programa NIH Image (disponible en http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). 

Para el estudio de la morfología radicular, las plántulas fueron sumergidas durante 

20-60 s en una disolución de yoduro de propidio (10 µg/ml), antes de ser enjuagadas con 
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agua. A continuación, fueron montadas en portaobjetos y observadas mediante un 

microscopio confocal Leica TCS-NT, dotado de un láser de Ar/Kr de 75 mW, con líneas 

de excitación de 488, 568 y 647 nm. 

 

III.14.2.- Preparación de muestras para microscopía óptica 
Para la microscopía óptica, el material vegetal fue introducido en viales de 

centelleo a los que se añadieron 20 ml de la disolución fijadora FAA/Triton (1,85% de 

formaldehído, 45% de etanol, 5% de ácido acético y 1% de Triton X-100). Los viales se 

mantuvieron abiertos durante 30 min en una campana de vacío, a una presión de 400 a 

600 mb, para sustituir el aire de las muestras por fijador, lo que facilita su hundimiento en 

la disolución fijadora. Tras mantener las muestras durante al menos 24 h en fijador, se 

retira éste con una pipeta Pasteur, y se añade etanol del 70% hasta la mitad del volumen 

del vial. La deshidratación de la muestra se completa a temperatura ambiente, mediante 

su inmersión sucesiva en etanol del 80, 90 y 95% (1 h en cada disolución). Se activa a 

continuación la resina para la infiltración de la muestra, disolviendo 0,9 g del catalizador 

(Peróxido de benzoilo; Polysciences) en 100 ml de resina JB-4 (Polysciences), mediante 

agitación y en una vitrina de gases, disolución que puede conservarse durante varias 

semanas a 4°C en la oscuridad. Tras eliminar la mitad del etanol del 95% en que se 

encontraba sumergida la muestra, se le añade un volumen similar de resina activada, 

manteniendo el vial a 4°C durante unas 12 h. Finalmente, se decanta la mezcla de resina 

y etanol y se sustituye por un volumen similar de resina activada, manteniendo el vial a 

4°C durante unas 2 h, etapa que ha de repetirse al menos dos veces, asegurándose de 

que la muestra permanezca totalmente sumergida. Los residuos de resina se recogen en 

tubos de plástico de 50 ml, a los que debe añadirse el acelerador de la polimerización 

JB-4B antes de ser desechados. 

Para la inclusión de las muestras, se utilizaron bandejas de 20 alveolos de 

12 × 16 × 5 mm o de 5 × 12 × 5 mm (Polysciences). Se mezclan, agitando enérgicamente, 

25 ml de resina activada y 1 ml del acelerador de la polimerización JB-4B en un tubo de 

50 ml, que es a continuación introducido en hielo para evitar una polimerización 

prematura. Los alveolos se rellenan con esta disolución y se deposita una muestra en 

cada uno de ellos, cubriéndolos con una pieza cilíndrica de aluminio, que acelera la 

polimerización al evitar el contacto de la resina con el aire y facilita la manipulación 

posterior en el microtomo. Tras disponer la pieza metálica sobre la muestra, su adhesión 

se asegura añadiendo resina hasta rebosar el alveolo. Las muestras pueden ser cortadas 
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algunas horas más tarde, aunque la polimerización se acelera mediante calentamiento a 

50°C en un horno. 

Se obtuvieron cortes transversales de 4 a 10 µm de grosor, con un microtomo de 

rotación MICROM HM 350S (MICROM Internacional GmbH) dotado de cuchillas de 

acero. Los cortes fueron montados en portaobjetos de 76 × 26 × 1 mm, teñidos por 

inmersión durante 10 s en azul de toluidina al 0,1% m/v, lavados con agua y 

deshidratados por inmersión sucesiva en disoluciones del 50, 70, 80, 90 y 100% en 

etanol (10 min en cada una). Los cortes fueron finalmente sumergidos durante 10 min en 

xilol, en una vitrina de gases, y cubiertos con un cubreobjetos de 22 × 22 o 22 × 60 mm, 

sobre el que previamente se deposita una gota de Eukitt (O. Kindler GmbH & Co.), en la 

cara que entrará en contacto con la muestra. La observación de estas preparaciones se 

realizó con un microscopio Leica DMRB, bajo iluminación en campo claro, y su fotografía 

con un dispositivo microfotográfico Leica WILD MPS48 o Nikon DXM 1200. 

 

III.15.- Ensayos fisiológicos 
III.15.1.- Ensayos de respuesta a la gravedad y la luz 
III.15.1.1.- Respuesta gravitrópica de la raíz 

Para estudiar la respuesta gravitrópica de la raíz, se rotuló la base de las cajas de 

Petri de modo que quedasen divididas en secciones paralelas, sobre cada una de las 

cuales se sembraron semillas de un genotipo dado. Las cajas inoculadas fueron 

orientadas verticalmente, fijándolas con cinta adhesiva a una de las paredes de una 

cámara de crecimiento Conviron TC30, en donde permanecieron durante 7 días antes de 

ser rotadas unos 135°, situación en la que fueron mantenidas hasta su observación, 

6 días más tarde. 

 

III.15.1.2.- Respuesta fotomorfogénica 
Se llevaron a cabo cultivos en la oscuridad de semillas en cajas de Petri, 

recubriendolas totalmente con cinco capas de papel de aluminio, inmediatamente 

después de la siembra. El fenotipo de las plantas fue estudiado tras la incubación de 

estas cajas durante 11 o 21 días en una cámara de crecimiento Conviron TC30 en las 

condiciones habituales (véase el apartado III.4.1.1, en la página 69). 

 

III.15.2.- Otros ensayos fisiológicos 
Para el análisis de la respuesta de los mutantes ucu al tratamiento con 

fitohormonas, se sembraron las semillas en medio sólido GM en las condiciones 
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habituales. Las plántulas así obtenidas fueron transferidas, 7 días después de la siembra, 

a un medio suplementado con distintas concentraciones de hormonas (véase el apartado 

III.5.1.1.3, en la página 74): 0,05 o 0,1 µM de 24-epibrasinólido, una mezcla sintética de 

brasinosteroides de distinta procedencia; 1, 10 o 100 µM de GA3; 0,01, 0,1 o 1 µM de 

IAA; y 0,01 o 0,1 µM de BA. Las plantas tratadas con GA3 o 24-epibrasinólido se 

trasplantaron a maceta 24 días después y fueron rociadas con una disolución acuosa con 

la concentración adecuada de cada hormona, cada tres días a lo largo de las tres 

semanas siguientes. 

Para estudiar los efectos de los brasinosteroides las semillas fueron inoculadas en 

cajas de Petri que contenían medio GM suplementado con 0,01, 0,1 o 1 µM de 

24-epibrasinólido y 0,01 o 0,1 µM de 22(S),23(S)-homobrasinólido, que fueron adheridas 

a la pared de una cámara de cultivo y mantenidas en la oscuridad durante 11 días. El 

efecto del ABA sobre la germinación se determinó a los 15 días de la siembra en cajas 

suplementadas con 3 o 5 µM de ABA. 

Para el estudio de la inhibición del crecimiento radicular se sembraron al menos 

30 semillas de cada genotipo en cajas de Petri dispuestas en vertical en un medio GM 

suplementado con 25, 50, 100, 300 o 500 nM de 24-epibrasinólido; 10, 20 o 50 nM de 

2,4-D, un análogo sintético de la auxina; 1, 5 o 10 µM de TIBA o NPA, dos inhibidores del 

eflujo de la auxina (auxin efflux); y 1, 5 o 10 µM de 1-NOA, un inhibidor del influjo de la 

auxina (auxin influx). La determinación de la longitud de las raíces, se llevó a cabo 

estirándolas sobre una placa de Petri con medio GM, en 20 plántulas de cada genotipo, 

13 días después de la siembra. 

 

III.16.- Pruebas estadísticas  
Hemos realizado ensayos de significación basados en el estadístico χ2. Para 

determinar el modo de herencia de los fenotipos causados por las mutaciones a estudio, 

hemos aplicado ensayos de bondad de ajuste, expresando en las Tablas 

correspondientes el valor de χ2 obtenido al contrastar la hipótesis de que los datos 

observados se ajustan a la segregación propuesta, destacándolo en cursiva cuando 

indicó su rechazo. El valor por encima del cual hemos considerado rechazable la 

hipótesis nula es el correspondiente a un nivel de significación del 95%, es decir 

χ2
0,95 = 3,84 (GL = 1), 5,99 (GL = 2), y 7,82 (GL = 3), en donde GL indica el número de 

grados de libertad. Se empleó la corrección de Yates cuando existieron sólo dos clases 

fenotípicas. 
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IV.- RESULTADOS 
 

IV.1.- Aislamiento y caracterización preliminar de los mutantes ucu 
Con el objetivo de identificar genes implicados en la morfogénesis de la hoja en 

Arabidopsis thaliana, se han llevado a cabo en el laboratorio de J.L. Micol varias 

búsquedas de mutantes con la morfología foliar alterada. Algunos de ellos fueron 

inducidos mediante EMS (Berná, 1997; Berná et al., 1999; Robles y Micol, 2001) o 

neutrones rápidos (Robles, 1999; Robles et al., en preparación), y otros habían sido 

obtenidos por autores anteriores e incorporados a la colección del Arabidopsis 

Information Service (AIS Form Mutants; Serrano-Cartagena, 1998; Serrano-Cartagena et 

al., 1999; 2000). Se definieron 23 clases fenotípicas para facilitar su análisis de 

complementación, que se llevó a cabo en las tres búsquedas antes mencionadas con 

153, 28 y 78 mutantes, siendo 94, 8 y 48, respectivamente, los genes a los que 

correspondieron.  

Uno de los fenotipos foliares más extremos encontrados en las búsquedas 

mencionadas en el párrafo anterior fue el de los mutantes ultracurvata (ucu), cuyo rasgo 

más sobresaliente es el de presentar hojas vegetativas circinadas, es decir, con el limbo 

enrollado en espiral hacia el envés, a lo largo de la vena primaria (Figura 18B-H), a 

diferencia de las silvestres (Figura 18A), que son aplanadas. En esta Tesis se han 

estudiado las mutaciones ucu que se detallan en la Tabla 11, cuyo origen y 

caracterización preliminar se describen en los apartados siguientes. 

 

Tabla 11.- Algunas características de los mutantes ultracurvata 

estudiados en este trabajo 
Estirpe* Alelo Modo de herencia Ancestro silvestre Mutágeno 
P1 4.5 ucu1-1 Semidominante Ler EMS 
P9 36.1 ucu1-2a Semidominante Ler EMS 
P9 42.1 ucu1-2b Semidominante Ler EMS 
P14 12.1 ucu1-3 Recesivo Ler EMS 
P2 46.8 ucu2-1 Recesivo Ler Neutrones rápidos 
CS3397′ ucu2-2 Recesivo Col-1 Rayos X 
P18.3 ucu2-3 Recesivo Col-0 ADN-T 
N512836 ucu2-4 Recesivo Col-0 ADN-T 

*Se indica el número de protocolo de las estirpes obtenidas en el laboratorio de J.L. Micol o el 
código de las que proceden de otras colecciones. 



104    Resultados 

 

 
Figura 18.- Fenotipo de los mutantes ucu. Las imágenes corresponden a rosetas de los siguientes 
genotipos: (A) Ler (UCU1/UCU1), (B) ucu1-3/ucu1-3, (C) ucu1-1/UCU1, (D) ucu1-1/ucu1-3, (E) 
ucu1-2/ucu1-2, (F) ucu2-1/ucu2-1, (G) ucu2-2/ucu2-2, y (H) ucu2-3/ucu2-3. (I) Rotación helicoidal 
del pistilo en el mutante ucu2-1/ucu2-1. Las fotografías fueron tomadas 21 (A-H) y 45 (I) días 
después de la siembra. Las barras de escala indican 2 (I) y 3 mm (A-H). 
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IV.1.1.- Alelos obtenidos en Tesis anteriores 
Los ensayos de alelismo realizados con los mutantes ucu (Berná, 1997; Berná et 

al., 1999; Robles, 1999; Robles et al., en preparación) han permitido asignarlos a dos 

grupos de complementación. Uno de ellos, ULTRACURVATA1 (UCU1), está integrado 

por tres alelos mutantes, dos de los cuales son semidominantes, ucu1-1 (cuyo número de 

protocolo fue P1 4.5) y ucu1-2 [ucu1-2a (P9 36.1; Figura 18E) y ucu1-2b (P9 42.1), 

presuntamente iguales], y el tercero recesivo, ucu1-3 (P14 12.1), cuyo fenotipo es el más 

débil (Figura 18B). Al segundo grupo de complementación, UCU2, pertenecía sólo un 

alelo recesivo identificado con anterioridad al comienzo de esta Tesis. Los individuos 

ucu2-1/ucu2-1 (Figura 18F) son muy similares a los ucu1-1/ucu1-1 y ucu1-2/ucu1-2, y 

presentan además rotación helicoidal de algunos de sus órganos, como las raíces y las 

silicuas (Figura 18I). 

 

IV.1.2.- Obtención de nuevos alelos ucu2 
La estirpe CS3397, inicialmente denominada invalida (inl) por Rédei, presenta el 

fenotipo Ucu y una floración mucho más tardía que la silvestre, rasgo este último causado 

por la homocigosis para la mutación recesiva gigantea-2 (gi-2). En un trabajo anterior a 

esta Tesis se determinó el modo de herencia recesivo de la mutación responsable del 

fenotipo Ucu de esta estirpe y se excluyó su alelismo con respecto a las mutaciones ucu1 

(Figura 18G; Serrano-Cartagena, 1998; Serrano-Cartagena et al., 1999). 

Con el propósito de segregar la mutación gi-2 de la línea CS3397, se efectuó un 

cruzamiento CS3397 × Col-0 y se eligieron aquellos individuos de su F2 que presentaron 

el fenotipo Ucu y floración normal (Tabla 12). Una de estas plantas, a la que se llamó en 

lo sucesivo CS3397′, fue cruzada por un individuo ucu2-1/ucu2-1, lo que permitió 

establecer que era portadora de un nuevo alelo del gen UCU2, al que hemos denominado 

ucu2-2 (Tabla 12). Las plantas ucu2-2/ucu2-2 también presentan rotación helicoidal de 

las raíces y las silicuas. 

En una búsqueda de mutantes inducidos mediante ADN-T realizada en el 

laboratorio de J.L. Micol se aisló un mutante enano, al que se denominó P18.3 

(Figura 18H), cuyo fenotipo es muy similar al causado por las mutaciones ucu2-1 y 

ucu2-2. En la Tabla 12 se indican los resultados obtenidos en la caracterización del modo 

de herencia recesivo del fenotipo mutante de esta estirpe. Tras comprobarse su alelismo 

con ucu2-1, la estirpe mutante P18.3 pasó a denominarse ucu2-3/ucu2-3. 
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Tabla 12.- Estudio del modo de herencia del fenotipo Ultracurvata 
F2 

Cruzamiento (  × ) 
F1 

Silvestre Ucu χ2 
F3  

Silvestre 64 17 0,498 Homogénea 
Silvestre 66 18 0,397 Homogénea 

Col-0 × CS3397 

Silvestre 60 16 0,439 Homogénea 
Ler × CS3397′ Silvestre 123 39 0,033 Homogénea 
CS3397′ × ucu2-1/ucu2-1 Ucu  Homogénea   

Silvestre 148 79 1,174 Homogénea 
Silvestre 154 51 0,002 Homogénea 

Col-0 × P18.3 

Silvestre 163 45 1,083 Homogénea 
Ler × P18.3 Silvestre 218 93 3,731 Homogénea 

Ucu  Homogénea   
Ucu  Homogénea   

P18.3 × ucu2-1/ucu2-1 

Ucu  Homogénea   

Se indica el número de individuos de cada clase fenotípica. En aquellos casos en los que sólo se 
encontró una clase fenotípica, se indican sus características (“Silvestre” o “Ucu”). Se usa la palabra 
“Homogénea” para referirse a la ausencia de variaciones apreciables en la expresividad de las 
mutaciones a estudio. Los valores de χ2 indican el ajuste de los datos de la población F2 estudiada a 
una segregación fenotípica esperada 3:1 (véase el apartado III.16 de Materiales y Métodos, en la 
página 101). 

 

La progenie F2 resultante de la autofecundación de 26 plantas de fenotipo 

silvestre de la F1 del cruzamiento Col-0 × P18.3 incluyó plantas resistentes a kanamicina 

(KanR), algunas de ellas con morfología silvestre, y otras Ucu, así como individuos 

sensibles al antibiótico (KanS). Además, en sólo una de dichas 26 familias F2 la 

segregación fenotípica obtenida se ajustó a la proporción 3:1 (KanR:KanS) esperada para 

la resistencia a la kanamicina derivada de la presencia de únicamente una inserción de 

ADN-T. De hecho, en 18 de las 26 familias F2 estudiadas la segregación obtenida se 

ajustó a una proporción 15:1, lo que sugiere la existencia de dos inserciones de ADN-T 

en homocigosis en la estirpe original P18.3. 

Con el fin de segregar las inserciones de ADN-T de la línea mutante P18.3, 

establecimos 30 familias F3 a partir de otros tantos individuos Ucu de una de las familias 

F2 que mejor se ajustaba a la segregación 15:1. En 19 de estas familias F3 sólo 

encontramos plantas KanR, mientras que en otras 8 la segregación KanR:KanS se ajustó a 

la proporción 3:1 (χ2 = 1,969), y sólo en dos todas las plantas fueron KanS. La siembra de 

semillas F3 de estas dos últimas familias en un medio sin antibiótico condujo a la 

aparición de plantas silvestres y Ucu en una proporción 3:1. Se dedujo de lo anterior que 
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el fenotipo Ucu no cosegregaba con ninguna de las inserciones de ADN-T inicialmente 

presentes en la estirpe P18.3. 

Hemos verificado la validez de los resultados de los análisis de complementación 

que recoge la Tabla 12, con el propósito de excluir la posibilidad de que los individuos a 

estudio fueran el resultado de la autofecundación accidental del parental femenino. Para 

ello, se determinó el origen de los alelos de varios microsatélites en 6 plantas de la 

progenie F1 de cada uno de los ensayos de alelismo realizados con las estirpes CS3397′ 

y P18.3, según se detalla en el apartado III.13 de Materiales y Métodos, en la página 95. 

Se ratificó así en todos los casos su heterocigosis para Ler y Col-0, o para Ler y Col-1. 

 

IV.1.3.- Relaciones alélicas entre las mutaciones ucu1 
Hemos realizado todos los cruzamientos posibles entre homocigotos para los 

alelos del gen UCU1, estudiando el fenotipo de su progenie F1 (Figura 18 y Tabla 13). 

Estos individuos pueden ordenarse, de menor a mayor intensidad de su fenotipo mutante, 

tal como sigue (se indican entre paréntesis las denominaciones que hemos asignado a 

los diferentes grados de severidad del fenotipo Ucu; véase el pie de la Tabla 13): 

UCU1/UCU1 (Silvestre) ≈ ucu1-3/UCU1 < ucu1-3/ucu1-3 (UcuD) < ucu1-1/UCU1 ≈ 

ucu1-2/UCU1 (UcuI) < ucu1-1/ucu1-3 ≈ ucu1-2/ucu1-3  (UcuF) < ucu1-1/ucu1-1 ≈ 

ucu1-1/ucu1-2 ≈ ucu1-2/ucu1-2 (UcuE). De lo anterior se deduce que los alelos más 

extremos son ucu1-1 y ucu1-2, que son semidominantes e indistinguibles en sus efectos 

fenotípicos. El alelo más débil es el recesivo ucu1-3. Los fenotipos de los tres alelos 

parecen aditivos, independientemente de su modo de herencia. 

 

Tabla 13.- Segregación fenotípica en la progenie de 

los cruzamientos entre mutantes ucu1 
F2 

Cruzamiento (  × ) 
F1 

UcuE UcuF UcuI UcuD Silvestre χ2  
UCU1/UCU1 × ucu1-1/ucu1-1 41 UcuI 58  85  55 4,051a 
UCU1/UCU1 × ucu1-2/ucu1-2 24 UcuI 83  148  87 1,623a 
UCU1/UCU1 × ucu1-3/ucu1-3 26 Silvestre    46 154 0,327b 
ucu1-1/ucu1-1 × ucu1-2/ucu1-2 37 UcuE 193     - 
ucu1-1/ucu1-1 × ucu1-3/ucu1-3 26 UcuF 44 79  39  0,407a 
ucu1-2/ucu1-2 × ucu1-3/ucu1-3 35 UcuF 40 71  41  0,671a 
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 12, en la página 106. Las abreviaturas corresponden a 
diferentes grados de severidad del fenotipo mutante Ultracurvata (Ucu): E, extremo; F, fuerte; I, 
intermedio; D, débil. El valor de χ2 representa el ajuste de los datos de la población F2 estudiada a 
una segregación fenotípica esperada a1:2:1 o b3:1. 
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IV.2.- Caracterización fenotípica de los mutantes ucu 
IV.2.1.- Arquitectura foliar 

Las hojas vegetativas de los mutantes ucu están recurvadas hacia el envés a lo 

largo de su eje proximodistal, que está definido por la vena primaria (Figura 19B-D). Su 

número de hojas vegetativas y su filotaxia son similares a las de su ancestro silvestre. 

 
 

 

Figura 19.- Fenotipo foliar de los mutantes ucu. Se muestran los cotiledones (C1 y C2) y las hojas 
vegetativas, ordenadas de izquierda a derecha en función del momento de su aparición (H1 a H8), 
de (A) Ler, (B) ucu1-3/ucu1-3, (C) ucu1-1/ucu1-1, y (D) ucu2-1/ucu2-1. A diferencia de las 
restantes, las hojas del séptimo y octavo nudo (H7 y H8) no estaban completamente expandidas en 
el momento de su recolección, 23 días después de la siembra. Cada lado de la cuadrícula 
corresponde a 1 mm. 

 

Hemos determinado la longitud del peciolo y el limbo, así como la anchura de este 

último, en las hojas vegetativas del primer (Tabla 14) y tercer nudo (Tabla 15), 

recolectadas 23 días después de la siembra. Estas hojas fueron tratadas con hidrato de 

cloral para reblandecerlas y poder extenderlas sobre un portaobjetos (véase el apartado 

III.14.2 de Materiales y Métodos, en la página 99). 

A 

B 

C 

D 
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H1 H8
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Tabla 14.- Análisis morfométrico de las hojas vegetativas 

del primer nudo de los mutantes ucu 
Limbo 

Genotipo 
Longitud Anchura Relación 

longitud/anchura 

Longitud del 
peciolo 

Ler 5,85±0,79 5,30±0,70  1,10±0,21 3,23±0,62 
ucu1-3/ucu1-3 5,04±0,63 4,89±0,33 1,03±0,15 2,23±0,36 
ucu1-1/UCU1 3,34±0,44 4,44±0,32 0,75±0,11 2,50±0,35 
ucu1-1/ucu1-1 2,94±0,27 4,91±0,57 0,60±0,09 0,87±0,17 
ucu1-2/ucu1-2 3,05±0,56 5,11±0,80 0,60±0,14 1,10±0,42 
ucu2-1/ucu2-1 2,74±0,36 4,57±0,54 0,60±0,11 1,56±0,35 
Cada valor (mm) corresponde a la media de 15 hojas, con indicación de su desviación estándar, 
recolectadas 23 días después de la siembra. 

 

Tabla 15.- Análisis morfométrico de las hojas vegetativas 

del tercer nudo de los mutantes ucu 
Limbo 

Genotipo 
Longitud Anchura Relación 

longitud/anchura 

Longitud del 
peciolo 

Ler 7,31±0,95  5,65±0,89 1,30±0,27 4,04±0,91  
ucu1-3/ucu1-3 5,41±0,91 4,76±0,62 1,14±0,24 2,91±0,30 
ucu1-1/UCU1 3,78±0,39 4,20±0,34 0,90±0,12 3,58±0,92 
ucu1-1/ucu1-1 3,08±0,34 5,35±0,55 0,58±0,09 1,96±0,55 
ucu1-2/ucu1-2 3,54±0,51 5,32±0,47 0,67±0,11 1,93±0,50 
ucu2-1/ucu2-1 2,80±0,41 3,99±0,81 0,70±0,18 1,31±0,40 
Se siguen las pautas definidas en la Tabla 14. 

 

La anchura del limbo de las hojas vegetativas de los mutantes ucu es sólo 

ligeramente inferior a la de su ancestro silvestre. Por el contrario, su longitud es 

significativamente menor. En estos mutantes se aprecia una gran reducción de la longitud 

de las hojas a lo largo de su eje proximodistal, tanto en el limbo como en el peciolo 

(Figura 19C-D; Tabla 14 y 15). En las plantas ucu1-3/ucu1-3, sin embargo, sólo la región 

apical del limbo está deformada (Figura 19B; Tabla 14 y 15), mientras que los 

heterocigotos ucu1-1/UCU1 y ucu1-2/UCU1 presentan un fenotipo intermedio, estando 

acortado fundamentalmente el limbo y en menor medida el peciolo (Tabla 14 y 15). Se 

observa, por tanto, que la deformación de la hoja que caracteriza al fenotipo Ucu se 

manifiesta de diferente modo a lo largo del eje proximodistal de la hoja en los distintos 

mutantes ucu1 estudiados (véase el apartado IV.1.3, en la página 107). 
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La relación longitud/anchura del limbo de las hojas de los homocigotos para los 

alelos ucu1-1, ucu1-2 y ucu2-1 es menor de 1 (Tabla 14 y 15). Las de sus ancestros 

silvestres, por el contrario, son mayores de 1, dado que sus hojas son lanceoladas. Las 

hojas de las plantas ucu1-1/ucu1-1, ucu1-2/ucu1-2 y ucu2-1/ucu2-1 presentan, además, 

un estrechamiento de la región central del limbo, junto a la vena primaria (Figura 19C-D). 

 

IV.2.1.1.- Expansión de las hojas vegetativas 
 Hemos recolectado hojas del tercer nudo de Ler y los mutantes ucu1-1/ucu1-1, 

ucu1-3/ucu1-3 y ucu2-1/ucu2-1, cada dos días, desde el decimotercero después de la 

siembra hasta el trigésimo primero, a fin de estudiar cómo progresa su expansión. Las 

muestras se trataron con hidrato de cloral y se extendieron sobre un portaobjetos, 

dibujándose su perfil con ayuda de un microscopio dotado de una cámara clara 

(Figura 20; véase el apartado III.14.2 de Materiales y Métodos, en la página 99). 

 
 

 
Figura 20.- Expansión de la tercera hoja de los mutantes ucu. 

 

En la Figura 20 se observa que el limbo de los mutantes y el silvestre crece a un 

ritmo similar a lo largo del eje mediolateral. Por el contrario, su expansión longitudinal es 

notablemente menor en los primeros. El enrollamiento hacia el envés de las hojas de los 

13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 

Ler 

ucu1-1/ucu1-1 

ucu1-3/ucu1-3 

ucu2-1/ucu2-1 

Días tras la siembra: 

10 mm 
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mutantes ucu se incrementa durante su expansión, siendo más acusado conforme éstas 

crecen, y manifestándose en la región apical del limbo antes que en la basal. 

 

IV.2.1.2.- Morfología de las hojas caulinares 
Las hojas caulinares de la estirpe Ler carecen de peciolo y son lanceoladas y 

aserradas (Figura 21A; véase también el apartado I.4.3 de la Introducción, en la 

pagina 23). Las de los mutantes ucu1-1 y ucu1-2 están circinadas (Figura 21B), de modo 

similar a las vegetativas. Las hojas caulinares de los mutantes ucu2, sin embargo, no 

están enrolladas hacia el envés, son ligeramente más anchas que las silvestres y están 

arrugadas (Figura 21C). 

 
 

Figura 21.- Hojas caulinares de los mutantes ucu. Se muestran las hojas del noveno nudo de la 
estirpe Ler (A) y de los mutantes ucu1-1/ucu1-1 (B) y ucu2-1/ucu2-1 (C). Las imágenes se 
obtuvieron 30 días después de la siembra. Las barras de escala indican 2 mm. 

 

IV.2.1.3.- Patrón de venación 
Hemos visualizado el tejido vascular de las hojas del primer y tercer nudo en los 

mutantes ucu, mediante tratamiento con hidrato de cloral (véase el apartado III.14.2 de 

Materiales y Métodos, en la página 99). Tanto la densidad de los elementos vasculares 

como el número de bucles de la venación son similares en los mutantes (Figura 22B-C) y 

sus ancestros silvestres (Figura 22A). Sin embargo, la vena primaria es más corta en los 

mutantes ucu. 

En el mutante ucu2-1/ucu2-1 hemos encontrado alteraciones en la estructura de 

los haces vasculares de la raíz, que están rotados helicoidalmente, al igual que ocurre 

con otros órganos cilíndricos (véase el apartado IV.2.2.6, en la página 119). Los haces 

vasculares de la hoja de ucu2-1/ucu2-1, por el contrario, no muestran rotación helicoidal 

(Figura 22D). 

A CB
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Figura 22.- Venación de los mutantes ucu. Los dibujos del patrón de venación corresponden a 
hojas del tercer nudo de (A) Ler, (B) ucu1-2/ucu1-2 y (C) ucu2-1/ucu2-1. (D) Microfotografía de 
contraste interferencial de la vena primaria de ucu2-1/ucu2-1 en la región indicada con una flecha 
en C. Las muestras se recolectaron 23 días después de la siembra. Las barras de escala indican 
1 mm (A-C) y 100 µm (D). 

 

IV.2.1.4.- Epidermis 
La epidermis adaxial de las hojas de los mutantes ucu1-1/ucu1-1 y ucu1-2/ucu1-2 

se arruga al extenderla sobre un portaobjetos, por lo que no hemos podido comparar el 

tamaño de sus células epidérmicas con el del tipo silvestre. Sin embargo, hemos 

observado que las células pavimentosas de la epidermis del envés de estos mutantes, 

que no se arruga por este procedimiento, presentan un tamaño sensiblemente menor que 

las de Ler (Figura 23A-C). Se aprecia heterogeneidad de los tamaños de las células 

pavimentosas de la epidermis abaxial en los mutantes ucu2-1/ucu2-1, ya que algunas de 

ellas son similares a las silvestres y otras son menores (Figura 23C). El número de 

estomas por unidad de superficie en el envés de los mutantes ucu1-1/ucu1-1 y 

ucu1-2/ucu1-2 es mayor que en el tipo silvestre (Figura 23B-C). Dado que el tamaño de 

sus células epidérmicas abaxiales también es menor, su número total de estomas no 

difiere, probablemente, del silvestre. En los mutantes ucu2-1/ucu2-1 se observan grupos 

de dos estomas adyacentes con mayor frecuencia que en el tipo silvestre (Figura 23C). 

Por último, la morfología y la distribución espacial de los tricomas en el haz de las hojas 

juveniles de los mutantes ucu es similar al silvestre. 

A B C

D 
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Figura 23.- Morfología de las células epidérmicas y del mesófilo en empalizada en los mutantes 
ucu. Las imágenes corresponden a células de la epidermis abaxial (A-C) y cloroplastos del 
mesófilo en empalizada (D-F) de hojas del tercer nudo de la estirpe Ler (A, D) y los mutantes 
ucu1-1/ucu1-1 (B, E) y ucu2-1/ucu2-1 (C, F). Las fotografías se obtuvieron mediante microscopía 
óptica de contraste interferencial (A-C) y confocal (D-F). Las flechas (C) indican la presencia de 
estomas adyacentes en la epidermis abaxial de las hojas ucu2-1/ucu2-1. Las muestras se 
recolectaron 23 días después de la siembra. Las barras de escala indican 100 µm. 

 

IV.2.1.5.- Ultraestructura 
Hemos obtenido cortes histológicos de las hojas del tercer nudo de los mutantes 

ucu (véase el apartado III.14.2, en la página 99). El número y tamaño de sus células 

epidérmicas adaxiales, determinado a lo largo de su eje proximodistal, es similar en los 

mutantes ucu y en sus ancestros silvestres (Figura 24). Sin embargo, el tamaño de las 

células pavimentosas abaxiales es mucho menor en los mutantes ucu1 que en Ler 

(Figura 24). Además, las hojas de los mutantes ucu1-1 y ucu1-2 son más gruesas que las 

silvestres y presentan un mayor número de capas de células del mesófilo. Estas últimas 

son ligeramente más pequeñas que las silvestres y están densamente empaquetadas, 

A B C

D E F
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observándose menos espacios intercelulares que en Ler (Figura 24C). Estos resultados 

indican que la curvatura de las hojas de los mutantes ucu1 se debe a una reducción de la 

expansión celular a lo largo del eje proximodistal, que se manifiesta en los tejidos 

abaxiales, principalmente en sus células epidérmicas (véase el apartado IV.2.1.3, en la 

página 111). 

 
 

 
Figura 24.- Cortes transversales de hojas vegetativas del tercer nudo, realizados aproximadamente 
en el centro del limbo, de los mutantes ucu y su ancestro silvestre. (A) Ler, (B) ucu1-3/ucu1-3, (C) 
ucu1-2/ucu1-2, y (D) ucu2-1/ucu2-1. Las muestras se obtuvieron 23 días después la siembra. 
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Las hojas de los mutantes ucu1 y ucu2 presentan un color verde intenso, más 

oscuro que el de sus ancestros silvestres. Este rasgo probablemente se debe al menor 

tamaño de las células de su mesófilo, en cuyo interior se observa una densidad de 

cloroplastos mayor que la silvestre (véase la Figura 23D-F, en la página 113). 

Las células de la epidermis abaxial de los mutantes ucu2-1/ucu2-1 (Figura 24D) 

no son manifiestamente menores que las de la estirpe Ler. Tampoco hemos observado 

diferencias notables con el tipo silvestre en la organización interna de las hojas 

ucu2/ucu2, que manifiestan, sin embargo, heterogeneidad en el tamaño de sus células 

epidérmicas abaxiales y abundancia de grupos de dos estomas adyacentes (véase la 

Figura 23C, en la página 113, y el apartado IV.2.1.4, en la página 112). 

 

IV.2.2.- Otros rasgos del fenotipo mutante 
IV.2.2.1.- Estructura corporal 

Hemos determinado los valores de diferentes parámetros corporales de las 

plantas ucu (Tabla 16). De nuestros resultados se deduce que el enanismo de los 

mutantes ucu se debe fundamentalmente a que la longitud de los órganos situados a lo 

largo de su eje apical-basal es inferior a la silvestre (Tabla 16). En el caso de los 

individuos ucu2/ucu2, la rotación helicoidal de los órganos radiales contribuye también a 

acortarlos (véase el apartado IV.2.2.6, en la página 119). 

 

Tabla 16.- Algunos parámetros corporales en los homocigotos ucu/ucu 
 Ler ucu1-1 ucu1-2 ucu1-3 ucu2-1 
Longitud de la raíz principala 64,3±9,0 28,9±12, 27,5±9,3 40,9±10,5 30,5±9,4 
Longitud del hipocotiloa 2,1±0,4 1,0±0,2 ND 1,7±0,3 ND 
Número de hojas vegetativasb 9,4±0,6 9,5±0,8 9,5±0,8 9,5±0,5 9,9±0,9 
Cuerda mayor de la rosetab 21,9±4,3 7,6±1,7 7,6±1,6 17,7±1,7 7,4±1,6 
Peso frescob 24,4±4,0 10,7±3,9 12,0±3,7 15,2±3,5 9,4±3,4 
Peso secob 1,9±0,4 1,0±0,9 1,1±0,5 1,4±0,5 0,8±0,3 
Longitud del pedicelo del frutoc 3,5±1,1 1,8±0,7 1,6±0,9 1,4±0,3 1,4±1,2 
Longitud de la silicuac 8,5±1,0 4,6±0,9 4,7±0,9 6,8±0,6 ND 
Semillas por silicuac 34,1±5,2 15,8±4,1 13,4±5,0 26,7±2,9 ND 
Longitud del tallo principalc 197,8±30,9 59,9±8,9 59,9±8,9 149,6±17,7 36,4±12,6
Número de tallos secundariosc 2,1±0,7 4,4±0,4 3,9±0,9 3,9±0,9 6,2±1,8 
Los valores corresponden a la media de 20 medidas, con indicación de su desviación estándar. Las 
longitudes se indican en mm y los pesos en mg. Se estudiaron plantas recolectadas a11, b21 o c49 
días después de la siembra. ND: No determinado. 

 



116    Resultados 

IV.2.2.2.- Alteraciones de la expansión celular 
Hemos estudiado las células de los mutantes ucu1 en algunos de los órganos que 

presentan una reducción en su longitud, como la raíz principal, el hipocotilo, los peciolos, 

los pedicelos y las silicuas. El número de células epidérmicas a lo largo del eje 

longitudinal de estos órganos no difiere significativamente del silvestre, aunque la longitud 

de cada una de ellas es sensiblemente menor. La longitud de las células epidérmicas del 

hipocotilo de los mutantes ucu1-3/ucu1-3 y ucu1-2/ucu1-2 es 1,5 y 5,5 veces menor, 

respectivamente, que la de Ler (Figura 25). 

 
 

 

Figura 25.- Morfología de la epidermis del hipocotilo de los mutantes ucu1. Los trazos continuos 
corresponden a la pared celular de las células epidérmicas y los discontinuos a las que quedaban 
fuera del plano óptico. Las muestras se obtuvieron 23 días después de la siembra 

 

IV.2.2.3.- Gravitropismo y fotomorfogénesis 
Hemos estudiado la respuesta gravitrópica de la raíz de los mutantes ucu, tal 

como se indica en el apartado III.15.1.1 de Materiales y Métodos, en la página 100. Los 

mutantes ucu1-1/ucu1-1, ucu1-2/ucu1-2 y ucu1-3/ucu1-3 presentan una respuesta 

gravitrópica normal, indistinguible de la de su ancestro silvestre. La raíz del mutante 

ucu2-1/ucu2-1, que presenta rotación helicoidal (véase el apartado IV.2.2.6, en la página 

119), también muestra una respuesta a la gravedad similar a la de su ancestro silvestre. 

La germinación de una semilla silvestre en la oscuridad genera una plántula 

etiolada (etiolated), en la que el hipocotilo crece a causa de la elongación de sus células, 

Ler ucu1-3/ucu1-3 

ucu1-2/ucu1-2 

500 µm
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los cotiledones no se expanden y no se inicia el desarrollo foliar (Fankhauser y Chory, 

1997; Figura 26A). Por el contrario, la luz desencadena una respuesta fotomorfogénica 

que consiste en el inicio del programa normal de desarrollo de la plántula, que empieza, 

tras la germinación, a producir hojas y a sintetizar los pigmentos fotosintéticos. Existen 

numerosos mutantes que presentan una respuesta fotomorfogénica constitutiva, es decir, 

que no manifiestan elongación del hipocotilo y producen hojas en la oscuridad, un 

fenotipo que se denomina desetiolado (de-etiolated; Chory, 1993; Fankhauser y Chory, 

1997). 

 
 

 

Figura 26.- Crecimiento de los mutantes ucu en la oscuridad. (A) Fenotipo etiolado de los 
mutantes ucu2 y (B) respuesta fotomorfogénica constitutiva de los mutantes ucu1. Las plántulas 
fueron fotografiadas 21 días después de la siembra, periodo durante el que permanecieron en la 
oscuridad. Las barras de escala indican 1 mm. (C) Longitud del hipocotilo en plántulas que han 
crecido durante 11 días en la oscuridad. Cada barra representa la media de 15 medidas, con 
indicación de la desviación estándar. 

 

Los mutantes ucu1-1/ucu1-1 y ucu1-2/ucu1-2 presentan una respuesta 

fotomorfogénica constitutiva muy ostensible (véase el apartado III.15.1.2 de Materiales y 

Métodos, en la página 100; Figura 26B-C). El mutante ucu1-3/ucu1-3 también presenta 

esta respuesta, aunque su fenotipo desetiolado es más débil (Figura 26B-C). 

El mutante ucu2-1/ucu2-1 no manifiesta alteraciones en su crecimiento en la 

oscuridad tras la germinación, aunque la longitud de su hipocotilo es sensiblemente 
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menor que la de su ancestro silvestre, debido a su rotación helicoidal (véase el apartado 

IV.2.2.6, en la página 119). 

 

IV.2.2.4.- Crecimiento radicular 
 Las raíces de los mutantes ucu1-1/ucu1-1 y ucu1-2/ucu1-2 son más cortas y 

ligeramente más gruesas que las silvestres (véase la Tabla 16, en la página 115; 

Figura 27A-B). Los pelos absorbentes de la raíz son más abundantes y largos y aparecen 

más cerca del ápice radicular en estos mutantes que en el tipo silvestre (Figura 27A-B). 

Las células epidérmicas de la raíz de los mutantes ucu1 son también más cortas que las 

silvestres. La morfología de la raíz del mutante ucu1-3/ucu1-3 es similar a la silvestre, 

aunque su longitud es ligeramente menor (véase la Tabla 16, en la página 115). 

La raíz de los mutantes ucu2/ucu2 también es más corta que la silvestre, lo que 

probablemente se debe a su enrollamiento en espiral (véase el apartado IV.2.2.6, en la 

página 119) ya que no hemos encontrado diferencias con respecto al tipo silvestre en el 

tamaño de sus células epidérmicas. 

 

IV.2.2.5.- Estructura de la inflorescencia, fertilidad y desarrollo del fruto 
La inflorescencia de los homocigotos ucu1 es de menor porte (véase la Tabla 16, 

en la página 115) y sus entrenudos más cortos que los silvestres. Las flores de los 

mutantes ucu1-1/ucu1-1 y ucu1-2/ucu1-2 son más pequeñas que las silvestres y su 

pedicelo es corto, está curvado hacia el suelo y la corola apenas se abre (Figura 27C-D). 

Por su parte, la inflorescencia del mutante ucu1-3/ucu1-3 es similar a la silvestre, tanto en 

tamaño como en morfología. Las silicuas de los mutantes ucu1-1/ucu1-1 y ucu1-2/ucu1-2 

son más cortas y contienen menos semillas que las silvestres (véase la Tabla 16, en la 

página 115). Estos rasgos, unidos a que frecuentemente aparecen semillas que no han 

completado su desarrollo, contribuyen a que la fertilidad de los mutantes ucu1 sea muy 

escasa. 

La inflorescencia de los mutantes ucu2/ucu2 es muy pequeña, con los tallos 

engrosados y retorcidos en espiral (Figura 27E-F). En las flores de los mutantes 

ucu2/ucu2 los pistilos y los estambres están rotados helicoidalmente (véase el apartado 

IV.2.2.6, en la página 119) y se observa ocasionalmente que los estambres y los pétalos 

se transforman parcialmente en carpelos. En consecuencia, la fertilidad de los mutantes 

ucu2/ucu2 también es escasa. 
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Figura 27.- Algunos rasgos morfológicos del fenotipo pleiotrópico de los mutantes ucu. Se 
presentan microfotografías de las raíces de la estirpe Ler (A) y ucu1-1/ucu1-1 (B), y de la 
inflorescencia de Ler (C) y los mutantes ucu1-1/ucu1-1 (D), ucu2-1/ucu2-1 (E) y ucu2-3/ucu2-3 
(F). Las fotografías fueron tomadas 13 (A-B) y 45 (C-F) días después de la siembra. Las barras de 
escala indican 1 (A-B), 2 (C-D) y 4 (E-F) mm. 

 

IV.2.2.6.- Rotación helicoidal de los órganos de los mutantes ucu2 
Las plantas ucu2/ucu2 presentan rotación helicoidal de las raíces, el hipocotilo, los 

tallos, los pistilos y las silicuas, que son estructuras casi cilíndricas en el tipo silvestre 

(Figura 28). Este rasgo fenotípico es claramente visible en la epidermis de estos órganos 

(Figura 28D), aunque también en algunos tejidos internos, como los haces vasculares de 

la raíz y el hipocotilo (Figura 28E). Este hábito de crecimiento espiral contribuye al 

acortamiento y el crecimiento desorganizado de dichos órganos. No hemos observado 

alteraciones obvias en el patrón de división de las células epidérmicas de estos órganos 

helicoidalmente rotados. 

 

IV.2.3.- Ensayos fisiológicos 
Se conocen muchas mutaciones que causan enanismo en Arabidopsis thaliana, 

como las que dañan a genes implicados en la síntesis o la percepción de hormonas como 
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Figura 28.- Rotación helicoidal en los órganos de los mutantes ucu2. (A) Hipocotilo etiolado de un 
mutante ucu2-3/ucu2-3. (B) Pistilo elongado, (C) silicua madura, (D) epidermis de la raíz y (E) 
tejidos vasculares de la raíz de los mutantes ucu2-1/ucu2-1. Se empleó microscopía óptica para 
obtener la imagen D y confocal para la E. Las fotografías se tomaron 23 (C-D) y 45 (A-B) días 
después de la siembra. Las barras de escala indican 1 (A) y 2 mm (B-C), y 100 µm (D-E). 

 

las auxinas, las giberelinas y los brasinosteroides (véase el apartado IV.5.2.2, en la 

página 176). Los mutantes ucu presentan, además de su enanismo, rasgos morfológicos 

comunes con otros previamente descritos por sus alteraciones en la síntesis o la 

percepción de fitohormonas. Esto nos ha llevado a analizar los efectos de la 

administración de fitohormonas sobre el crecimiento de los mutantes ucu (véase el 

apartado III.15.2 de Materiales y Métodos, en la página 100). 

 

IV.2.3.1.- Efectos de las giberelinas, las citoquininas y el ácido abscísico 
Tras su germinación en medio de cultivo no suplementado hemos trasplantado 

plántulas ucu1-1/ucu1-1, ucu1-2/ucu1-2, ucu1-3/ucu1-3, ucu2-1/ucu2-1 y Ler a medios 

suplementados con 1, 10 o 100 µM de giberelina (GA3), o bien 10 o 100 nM de 

citoquinina (6-benzilaminopurina). 

La adición exógena de GA3 induce la elongación del hipocotilo, el peciolo y el tallo, 

tanto en los mutantes ucu como en Ler. Por el contrario, la adición de GA3 restaura el 

fenotipo silvestre en el mutante ga5 (giberellin requiring5; Talon et al., 1990), que hemos 

utilizado como control, cuyo semienanismo se debe a la insuficiencia de función de uno 

de los genes implicados en la biosíntesis de las giberelinas (Xu et al., 1995a). Dado que 
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este efecto no se observa en los mutantes ucu, puede descartarse que su fenotipo se 

deba a una insuficiencia en giberelinas. De su respuesta similar a la silvestre puede 

descartarse también su insensibilidad a esta hormona. 

La administración de 6-benzilaminopurina, una citoquinina, induce en las plantas 

la desdiferenciación del tejido radicular y la inhibición de su crecimiento a 

concentraciones elevadas (Cary et al., 1995). La respuesta de los mutantes ucu a la 

adición exógena de esta hormona resultó similar a la de la estirpe silvestre. 

Los mutantes ucu1/ucu1 y ucu2-1/ucu2-1 son incapaces de germinar en presencia 

de 3 y 5 µM de ácido abscísico (ABA), al igual que su ancestro Ler. Hemos utilizado en 

este experimento como control el mutante sañ5/sañ5 (abi4-2/abi4-2), cuya germinación 

es resistente al ABA (Quesada et al., 2000). 

 

IV.2.3.2.- Efectos de las auxinas y de los inhibidores de su transporte 
Hemos cultivado los mutantes ucu en medios suplementados con 0,1, 1 o 10 µM 

de ácido indol-acético (IAA), una auxina natural, y 10, 20 o 50 nM de ácido 

2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), un análogo sintético de la auxina, sin que en ningún caso 

se apreciase grado alguno de restauración del fenotipo silvestre. Sin embargo, la 

inhibición del crecimiento de la raíz causada por la administración exógena de estas 

hormonas resultó mayor en los mutantes ucu1 que en su ancestro Ler (Figura 29). La 

adición exógena de auxina produce en el tipo silvestre una inhibición notable del 

crecimiento de la raíz, claramente apreciable en su longitud, y un engrosamiento leve de 

ésta, así como un incremento en el número y la longitud de sus pelos radiculares. 

Cuando la concentración de auxina añadida es superior a 50 nM de 2,4-D, se produce 

una desdiferenciación del tejido radicular, que crece de forma desorganizada. En los 

mutantes ucu1 hemos observado que la inhibición del crecimiento radicular y el 

crecimiento indiferenciado se manifiestan ante concentraciones muy bajas de 2,4-D 

(10 nM), que apenas afectan a las raíces de la estirpe silvestre (Figura 29B). Este 

comportamiento es mucho más patente en las plantas ucu1-1/ucu1-1 y ucu1-2/ucu1-2 

que en las ucu1-3/ucu1-3 (Figura 29B). 

En cuanto a los mutantes ucu2/ucu2, la inhibición del crecimiento de la raíz en 

medios suplementados con 20 o 50 nM de 2,4-D fue similar a la sufrida por la estirpe 

silvestre. Sin embargo, la inhibición del crecimiento de la raíz de estos mutantes en medio 

suplementado con 10 nM de 2,4-D fue menor que la de la estirpe silvestre. 
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Figura 29.- Efectos de las auxinas sobre el crecimiento de la raíz en los mutantes ucu. Se 
representa, en porcentaje, la reducción en la longitud de la raíz sufrida por las plantas cultivadas en 
un medio suplementado con auxinas, con respecto a las que crecieron en un medio sin suplementar. 
Cada barra representa la media de 15 medidas, con indicación de la desviación estándar. 

 

Hemos analizado también los efectos de la inhibición del transporte de entrada o 

influjo de las auxinas en las células (auxin influx), con 1-NOA (ácido 1-naftoxiacético; 

Parry et al., 2001), o de su transporte de salida o eflujo (auxin efflux), con NPA (ácido 

1-N-naftiltalámico) y TIBA (ácido 2,3,5-triiodobenzoico; Fujita y Syono, 1996). La 

inhibición del crecimiento de la raíz en presencia de TIBA y NPA es mayor en los 

mutantes ucu2/ucu2 que en Ler (Figura 30). Se produce además el engrosamiento de su 

raíz y el aumento del número y la longitud de los pelos absorbentes, cuya diferenciación 

se inicia en una zona más próxima al meristemo radicular (Figura 30C-D) que en Ler. 

Este rasgo de los mutantes puede fenocopiarse exponiendo las plantas silvestres a 

concentraciones altas de auxinas. Las partes aéreas de las plántulas ucu2/ucu2 también 

presentaron hipersensibilidad a los inhibidores del eflujo de las auxinas (Figura 30E). 

Al tratar las plantas silvestres y las mutantes ucu2/ucu2 con 1-NOA, un inhibidor 

del influjo de la auxina que no perturba la elongación celular de la raíz (Parry et al., 2001), 

ésta pierde su gravitropismo y crece de manera desorganizada. Este comportamiento es 

similar al de los mutantes aux1/aux1, que carecen de la permeasa AUX1, necesaria para 

el influjo de la auxina, cuyas raíces son agravitrópicas (Bennet et al., 1996; Marchant et 

al., 1999).  
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Figura 30.- Efectos de los inhibidores del transporte de las auxinas sobre el crecimiento de los 
mutantes ucu. (A) Inhibición del crecimiento radicular en respuesta a NPA. Se siguen las pautas 
definidas para la Figura 29. Raíces de la estirpe silvestre Col-0 (izquierda) y ucu2-3/ucu2-3 
(derecha) en medio (B) sin suplementar y (C) suplementado con NPA 10 µM. (D) Plántula 
ucu2-3/ucu2-3 obtenida en medio suplementado con NPA 10 µM. (E) Cotiledón de un individuo 
ucu2-3/ucu2-3 cultivado en medio suplementado con TIBA 10 µM, que muestra proliferación de 
tejido indiferenciado en su región apical. Las fotografías se tomaron 13 días después de la siembra. 
Las barras de escala indican 2 mm (B-E). 

 

IV.2.3.3.- Respuesta a los brasinosteroides 
Para estudiar la respuesta de los mutantes ucu a los brasinosteroides, se 

sembraron 30 semillas de Ler, ucu1-1/ucu1-1, ucu1-2/ucu1-2, ucu1-3/ucu1-3 y 

ucu2-1/ucu2-1 en medios suplementados con 25, 50, 100, 300 o 500 nM de 

24-epibrasinólido. En los mutantes dim-1/dim-1 y det2-1/det2-1, que son deficientes en la 

síntesis de los brasinosteroides (véase el apartado IV.5.2.2, en la página 176), se 

restaura el fenotipo silvestre tras la administración de 24-epibrasinólido. El fenotipo de los 

mutantes ucu, por el contrario, no se normaliza, por lo que cabe excluir que se deba a 

una alteración en la síntesis de los brasinosteroides. 
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Los mutantes enanos bri1/bri1 se parecen mucho a los que son deficientes en la 

síntesis de los brasinosteroides. Sin embargo, y a diferencia de estos últimos, son 

insensibles a la administración de brasinosteroides (Clouse et al., 1996). La adición al 

medio de cultivo de 24-epibrasinólido inhibe el crecimiento radicular del tipo silvestre, de 

forma relativamente proporcional a la concentración empleada (Figura 31A y C; Clouse et 

al., 1996). Las raíces de los mutantes ucu1-1/ucu1-1 y ucu1-2/ucu1-2 no se ven 

afectadas por concentraciones elevadas de 24-epibrasinólido (100 a 300 nM), que 

inhiben casi por completo el crecimiento de las de Ler (Figura 31A, E). La elongación de 

la raíz de ucu1-3/ucu1-3 se inhibe parcialmente en presencia de concentraciones altas de 

esta hormona (100 nM), aunque no tanto como la de Ler (Figura 31A, D). Estos 

resultados indican que las mutaciones semidominantes ucu1 causan una insensibilidad 

total o muy extrema al brasinólido. Debe hacerse notar, no obstante, que una 

concentración 500 nM de 24-epibrasinólido produce una ligera reducción de la elongación 

de la raíz en estos mutantes, posiblemente por su toxicidad. La sensibilidad a los 

brasinosteroides de las plantas ucu1-3/ucu1-3 es intermedia entre la del tipo silvestre y la 

de las plantas ucu1-1/ucu1-1 y ucu1-2/ucu1-2. 

El crecimiento de la raíz de las plantas ucu2/ucu2 se ve afectado por el 

24-epibrasinólido, pero su respuesta difiere de la silvestre. Las concentraciones 

superiores a 200 nM producen una inhibición de la elongación de la raíz similar en este 

mutante y su ancestro silvestre (Figura 31A). Sin embargo, ante una concentración 

inferior (50 nM), se reduce el crecimiento de la raíz mucho menos en los mutantes ucu2 

que en la estirpe silvestre (Figura 31A-B). Estos resultados indican que los mutantes ucu2 

son parcialmente insensibles a los brasinosteroides, aunque en menor medida que los 

ucu1. 

 

IV.3.- Clonación posicional del gen UCU1 
Hemos empleado un abordaje posicional para la clonación del gen UCU1, que se 

inició con su cartografía de baja resolución, que nos permitió asignarlo al cromosoma 4. 

Para ello, se llevó a cabo un análisis del ligamiento a microsatélites polimórficos, en una 

población cartográfica F2 obtenida a partir de un cruzamiento ucu1-2/ucu1-2 × Col-0. Se 

empleó la estirpe Col-0 dado que muestra un elevado grado de polimorfismo molecular 

con respecto a Ler (Jander et al., 2002), el ancestro silvestre de los mutantes ucu1. 
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Figura 31.- Efectos del 24-epibrasinólido sobre el crecimiento de los mutantes ucu. (A-B) 
Inhibición del crecimiento radicular por 24-epibrasinólido. Cada punto representa la reducción en 
la longitud de la raíz, en porcentaje, observada en las plantas cultivadas en medio suplementado 
con la hormona (n>25), con respecto a las de control. (C-E) Las imágenes corresponden, de 
izquierda a derecha, a plántulas que han crecido durante 13 días en medio suplementado con 0, 25, 
50, 100, 300 y 500 nM. Las barras de escala indican 2 mm. 

 

IV.3.1.- Cartografía de baja resolución 
La cartografía génica en Arabidopsis thaliana suele iniciarse con el ensayo del 

eventual ligamiento entre el gen a estudio y varios marcadores de cada uno de sus cinco 

cromosomas. Hemos utilizado el método de cartografía desarrollado en el laboratorio de 
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J.L. Micol (Ponce et al., 1999), que permite la comprobación simultánea del eventual 

ligamiento a 21 microsatélites espaciados de forma relativamente uniforme a lo largo del 

genoma de Arabidopsis thaliana. Los productos de la correspondiente amplificación 

mediante PCR múltiple son discriminados mediante un programa de análisis de 

fragmentos, tras su visualización en un secuenciador automático, tal como se describe en 

el apartado III.13.1 de Materiales y Métodos, en la página 95. 

 

Tabla 17.- Cartografía de baja resolución del gen UCU1 
Marcador Cromosoma Posición de 

mapa (cM)a 
Cromosomas 
estudiados 

Frecuencia de 
recombinaciónb 

AthACS 1 1,20 34 61,76±8,33 
AthZFPG 1 35,25 38 50,00±8,11 
T27k12-Sp6 1 59,10 32 37,50±8,56 
AthGENEA 1 86,79 38 47,37±8,10 
nga111 1 113,44 28 32,14±8,83 
nga1145 2 9,60 38 47,37±8,10 
nga1126 2 50,65 ND ND 
nga168 2 73,77 36 38,89±8,12 
AthCHIB 3 19,10 ND ND 
nga162 3 20,56 14 71,43±12,07 
AthGAPab 3 43,77 36 50,00±8,33 
nga6 3 86,41 ND ND 
nga12 4 22,92 38 23,68±6,90 
nga1111 4 29,64 38 21,05±6,61 
nga1139 4 83,41 20 20,00±8,94 
nga1107 4 104,73 34 17,65±6,54 
AthCTR1 5 9,32 38 42,11±8,01 
AthPHYC 5 71,13 20 30,00±10,25 
MBK5 5 121,00 36 58,33±8,22 
aLas posiciones de mapa de los marcadores se han tomado del mapa genético de las líneas 
recombinantes consanguíneas de Lister y Dean (1993; http://nasc.nott.ac.uk/new_ri_map.html). bSe 
indican las frecuencias de recombinación, expresadas en porcentaje, y sus desviaciones estándar, 
sin aplicación de función de mapa alguna. Se destacan en negrita los valores de ligamiento que se 
consideraron más significativos, los inferiores al 20%. ND: no se obtuvieron productos de 
amplificación correspondientes a los alelos de este marcador. 

 

Dado que la mutación ucu1-2 es semidominante, se escogieron 19 individuos F2 

fenotípicamente silvestres de la población cartográfica F2 anteriormente mencionada, 

homocigotos por tanto para el alelo silvestre del gen UCU1, cuyo genotipo se determinó 

en lo relativo a 19 microsatélites. Los resultados obtenidos, que se recogen en la 
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Tabla 17, indican que existe ligamiento entre el gen UCU1 y todos los microsatélites del 

cromosoma 4 que hemos estudiado. 

 

Tabla 18.- Análisis del ligamiento del gen UCU1 a microsatélites del cromosoma 4 
Cromosomas analizados Marcador Posición de 

mapa (cM) Recombinantes Total 
Distancia 

(cM) 
nga12 22,92 72 262 30,89±3,95 
nga1111 29,64 57 218 29,02±4,10 
AM4 52,00 32 188 17,63±3,10 
nga1139 83,41 48 284 17,58±2,30 
nga1107 104,73 53 242 23,49±3,29 
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 17. Las distancias de mapa han sido calculadas 
mediante la aplicación de la función de Kosambi (1944). 

 

A continuación se intentó refinar la posición de mapa obtenida, empleando para 

ello 145 plantas F2 de fenotipo silvestre de la población cartográfica antes mencionada 

(véase el apartado IV.3, en la página 124), que fueron genotipadas para los 5 

microsatélites del cromosoma 4 que se detallan en la Tabla 18. Los resultados obtenidos 

indican que el gen UCU1 se ubica entre los marcadores AM4 y nga1139 (en las 

posiciones 52,00 y 83,41 cM, respectivamente, del cromosoma 4). 

Con el fin de delimitar con mayor precisión la región candidata a contener el gen 

UCU1, se emplearon otros 4 marcadores, 3 de los cuales son CAPS (véase el apartado 

I.3.4.3.2.2 de la Introducción, en la página 14). La Tabla 19 detalla los marcadores de 

este tipo que habían sido descritos para la región del cromosoma 4 flanqueada por los 

microsatélites AM4 y nga1139. 

 

Tabla 19.- Otros marcadores utilizados en la cartografía del gen UCU1  
Tamaño de los fragmentos de restricción (pb) Marcador Posición de 

mapa (cM) En Ler En Col-0 
Enzima de 
restricción 

SC5 56,00 300; 250 550 AccI 
AG 63,16 1.073; 293 1.336 XbaI 
g3883 64,15 700 1.400 -* 
PG11 75,16 644; 353; 296 644; 296; 263; 90 BfaI 
La secuencia de los oligonucleótidos utilizados para la amplificación de estos marcadores CAPS se 
tomó de http://www.arabidopsis.org/aboutcaps.html. *No es un CAPS (véase la explicación en el 
texto). 
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Se utilizaron en primer lugar los marcadores SC5 y g3883. El primero de ellos es 

un CAPS y el segundo corresponde a una región cuya longitud es distinta en la estirpe de 

referencia Ws-2 y en Col-0 (B. Dietrich, sin publicar). Previamente a su utilización, se 

determinaron las diferencias de tamaño entre los alelos de Ler y Col-0 (Tabla 19). Se 

encontraron 23 cromosomas recombinantes para SC5 de un total de 370 estudiados, lo 

que indica que el gen UCU1 dista 6,25±1,27 cM de este marcador. El estudio de g3883 

nos permitió identificar 20 cromosomas recombinantes entre los 446 analizados, lo que 

indicó que se encuentra a 4,50±0,99 cM de UCU1. La región candidata a contener al gen 

UCU1 quedó así limitada a unos 8,2 cM. 

 
 

Figura 32.- Cartografía de baja resolución del gen UCU1. Se representa un mapa genético del 
cromosoma 4 de Arabidopsis thaliana, con indicación de las posiciones de los marcadores 
utilizados para la cartografía de baja resolución del gen UCU1. La región recuadrada en azul fue 
analizada según se detalla más adelante, en la Figura 33. La posición del centrómero se destaca en 
negro. 

 

Se determinó a continuación el genotipo, en lo relativo al marcador AG, de las 

plantas heterocigóticas para SC5 o g3883. Ninguna de las 23 plantas heterocigóticas 

para SC5 lo fue para AG. Sin embargo, 3 de los 20 heterocigotos para g3883 lo fueron 

también para AG. Se concluyó, en consecuencia, que el gen UCU1 está ubicado entre 

SC5 y AG. 

En la región mencionada en el párrafo anterior se encuentra el gen GA5, 

implicado en la síntesis de las giberelinas, cuyas mutaciones causan semienanismo (Xu 

et al., 1995a). Toda la progenie F1 del cruzamiento ga5-1/ga5-1 × ucu1-3/ucu1-3 fue 

silvestre, lo que indicó que los genes GA5 y UCU1 son distintos. Este resultado fue 

ratificado por el obtenido en un ensayo de complementación adicional, el cruzamiento 

ga5-1/ga5-1 × ucu1-2/ucu1-2, cuya progenie F1 mostró el fenotipo característico de las 

plantas ucu1-2/UCU1, apareciendo, además, individuos de fenotipo silvestre en la 

descendencia F2 resultante de su autofecundación. 
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IV.3.2.- Cartografía de alta resolución 
Con el objetivo de reducir al máximo la longitud de la región candidata a contener 

el gen UCU1, se obtuvieron y ensayaron nuevos marcadores polimórficos, merced a la 

disponibilidad de la secuencia del genoma de la estirpe Col-0 de Arabidopsis thaliana 

(The Arabidopsis Genome Initiative, 2000; http://mips.gsf.de/proj/thal/db/index.html), tal 

como se describe a continuación. 

 

IV.3.2.1.- Obtención y ensayo de nuevos marcadores 
Hemos identificado varios microsatélites polimórficos que no habían sido descritos 

previamente en la región del genoma de Arabidopsis thaliana que corresponde a los 17 

clones BAC flanqueados por los marcadores SC5 y g3883 (véase la Figura 32, en la 

página 128). Se utilizó la secuencia disponible de esta región genómica para buscar 

segmentos ricos en repeticiones de dinucleótidos y trinucleótidos de los tipos (AT)n, (CT)n, 

(CTT)n y (GAG)n, entre otros. Se descartaron los microsatélites muy imperfectos y los de 

menos de 10 repeticiones. En la Tabla 20 se recogen las parejas de oligonucleótidos que 

se diseñaron a partir de las secuencias que flanquean a algunos de los microsatélites 

encontrados, que fueron elegidos de modo que quedasen regularmente espaciados a lo 

largo de la región candidata. Algunos de los microsatélites amplificados con estos 

cebadores resultaron ser polimórficos entre Ler y Col-0, por lo que fueron considerados 

de utilidad para la cartografía fina de UCU1. Se utilizaron con este fin los microsatélites 

AtFCA9.1, AtT6K21.1 y AtF28J12.3 (Tabla 20). El marcaje de uno de los miembros de 

cada pareja de oligonucleótidos con un fluorocromo distinto permitió la amplificación 

conjunta de estos tres marcadores en una misma reacción y la estimación simultánea de 

los tamaños de sus alelos. Los resultados de la cartografía de alta resolución del gen 

UCU1 con estos marcadores se recogen en la Tabla 21. 

Los genotipos de los individuos F2 que resultaron ser recombinantes para alguno 

de los marcadores analizados se indican en la Tabla 22. En la mayoría de los casos, 

estas plantas eran portadoras de un único hecho de recombinación en la región 

candidata, entre el marcador a estudio y el gen UCU1. Se encontraron dos hechos de 

recombinación en los individuos 114, 123, 145, 209, 291 y 299, y tres en los numerados 

como 129 y 218. El genotipo del individuo 211, en el que se detectaron cuatro hechos de 

recombinación, pudiera deberse a un genotipado erróneo. 

En la Figura 33 se representa el mapa genético, construido empleando el 

programa MAPMAKER/EXP 3.0b, de la región del cromosoma 4 comprendida entre los 
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Tabla 21.- Resultados de la cartografía de alta resolución del gen UCU1 
Cromosomas analizados Marcador Posición de 

mapa (cM) Recombinantes Total 
Distancia 

(cM) 
AtFCA9.1 58,2 17 452 3,77±0,90 
AtT6K21.1 60,9 11 328 3,36±1,00 
AtF28J12.3 62,1 6 668 0,90±0,37 
AG 63,2 3 446a 0,67±0,39 
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 18, en la página 127. aSe estudiaron sólo los individuos 
F2 que resultaron recombinantes para g3883, por lo que los cálculos se refieren al total de 
cromosomas analizados para este marcador (n = 446). 

 

Tabla 22.- Genotipado de recombinantes informativos 

con respecto a algunos marcadores del cromosoma 4 
Marcador Genotipo de los individuos analizados 

 13
 

15
 

31
 

35
 

39
 

77
 

78
 

79
 

90
 

94
 

10
3 

10
8 

11
4 

12
3 

12
8 

12
9 

13
3 

13
9 

14
5 

15
2 

16
3 

17
3 

17
4 

SC5 (52,0) H H H C H H H C C C H H C H C H - C H - H H H 
AtFCA9.1 (58,2) C C C C C H C C C C H C H H  C C C C C H C C 
AtT6K21.1 (60,9) C C C C C H C C C C C C C C  C C C C C H C C 
AtF28J12.3 (62,1) C C C C C C C C C C C C  C - C C C C C H C C 
UCU1                        
AG (63,2) C - C C C C - C H H C C C C C H C C C  - C  
g3883 (64,2) C C C H C C C H H H C C C H H L H H H H C C C 
Hechos de recombinación 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1 3 1 1 2 1 1 1 1 
 
Marcador Genotipo de los individuos analizados 

 18
0 

18
5 

19
7 

20
1 

20
9 

21
1 

21
8 

22
1 

24
5 

24
7 

25
1 

29
1 

29
9 

31
2 

33
4 

34
3 

35
0 

45
9 

48
3 

48
5 

48
9 

67
0 

68
0 

SC5 (52,0) H C H H L H  H H H C C C           
AtFCA9.1 (58,2) C C C C L C C H C H C  C H H H H H H H H  - 
AtT6K21.1 (60,9) C C C C H H - H C H C C C - - H C H H H H - - 
AtF28J12.3 (62,1) C C C C C C H C C H C C C - - C C C C C H H H 
UCU1                        
AG (63,2) C -  C C - - C C C C C C           
g3883 (64,2) C H C C C H H C C C H L L           
Hechos de recombinación 1 1 1 1 2 4 3 1 1 1 1 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Cada columna recoge el genotipo de uno de los individuos F2 informativos, que habían sido 
previamente numerados según se indica. L y C indican, respectivamente, homocigosis para el alelo 
de Ler o el de Col-0. La letra H indica heterocigosis. El signo - se emplea para las amplificaciones 
fallidas. Los marcadores aparecen en la tabla en el orden en que se encuentran en el cromosoma, y 
el gen UCU1 en la posición que se deduce del análisis de sus distancias a aquéllos. Los números 
entre paréntesis junto al nombre de un marcador indican su posición aproximada en el cromosoma, 
en cM. Se destacan en cursiva los genotipos que el programa MAPMAKER/EXP 3.0b (véase el 
apartado III.13.4 de Materiales y Métodos, en la página 97) consideró improbables. 
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Tabla 23.- Presuntos genes identificados en la región candidata a contener a UCU1 
Posición en 

F28A21 (pb) 
Gen Función atribuida  

al producto génico 
Presuntos homólogos de 

la proteína deducida 
Presuntos

EST* 
13.711-13.217 At4g18620 Presunta proteína   
17.454-16.036 At4g18630 Presunta proteína   
22.435-19.342 At4g18640 Presunta proteína (incompleta) Receptor  con actividad quinasa rico 

en leucina similar a CRINKLY4  de 
Zea mays (U67422) 

2 

22.901-24.271 At4g18650 Presunta proteína Factor de transcripción OBF3.1 de 
Zea mays (S33223) 

 

32.900-31.821 At4g18660 Presunta proteína Proteína tumoral de Nicotiana glauca 
x Nicotiana langsdorffii (D26453) 

 

34.775-37.349 At4g18670 Proteína similar a las 
 extensinas 

Proteína similar a extensinas de Zea 
mays (S49915) 

 

40.598-39.891 At4g18680 Presunta proteína Proteína tumoral de Nicotiana glauca 
x Nicotiana langsdorffii (D26453) 

 

43.525-41.646 At4g18690 Presunta proteína Proteína tumoral de Nicotiana glauca 
x Nicotiana langsdorffii (D26453) 

 

47.968-49.437 At4g18700 Presunta proteína quinasa 
(AtCIPK12) 

Proteína quinasa wpk4 de Triticum 
aestivum (AB011670) 

3 

57.771-55.332 At4g18710 Proteína quinasa SHAGGY-like 
etha (EC 2.7.1.-) 

 1 

60.086-58.803 At4g18720 Presunta proteína Producto del gen KIAA0244 de Homo 
sapiens (D87685) 

 

60.859-60.931  ARNt para Glu   
62.064-61.096 At4g18730 Proteína ribosómica L11  4 
62.401-63.337 At4g18740 Proteína hipotética   
66.323-63.708 At4g18750 Presunta proteína   
67.021-68.316 At4g18760 Proteína de unión a 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) 
Proteína Hcr2-0B de Lycopersicon 

esculentum (AF053995) 
 

71.415-69.926 At4g18770 Factor de transcripción de la 
familia MYB 

 1 

Se relacionan los presuntos genes de la región candidata a contener a UCU1, en el clon BAC 
F28A21, delimitada por los marcadores AtF28A21.2 y AtF28A21.3. *Se indica el número de EST 
que contienen la secuencia de cada gen. La existencia de al menos un EST se considera evidencia 
de la transcripción de un presunto gen. 

 

marcadores SC5 y g3883. Para identificar más individuos F2 informativos que permitiesen 

completar la cartografía de UCU1, se prepararon mezclas de ADN, cada una de ellas a 

partir de cinco individuos de fenotipo silvestre de la población cartográfica F2, que se 

utilizaron para su genotipado con respecto a AtF28J12.3 y AtF28A21.3, simultáneamente. 
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Se analizaron así otras 243 plantas, lo que permitió identificar 4 heterocigotos 

adicionales, que fueron denominados P39, P170, P202 y P204.  

De un total de 1.470 cromosomas genotipados para AtF28FJ12.3, sólo 9 

 
 

Figura 33.- Cartografía de alta resolución del gen UCU1. Se representan, de arriba abajo, las 
etapas del proceso. (A) Mapa genético de la región del cromosoma 4 en la que radica el gen UCU1. 
Se indican las distancias entre los marcadores y también la posición aproximada de UCU1. (B) 
Mapa físico de la región candidata a contener a UCU1. (C) Cóntigo de clones BAC candidatos a 
contener a UCU1. En la parte inferior de la figura, el sentido de las flechas azules indica el de la 
transcripción de cada presunto gen, según la información depositada en la base de datos 
http://mips.gsf.de/proj/thal/db/index.html. Se representa también el número de recombinantes 
informativos encontrados. 
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resultaron ser recombinantes, lo que redujo a 0,61±0,20 cM la distancia de UCU1 a este 

marcador. De los 932 cromosomas estudiados para g3883, únicamente 4 resultaron 

recombinantes para AG, lo que indicó que este último dista 0,43±0,21 cM de UCU1. 

Considerados en conjunto, estos resultados conducen a la conclusión de que UCU1 está 

flanqueado por los marcadores AtF28J12.3 y AG (Figura 33B), en una región de 1,1 cM 

(180 kb) que está representada por los clones BAC parcialmente solapantes F28J12 

(AL021710), F28A21 (AL035526), y F13C5 (AL021711). 

Para reducir aún más el tamaño de la región candidata se analizaron tres de los 

nuevos marcadores que habíamos identificado en el clon F28A21 (véase la Tabla 20, en 

la página 130), únicamente en las plantas de la población cartográfica que eran 

heterocigóticas tanto para AtF28J12.3 como AG. Los resultados obtenidos  indican que el 

gen UCU1 se encuentra en una región de 60 kb del clon F28A21, ya que no hemos 

detectado ningún hecho de recombinación entre los marcadores AtF28A21.2 y 

AtF28A21.3 (Figura 33C). Según los resultados del proyecto de secuenciación del 

genoma de Arabidopsis thaliana (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), las unidades 

de transcripción contenidas en la región candidata a contener al gen UCU1 son las que 

se reflejan en la Tabla 23. 

 

IV.3.2.2.- Estudio de la región candidata 
Según la información suministrada por el proyecto de secuenciación del genoma 

de Arabidopsis thaliana, en la región de 60 kb flanqueada por AtF28A21.2 y AtF28A21.3 

existen 17 presuntos genes, cuyos productos son 16 presuntas proteínas y un ARN de 

transferencia (Tabla 23; http://mips.gsf.de/proj/thal/db/index.html). Para la obtención de 

nuevos marcadores en esta región hemos optado por la búsqueda de polimorfismos de 

un solo nucleótido (SNP; véase el apartado I.3.4.3.2.3 de la Introducción, en la página 

15). Se eligieron 4 genes de la región candidata cuyos productos se consideraron de 

interés, que fueron amplificados a partir de ADN genómico de las estirpes silvestres Ler y 

Col-0, así como de plantas homocigóticas para cada uno de los tres alelos mutantes del 

gen UCU1. El producto de uno de tales genes candidatos, At4g18640, es un receptor con 

secuencias ricas en leucina y actividad quinasa, similar a la proteína CRINKLY4 de Zea 

mays. Este último forma parte de una ruta de transducción de señales implicada en la 

diferenciación celular en la epidermis foliar (Becraft et al., 1996). Por su parte, At4g18670 

cifra una proteína de la familia de las extensinas, enzimas que han sido relacionadas con 

la expansión celular en las plantas (revisado en Cosgrove, 2000a; 2000b). El producto del 
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gen At4g18700 presenta una gran homología con la quinasa WPK4 de Triticum aestivum, 

presuntamente relacionada con la modulación del metabolismo por las citoquininas en 

función de la disponibilidad de nutrientes (Sano y Youssefian, 1994). Por último, también 

se eligió a At4g18740, que cifra una proteína hipotética, dado que equidista del gen 

At4g18700 y el marcador AtF28A21.3. 

La secuenciación de las unidades de transcripción de los cuatro genes 

mencionados en las tres estirpes mutantes ucu1 no nos ha permitido identificar mutación 

alguna que les distinga de su ancestro silvestre Ler. Por el contrario, se encontraron 

numerosos SNP entre Ler y Col-0, los que se indican en la Tabla 24. Un ejemplo de ello 

se recoge en la Figura 34, que muestra un electroforegrama que corresponde a un 

segmento de la secuencia del gen At4g18670, obtenida a partir del ADN de un individuo 

de la F1 de un cruzamiento Ler × Col-0. En este electroforegrama se distinguen con una N 

los polimorfismos encontrados, ya que en el heterocigoto la superposición de la 

secuencia de los alelos de ambos parentales produce dos picos yuxtapuestos, que no 

pueden ser discriminados por el secuenciador. 

 
 

 

Figura 34.- Electroforegrama obtenido tras la secuenciación parcial del gen At4g18670. Se 
empleó, como molde de la reacción de secuenciación cíclica, ADN genómico de un individuo de la 
F1 de un cruzamiento Ler × Col-0, cuyo producto fue sometido a electroforesis en un analizador 
genético ABI PRISM 377. En las posiciones destacadas con flechas aparecen dos picos 
superpuestos, cada uno de los cuales corresponde a una de las variantes polimórficas identificadas. 

 

IV.3.2.2.1.- Análisis del ligamiento de UCU1 a nuevos marcadores SNP 
Hemos utilizado las parejas de oligonucleótidos indicadas en la Tabla 24 para 

amplificar los 4 genes candidatos del clon F28A21, empleando como molde ADN 

genómico, y a continuación secuenciar los productos de la amplificación, de los individuos 



Resultados    137 

heterocigóticos para los marcadores AtF28A21.2 y AtF28A21.3 identificados en la 

cartografía fina del gen UCU1. En la Tabla 25 se indica el genotipo de estos individuos y 

 

Tabla 25.- Genotipado de los recombinantes informativos con respecto 

a algunos marcadores de la región genómica de F28A21 
Individuo Marcador 

90 94 129 163 218 247 489 670 680 P39 P170 P202 P204
AtF28J12.3 C C C H H H H H H H H H C 
AtF28A21.2 C C  C - H - C C H H -  
At4g18640      -    - - H  
At4g18670          C C H  
At4g18700          - C H  
AtF28A21.1 C C C C - C C C C C C C C 
At4g18740 H         - - C H 
AtF28A21.3 H C C C - C C C C C C C H 
AG H H H          H 
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 22, en la página 131. Se ha sombreado la parte 
relevante de los genotipos de aquellos individuos F2 que permitieron delimitar la región en la que 
radica UCU1, destacándose en negrita los marcadores que la flanquean. 
 

de todos los de la población cartográfica estudiada que habían resultado heterocigotos 

para los marcadores analizados previamente. El estudio del genotipo de algunos de los 

individuos representados en la Tabla 25 (90, P202 y P204) nos permitió establecer que 

dos de ellos (90 y P204) eran heterocigotos para el marcador At4g18740, pero no para 

At4g18700. Por su parte, el individuo P202 era heterocigoto para At4g18700, pero no 

para At4g18740. De ello se deduce que la región candidata a contener a UCU1 está 

flanqueada por los marcadores At4g18700 y At4g18740, cuya longitud es de 15 kb. 
 

IV.3.2.2.2.- Secuenciación de la región candidata 
La región candidata mencionada en el párrafo anterior incluye cuatro presuntos 

genes, tres de los cuales cifran proteínas y el cuarto un ARN transferente (véase la 

Tabla 24, en la página 135). Se diseñaron varias parejas de oligonucleótidos para la 

amplificación por PCR de varios segmentos parcialmente solapantes de la región 

candidata, cada uno de ellos de unas 1.200 pb (Tabla 26 y Figura 35). 

Se mezcló ADN de tres plantas, cada una de ellas homocigótica para uno de los 

tres alelos mutantes del gen UCU1, a fin de emplearlo como molde en amplificaciones 

mediante PCR en las que se usaron como cebadores los de la Tabla 26. Se secuenciaron 
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Tabla 26.- Oligonucleótidos utilizados para la amplificación y ulterior secuenciación 

de segmentos solapantes de la región de 15 kb que contiene a UCU1 
Secuencias nucleotídicas de los cebadores empleados (5´→3´)a Segmento 

amplificado 
Tamaño 

(pb) 
 Posición en 
F28A21 (pb) Cebador F Cebador R 

At4g18700 1.255 48.645-49.899 GATTCGTCTCCAAAAGCTTCGA  CATTGCAACCCATTTTGTTAGTC 
SeqF28A21.1 1.307 49.825-51.131 TATAAATTTAATGCAGGATTTTGTG  ACATCATTATCGTTCTAAATTGAC 
SeqF28A21.2 1.306 50.993-52.298 CTATTGCAACGGTTGGTGAAG  GCTGTTTTGGAACGTACAGTC 
SeqF28A21.3 1.313 52.202-53.514 TTTGGTTATGGTGGGCTAAAAG  AATTATTCATAACAGTCATTGACG
SeqF28A21.4 1.332 53.396-54.727 CTCTTCCGTTTCGTACAAACC  TGTTCACAAGTTCGACTTCAAG 
SeqF28A21.5 746 54.618-55.363 GCAAGTAATTTCTTATATGAAATTG  AACACAAGCAGCTTTACCTTAT 
AtSH1F+1R 1.686 55.216-56.901 TCTCTATCGCCACAATGATCATT  CGTGAGCAGATGTAAGAAATGTT 
AtSH3F+2R 1.130 56.740-57.869 ATCTGTGACTTTGGCAGTGCG  TGAATTGTGTCCTCCACGTTTG 
AtSH3F+5R 729 56.740-57.468 ATCTGTGACTTTGGCAGTGCG  AGTATTGAAGCAGCCTTGATGC 
SeqF28A21.6 1.279 57.751-59.029 TTGAATCAATCTGGAACTTAAAAG  CTTCCTTCCGATCGAATTTTAG 
SeqF28A21.7 1.300 58.930-60.229 CCAAGTCACTTGTTTGTGACG  CAGATTCTTTATGTTCCAGATTG 
SeqF28A21.8 1.305 60.136-61.440 GCATCACCTGAACTAGTCAAC  ACAATAACCAAAACTCTCGATTC 
SeqF28A21.9 1.313 61.354-62.666 TTAGCAACATTGAAATGGATTGG  CAAAGAGACAAGTAGAGCTTC 
At4g18740 1.117 62.304-63.420 AAAATGTTTCAGCTTTACAAGAATG  TGTTGTGAGGTGAAGAAAGAGG 
aLas letras F y R (de “forward” y “reverse”) se utilizan para denotar a cada uno de los dos 
cebadores que forman una pareja. 

 

todos los productos de PCR así obtenidos y se analizaron los correspondientes 

electroforegramas en busca de indeterminaciones que pudieran corresponder a la 

presencia de dos o más nucleótidos distintos en una posición dada. La comparación de 

tales indeterminaciones con la secuencia de la estirpe Ler nos permitió identificar tres 

cambios puntuales en el gen At4g18710, cuyo producto es una quinasa homóloga a las 

proteínas SHAGGY (SGG) de Drosophila melanogaster (Siegfried et al., 1990) y 

GLYCOGEN SYNTHASE KINASE3 (GSK3) de Homo sapiens (Woodgett, 1990). 

 

IV.3.2.3.- Identificación y caracterización del gen UCU1 
IV.3.2.3.1.- Estructura del gen UCU1 

Empleando como molde ADN de Ler hemos amplificado mediante PCR los 

segmentos solapantes SeqF28A21.5, AtSH1F+1R y AtSH3F+2R (véanse la Tabla 26 y la 

Figura 35, en las páginas 138 y 139, respectivamente), que corresponden al intervalo 

comprendido entre las posiciones 54.618 y 57.869 pb del clon F28A21. La unidad de 

transcripción del gen At4g18710 (55.332 a 57.771 pb del clon F28A21) está dentro de 

este intervalo. Hemos obtenido un total de 2.654 pb de la secuencia nucleotídica de este 
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gen, que incluyen la totalidad de sus exones e intrones, así como parte de sus regiones 5′ 

y 3′ no codificantes (véase la Figura 36, en la página 140). 

 
 

 
Figura 35.- Identificación del gen UCU1. (A) Región de 60 kb del clon BAC F28A21 en la que 
presuntamente radica el gen UCU1, con indicación de los marcadores SNP (en vertical) que se 
utilizaron para identificar hechos de recombinación adicionales a los previamente encontrados en el 
análisis del ligamiento a microsatélites. (B) Región de 15 kb que contiene el gen UCU1, que fue 
secuenciada totalmente a partir de la amplificación de los segmentos parcialmente solapantes 
representados en la parte inferior de la figura. Se destacan en azul los presuntos genes de esta 
región, denotándose con puntas de flecha el sentido de su transcripción. En la parte inferior de la 
figura se representan los productos de amplificación que se obtuvieron con el propósito de 
secuenciar esta región. El asterisco indica el producto de amplificación en el que se encontraron las 
mutaciones ucu1. 

 

El gen At4g18710 está constituido por 10 exones, cuyos tamaños varían desde las 

51 pb del séptimo a las 333 del tercero, y 9 intrones, con tamaños comprendidos entre 80 

y 589 pb (Figura 36), cuyas secuencias donantes y aceptoras se atienen a las de 

consenso para Arabidopsis thaliana (Brown et al., 1996; http://www.arabidopsis.org/ 
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200 pb 

5′ 3′

ATG TAA

I-VIa VIb VII VIII-IX X XI-XII 

 

 

 
   1  5’ TCTCTA TCGCCACAAT GATCATTACC AACCAAACTG ATTGAAACTC ATTTGTTCTC TCTCTCTCAA ATCCACTCTC 
 
  77 TCTCTTTCTT TTCTCTTCTC CTCTCTGTGT CTCTATCGCC ATG GCT GAT GAT AAG GTAAA GCTGCTTGTG 
                                                  M   A   D   D   K                          
 
 147 TTCCTTTTGC TGTCTTTTGA AGAAGAAGAT CCTGTTTTTT GGTTTTTCCA CATTTGACCC TTCAATTAGT TGTCTTGAGA 
 
 227 TTCCTGTTCT TACAGATGTT TTGTGATAAT AAATCTAGTT TAGTTAGTAC TCTTGAAGTT GAACGGTTTT GAGTTCTGGG 
 
 307 TTTGTCCAAA GTTTTGAGCT TTCGTTAACT TTTTGACTTA CCCTGAGATC TCTGAGGGTT TTGAGTTCTG AGCTTAGAAT 
 
 387 TTTCTAAGTT AGCTCTGTTG GGATGATCCA TGTCTATATA TCTCGATCTG TGATTAATCC AGAGTTTATA CAAGCTGCTA 
 
 467 GATCCATAAT TGAACATAGA TTAGTCCTTG TTTGGTTTGT TATATGTATT TGTTTTGTTT ACCATTCTTT TGGCGTGACA 
 
 547 AAAGTATATA TTTTTAGTTT TAACTAAATC AGATTCACTC TGCGTAACGG TTATTTTGTA ACCACTCTTT TAGGATAAAA 
 
 627 GTTTCCTTCT TTAGACTTTT GATTCTCAGA CAAGCATTAT TCTTTTAGCT TTTGATAATG GTTTTGTGCT GATATTAAAG 
 
 707 CTTTTCTCTT TCAG GAG ATG CCT GCT GCT GTA GTT GAT GGA CAT GAT CAA GTC ACT GGT CAT ATT ATT 
                      E   M   P   A   A   V   V   D   G   H   D   Q   V   T   G   H   I   I  
 
 775 TCC ACC ACA ATC GGT GGC AAA AAT GGT GAA CCA AAA CAG GTA TTTTTAAGGC TTTTAACCAA           
      S   T   T   I   G   G   K   N   G   E   P   K   Q                                      
 
 837 ATAGACTCAC TTTTATGTAT ATGCAAGATT TTGATGGTTA CCAATACATT TTTCTATGTT GTTGTTAG  ACA ATT AGT 
                                                                                  T   I   S  
 
 914 TAC ATG GCG GAG CGA GTT GTT GGT ACA GGC TCG TTC GGG ATC GTT TTC CAA GCA AAA TGT TTG GAG 
      Y   M   A   E   R   V   V   G   T   G   S   F   G   I   V   F   Q   A   K   C   L   E  
 
 980 ACT GGA GAA ACC GTG GCG ATA AAG AAG GTT TTG CAA GAT AGA AGA TAC AAG AAC CGA GAA CTT CAG 
      T   G   E   T   V   A   I   K   K   V   L   Q   D   R   R   Y   K   N   R   E   L   Q  
 
1046 TTG ATG CGT GTG ATG GAT CAT CCG AAT GTG GTT TGT TTG AAG CAT TGC TTC TTT TCG ACT ACA AGT 
      L   M   R   V   M   D   H   P   N   V   V   C   L   K   H   C   F   F   S   T   T   S  
 
1112 AAA GAC GAG CTT TTC TTG AAC TTG GTT ATG GAG TAT GTC CCT GAG AGC TTG TAT CGA GTT CTG AAA 
      K   D   E   L   F   L   N   L   V   M   E   Y   V   P   E   S   L   Y   R   V   L   K  
 
1178 CAT TAT AGT AGT GCA AAC CAA AGA ATG CCT CTT GTC TAT GTT AAA CTT TAC ATG TAT CAG         
      H   Y   S   S   A   N   Q   R   M   P   L   V   Y   V   K   L   Y   M   Y   Q          
 
1238  GTAATAACA ACACACATTC ATATCTTCCA TTTCCAAAGT TGATGTACAT AAGATTGTTC TTAGGCTGAT ATTACTTCCT 
 
1317 TTTGTTATGT TAG  ATC TTC CGG GGA CTT GCT TAC ATT CAC AAT GTT GCT GGA GTT TGT CAC AGA GAT 
                      I   F   R   G   L   A   Y   I   H   N   V   A   G   V   C   H   R   D  
 
1384 CTA AAG CCT CAA AAT CTT CTG GT ATGTGTAACA TTTTAAGATT GAACTCTTTG TTTTTTTTCT TGCCTTTGTT   
      L   K   P   Q   N   L   L                                                              
 
1457 TCTTTCGTTC TTAATGTATC TCTTCTGGTC TCTTTCTATA G GTT GAT CCT CTT ACT CAT CAA GTC AAA ATC   
                                                    V   D   P   L   T   H   Q   V   K   I    
 
1528 TGT GAC TTT GGC AGT GCG AAA CAG CTC GT AAGACTTTGT GACATATAAA CTCATTCGAC TTGTAGCGGT      
      C   D   F   G   S   A   K   Q   L                                                      
 
1597 TGTTGTTTTC TGTGATCTTG TCATTTACTG TTGAAATTTA CTTTTGCTTC AG GTT AAA GGT GAA GCC AAC ATT   
                                                                V   K   G   E   A   N   I    
 
1670 TCT TAC ATC TGC TCA CGA TTC TAC CGT GCA CCC GAG CTC ATA TTT GGT GCC ACT GAG TAC ACA ACT 
      S   Y   I   C   S   R   F   Y   R   A   P   E   L   I   F   G   A   T   E   Y   T   T  
 
1736 TCT ATT GAT ATC TGG TCT GCT GGT TGT GTT CTT GCT GAG CTT CTT CTT GGT CAG GTAAACA 
      S   I   D   I   W   S   A   G   C   V   L   A   E   L   L   L   G   Q                  
 
1797 ATTCTTTCAG TAACCAGCTT ATTCAATCTC CATGTGTATA TTTGCATTAG GACTCATTGT GACTATATCA TGTTCTTATG 
 
1877 CAG CCA TTA TTT CCC GGA GAA AAT GCT GTG GAT CAG CTC GTT GAA ATT ATA AAA GTAAGA          
          P   L   F   P   G   E   N   A   V   D   Q   L   V   E   I   I   K                  
 
1937 ATCTTTAAAC GATGATTCCT TGCAAATTAC ATTCTTTGGC TACAAAATCC TCACTGTATA GTTGTTGTAC ACAG GTT   
                                                                                        V    
 

B 

A 
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2014 CTT GGT ACA CCA ACT CGA GAA GAA ATC CGT TGT ATG AAT CCA CAT TAC ACA GAT TTC AGG TTT CCA 
      L   G   T   P   T   R   E   E   I   R   C   M   N   P   N   Y   T   D   F   R   F   P  
 
2080 CAG ATA AAG GCA CAT CCC TGG CAC AAG GTTAGTGTCT TTTCTCTTTT TGCATGTGTT CTTGTTTCAG         
      Q   I   K   A   H   P   W   H   K                                                      
 
2147 TTTCTTTCTT CACACATCAA CTGATCATAA TTACGTTTTG GTTTAG ATC TTC CAC AAA AGG ATG CCC CCA GAA  
                                                         I   F   H   K   R   M   P   P   E   
 
2220 GCG ATT GAT TTT GCA TCA AGG CTG CTT CAA TAC TCT CCA AGT CTA AGA TGC ACA GCG GTAAGCATTG  
      A   I   D   F   A   S   R   L   L   Q   Y   S   P   S   L   R   C   T   A              
 
2287 GTCTTGAGGT TTCTTCAGTC TCTAAGAATC CAACTGAATC CTTACTATAT ATTTTGTTTC CTCGTATTTC AG CTC GAA 
                                                                                      L   E  
 
2365 GCT TGT GCA CAT CCG TTC TTT GAT GAA CTC AGA GAA CCA AAC GCT CGT TTA CCA AAT GGA CGG CCT 
      A   C   A   H   P   F   F   D   E   L   R   E   P   N   A   R   L   P   N   G   R   P  
 
2431 TTC CCG CCT CTC TTC AAC TTC AAA CAA GAA GTA GCT GGA TCA TCA CCT GAA CTG GTC AAC AAG TTG 
      F   P   P   L   F   N   F   K   Q   E   V   A   G   S   S   P   E   L   V   N   K   L  
 
2497 ATT CCA GAC CAT ATC AAG AGA CAA TTG GGT CTA AGC TTC TTG AAT CAA TCT GGA ACT TAA         
      I   P   D   H   I   K   R   Q   L   G   L   S   F   L   N   Q   S   G   T   *          
 
2557 AAGGGATCCT GCAAAAGACA ACTACTTTTT TATATATAAT GTACCATTAC ACGAGCCACA AGGTCGTAGT TGAAGGCAAA 
 
2637 CGTGGAGGAC ACAATTCA 3’ 
 

Figura 36.- Estructura y secuencia del gen UCU1. (A) Estructura de la unidad de transcripción del 
gen UCU1. Los rectángulos representan a los exones, y las líneas que los separan, a los intrones. 
Los rectángulos coloreados en negro corresponden a los exones que cifran el dominio catalítico de 
la quinasa UCU1, cuyos subdominios se indican con  números romanos. (B) Secuencias 
nucleotídicas y peptídicas del gen UCU1 de Arabidopsis thaliana. Los nucleótidos se numeran a la 
izquierda y los exones se indican en cursiva. 

 

splice_site.html). El ADNc del gen At4g18710 tiene una longitud de 1.738 pb (X94939; 

Dornelas et al., 1997), lo que incluye una región 5′ no traducida de 200 pb, una pauta de 

lectura abierta de 1.143 pb y una cola 3′ no traducida de 395 pb. La pauta de lectura 

abierta de este gen corresponde a una proteína de 380 aminoácidos y 43,1 kDa. El gen 

UCU1 cifra la quinasa SHAGGY-like etha (EC 2.7.1.-) de Arabidopsis thaliana, también 

denominada AtSK21 (Dornelas et al., 1999; Charrier et al., 2002). 

 

IV.3.2.3.2.- Filogenia molecular 
Mediante el análisis bioinformático de la secuencia de aminoácidos de la proteína 

SHAGGY-like etha (AAM63594; véase el apartado III.9.3.2 de Materiales y Métodos, en la 

página 86), hemos identificado el dominio catalítico característico de las quinasas 

eucarióticas (Hanks, 1991), que incluye 284 aminoácidos de esta proteína, agrupados en 

12 dominios estructurales definidos por homología (que suelen numerarse como I-XII), 

entre sus residuos 40 y 324, lo que incluye tanto el dominio de unión a ATP (desde el 

aminoácido 46 al 70, que define el subdominio I) como el sitio activo en el que reside la 

actividad quinasa de serina y treonina (desde el aminoácido 161 al 173; subdominio VII). 

También hemos identificado dos sitios potenciales de modificación postraduccional por 
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miristilación, en las posiciones 28 a 33 y 228 a 233. UCU1 (AtSK21) presenta semejanza 

con los miembros de la subfamilia 4.5.4 de quinasas de proteínas (http://plantsp. 

sdsc.edu), que agrupa a las homólogas de SHAGGY de Drosophila melanogaster 

(Siegfried et al., 1990) y GSK3 de los vertebrados (Woodgett, 1990). 

La proteína UCU1 presenta un 81% de semejanza y un 64% de identidad con la 

GSK3-β de Xenopus laevis (U31862), así como un 80% de semejanza y un 64% de 

identidad con las GSK3-β de Danio rerio (CAA11420), Homo sapiens (P49841), Rattus 

norvegicus (P18266) y Mus musculus (NP_062801). Es de destacar también el 76% de 

semejanza y el 59% de identidad que presenta con la proteína SHAGGY de Drosophila 

melanogaster (S11675). Por otro lado, en el genoma de Arabidopsis thaliana se han 

descrito nueve parálogos de UCU1 que cifran proteínas de la subfamilia SHAGGY/GSK3 

de quinasas (Jonak et al., 1995; Dornelas et al., 1997; 1998; 1999; 2000; Tichtinsky et al., 

1998; Charrier et al., 2002; Jonak y Hirt, 2002). Otros ortólogos de UCU1 son OSKetha 

(Y13437) del arroz, PSK4 (X83619) de Petunia × hibrida, NtK1 (X77763) del tabaco y  

 
 

 
Figura 37.- Una hipótesis acerca de la relación filogenética entre algunos miembros 
representativos de la subfamilia SHAGGY/GSK3 de las quinasas. La longitud de las ramas 
horizontales del árbol es proporcional a la distancia entre los miembros de la subfamilia. Los 
números en los nudos del árbol indican los valores de bootstrap obtenidos a partir de 1000 
iteraciones. Se indica el número de acceso de cada proteína en la base de datos. La barra de escala 
indica una distancia evolutiva de 0,1 sustituciones de aminoácidos por cada posición. 
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MsK-3 (X68409) de la alfalfa (Medicago sativa), cuyas proteínas presentan un 95%, 90%, 

90% y 88% de semejanza con UCU1, respectivamente, así como un 89%, 60%, 79% y 

78% de identidad, también respectivamente. 

Hemos obtenido un alineamiento múltiple del extremo carboxilo del dominio 

catalítico (Hanks, 1991) de 23 quinasas relacionadas con SHAGGY, GSK3 y UCU1, cuya 

secuencia está depositada en las bases de datos del GenBank (Benson et al., 2002). 

Mediante el programa CLUSTALX 1.5b (Thompson et al., 1997) se calculó la matriz de 

las distancias entre varios miembros representativos de la subfamilia SHAGGY/GSK3 y 

se construyó el árbol filogenético que se recoge en la Figura 37, cuya representación 

gráfica se realizó utilizando el programa TreeView 1.40 (Page, 1996, véase el apartado 

III.9.3.2 de Materiales y Métodos, en la página 86). Se observa en la Figura 37 que todas 

las quinasas de esta subfamilia pertenecientes a especies vegetales se agrupan en una 

misma rama del árbol, mientras que las de los metazoos lo hacen en otra. 

La Figura 38 muestra los resultados del alineamiento de los subdominios X y XI 

 
 

 
Figura 38.- Alineamiento múltiple de la región carboxi-terminal de varios miembros 
representativos de la subfamilia SHAGGY/GSK3 de las quinasas. Cada aminoácido idéntico al de 
la misma posición en la proteína UCU1 de Arabidopsis thaliana se destaca en blanco sobre fondo 
negro, sombreándose en gris los que son similares. Las dos primeras letras de las denominaciones 
de cada secuencia indican la especie a la que corresponde, seguidas de su número de acceso (Sc: 
Saccharomyces cerevisiae; Sp: Schizosaccharomyces pombe; Dd: Dictyostelium discoideum; Ce: 
Caenorhabditis elegans; Dm: Drosophila melanogaster; Dr: Danio rerio; Xl: Xenopus laevis; Mm: 
Mus musculus; At: Arabidopsis thaliana; Os: Oryza sativa; Nt: Nicotiana tabacum; Ms: Medicago 
sativa; Ph: Petunia hybrida; y Hs: Homo sapiens). Las puntas de flecha indican los aminoácidos 
modificados por las mutaciones ucu1. 

Atβ GETSVDQLVEIIKILGTPAREEIKNMNPRYNDFKFPQIKAQPWHKIFRRQ-VSPEAMDLASRLLQYSPNLRCTALEACAHPFF
Atκ GESGVDQLVEIIKVLGTPTREEIKCMNPNYTEFKFPQIKPHPWHKVFQKR-LPPEAVDLLCRFFQYSPNLRCTALEACIHPLF
Atθ GESGIDQLVEIIKILGTPTREEIRCMNPNYTEFKFPQIKAHPWHKIFHKR-MPPEAVDLVSRLLQYSPNLRCTALEACAHPFF
Atα GESGVDQLVEIIKVLGTPTREEIKCMNPNYTEFKFPQIKAHPWHKIFHKR-MPPEAVDLVSRLLQYSPNLRSAALDTLVHPFF
Atγ GESGVDQLVEIIKVLGTPTREEIKCMNPNYTEFKFPQIKAHPWHKIFHKR-MPPEAVDLVSRLLQYSPNLRCAALDSLVHPFF
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CeAAD45354    GDSGVDQLVEIIKVLGTPTREQIQSMNPNYKEFKFPQIKAHPWNKVFRVH-TPAEAIDLISKIIEYTPTSRPTPQAACQHAFF
DmCAA37419    GDSGVDQLVEVIKVLGTPTREQIREMNPNYTEFKFPQIKSHPWQKVFRIR-TPTEAINLVSLLLEYTPSARITPLKACAHPFF
PlCAA10901    GDSGVDQLVEIIKVLGTPSRDQIKEMNPNYTEFKFPQIKPHPWNKVFRAR-TQPEAIQLCSRLLEYTPKSRIKPLDACAHQFF
DrCAA11420    GDSGVDQLVEIIKVLGTPTREQIREMNPNYTEFKFPQIKAHPWTKVFRPR-TPPEAIALCSRLLEYTPTARLTPLEACAHSFF
XlI51425      GDSGVDQLVEIIKVLGTPTREQIREMNPNYTEFKFPQIKAHPWTKVFRAR-TPPEAIALCSRLLEYTPTSRLTPLDACAHSFF
HsP49480      GDSGVDQLVEIIKVLGTPTREQIREMNPNYTEFKFPQIKAHPWTKVFKSR-TPPEAIALCSSLLEYTPSSRLSPLEACAHSFF
HsNP_002084   GDSGVDQLVEIIKVLGTPTREQIREMNPNYTEFKFPQIKAHPWTKVFRPR-TPPEAIALCSRLLEYTPTARLTPLEACAHSFF
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HsNP_002084   GDSGVDQLVEIIKVLGTPTREQIREMNPNYTEFKFPQIKAHPWTKVFRPR-TPPEAIALCSRLLEYTPTARLTPLEACAHSFF
consenso      *....*****.**.****....*. ***.*....**.*...*....*... ..............*.*..* ..........*

subdominio X subdominio XI

(AtSK31)
(AtSK41)
(AtSK32)
(AtSK11)

(AtSK22)
(AtSK23)
(AtSK42)

(AtSK12)



144    Resultados 

de algunas de las proteínas SHAGGY/GSK3 que se estudiaron. Se evidencia la 

existencia de varios residuos altamente conservados, que muy probablemente están 

implicados en la regulación de la actividad de estas quinasas mediante su interacción con 

otras proteínas (Ferkey y Kimelman, 2002; Fraser et al., 2002). Los aminoácidos que se 

muestran en el alineamiento incluyen los alterados por las mutaciones ucu1 (véase el 

apartado IV.3.2.3.3, en la página 144). 

 

IV.3.2.3.3.- Identificación de mutaciones 
Para confirmar las mutaciones encontradas en el gen At4g18710 en las estirpes 

ucu1, hemos amplificado, empleando los cebadores AtSH3F y AtSH2R (véase la 

Tabla 26, en la página 138), y posteriormente secuenciado la región en la que se 

encontraron las indeterminaciones mencionadas en el apartado IV.3.2.2.2, en la página 

137. Se utilizó para ello ADN genómico de plantas ucu1-1/ucu1-1, ucu1-2/ucu1-2 y 

ucu1-3/ucu1-3, comparando la secuencia nucleotídica obtenida en cada caso con la de 

su ancestro silvestre. Las mutaciones encontradas se detallan en la Figura 39. 

Los alelos ucu1-1 y ucu1-2 presentan la misma mutación, una transición G→A en 

el nucleótido 1.855 de la unidad de transcripción, en su octavo exón, que determina la 

sustitución de un residuo de ácido glutámico (E) por otro de lisina (K), lo que podría 

modificar la estructura secundaria de la proteína. La reconstrucción tridimensional de la 

proteína UCU1, que hemos realizado con el programa RasMol 2.6 (Sayle y Milner-White, 

1995) utilizando sus secuencias silvestre y mutante, confirma esta hipótesis. La mutación 

daña el subdominio X de la proteína, que se encuentra altamente conservado entre todos 

los miembros de la subfamilia SHAGGY/GSK3, sustituyendo la secuencia consenso 

TREEIR por TREKIR. 

El alelo mutante ucu1-3 presenta una transición C→T en la posición 1.919 del 

gen, en el octavo exón, a sólo 63 pb de la mutación presente en ucu1-1 y ucu1-2. Esta 

mutación introduce una serina (S) en lugar de una prolina (P) que está muy conservada 

entre todos los miembros de la subfamilia SHAGGY y GSK3 (Figura 38), lo que también 

podría modificar la estructura tridimensional de la proteína. 

 

IV.3.2.3.4.- Análisis de la expresión del gen UCU1 
La expresión del gen AtSK21 (SHAGGY-like etha; UCU1) ha sido analizada por 

autores anteriores mediante el método de Northern, concluyendo que se transcribe en  
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3′ 5′

  

  
      UCU1              GGT ACA CCA ACT CGA GAA GAA ATC CGT TGT ATG AAT CCA CAT... 
                          G   T   P   T   R   E   E   I   R   C   M   N   P   H ... 
 
      ucu1-1 y ucu1-2   GGT ACA CCA ACT CGA GAA AAA ATC CGT TGT ATG AAT CCA CAT... 
                         G   T   P   T   R   E   K   I   R   C   M   N   P   H ... 

 
       UCU1     CAG ATA AAG GCA CAT CCG TGG CAC AAG... 
                 Q   I   K   A   H   P   W   H   K ... 
 
       ucu1-3   CAG ATA AAG GCA CAT TCG TGG CAC AAG... 
                 Q   I   K   A   H   S   W   H   K ...  
Figura 39.- Naturaleza estructural de las mutaciones ucu1. (A-E) Electroforegramas 
correspondientes a las secuencias nucleotídicas de los alelos del gen UCU1. Los genotipos de los 
individuos cuya secuencia se representan son los siguientes: (A) Ler, (B) ucu1-1/ucu1-1, (C) 
ucu1-3/ucu1-3, (D) ucu1-1/UCU1, y (E) ucu1-1/ucu1-3. Se representa únicamente la secuencia de 
la región del gen que incluye las mutaciones. Se destacan con un recuadro verde los nucleótidos del 
alelo silvestre que corresponden a los modificados en los mutantes, y estos últimos con una flecha. 
Las indeterminaciones (N) en las secuencias nucleotídicas de los heterocigotos se deben a la 
incapacidad del secuenciador para resolver la ambigüedad causada por la presencia simultánea de 
dos picos en la misma posición. (F-G) Secuencias nucleotídicas y peptídicas de UCU1 en Ler y en 
los mutantes ucu1. Se representa únicamente la zona adyacente a las mutaciones presentes en los 
alelos (F) ucu1-1 y ucu1-2 y (G) ucu1-3. Se indica con una flecha el nucleótido modificado por las 
mutaciones. 
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todos los órganos de la planta adulta y que en las etapas más tempranas del desarrollo, 

su actividad parece restringida al suspensor embrionario (Dornelas et al., 1999). Con el 

fin de determinar si la transcripción de UCU1 (AtSK21) se ve modificada en los mutantes 

ucu1, hemos realizado experimentos de RT-PCR, según se describe en el apartado III.7.3 

de Materiales y Métodos, en la página 82. Para ello, hemos empleado como cebadores 

parejas de oligonucleótidos diseñados a partir de secuencias de dos exones distintos, 

que flanquean a un intrón, y como molde ARN total extraído de hojas y flores de la estirpe 

Ler y los mutantes ucu1. La utilización de los cebadores AtSH1F y AtSH1R (véanse la 

Tabla 26 y la Figura 35, en las página 138 y 139, respectivamente) rinde un producto de 

amplificación de 1.686 pb al utilizar ADN genómico como molde, y otro de 727 si se 

emplea ADNc. Por otra parte, la combinación de AtSH3F y AtSH5R (véanse la Tabla 26 y 

la Figura 35, en las página 138 y 139, respectivamente) rinde productos de 729 y 379 pb 

al utilizar ADN genómico y ADNc, respectivamente. No hemos encontrado diferencias en 

la expresión de este gen entre los mutantes y su ancestro Ler, tanto en las hojas como en 

las flores (Figura 40). 

 
 

Figura 40.- Expresión del gen UCU1 en los mutantes ucu1. Aparecen en la imagen los productos 
de transcripción del gen UCU1 obtenidos con los cebadores AtSH3F y AtSH5R y visualizados en 
un gel del 1% en agarosa, teñido con bromuro de etidio. Las calles de los extremos corresponden a 
un marcador de peso molecular. 
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IV.3.2.3.5.- Construcción y transferencia de transgenes 
La confirmación de la identidad de un gen candidato, identificado a partir del 

aislamiento de uno o varios de sus alelos mutantes, suele hacerse en Arabidopsis 

thaliana mediante rescate fenotípico. Esta última denominación, o la de complementación 

funcional, es la que recibe la restauración del fenotipo silvestre en un mutante al que se 

ha transferido un transgén que contiene el alelo silvestre del gen candidato. 

 
 

 
Figura 41.- Construcción de transgenes para el rescate fenotípico de los mutantes ucu1. Se 
representa la región del genoma de Arabidopsis thaliana que contiene al gen At4g18710. Los 
rectángulos negros representan a los exones, las flechas verdes a los cebadores utilizados para la 
construcción del transgén y las rojas a los que se utilizaron para comprobar su integridad en los 
transformantes. Las líneas verticales representan dianas de restricción. 

 

Hemos obtenido varios transgenes con el propósito de confirmar que UCU1 es 

At4g18710. Para ello, hemos amplificado mediante PCR un segmento de 6.367 pb que 

incluye a At4g18710, utilizando como molde ADN plasmídico del clon BAC F28A21 y 

como cebadores los oligonucleótidos XbaI-SH8F y SeqF28A21.6R (Figura 41). Su 

restricción con las enzimas EcoRI y XbaI (Figura 41; véase el apartado III.6.4 de 

Materiales y Métodos, en la página 80) produjo tres fragmentos, el mayor de los cuales, 

de 6.205 pb, incluye toda la región codificante de UCU1, así como 2.651 pb de su 

extremo 5′ y 1.108 pb del 3′. Hemos insertado este fragmento de 6,2 kb en el vector 

plasmídico pCLD04541 (véase el apartado III.11 de Materiales y Métodos, en la página 

89), mediante su restricción con EcoRI y XbaI y la ligación de ambos, según se indica en 

el apartado III.6.4 de Materiales y Métodos, en la página 80. Con la construcción así 

obtenida, que hemos denominado pUCU1-04541, se transformaron células de 

Escherichia coli (véase el apartado III.12.1 de Materiales y Métodos, en la página 91). 

Para comprobar la integridad de la construcción en los presuntos transformantes, se 

ATg18710

SeqF28A21.6RAtSH2RAtSH1R

AtSH3FAtSH1FXbaI-SH8F

XbaI EcoRI

52.681 59.438 pb

ATg18710

SeqF28A21.6RAtSH2RAtSH1R

AtSH3FAtSH1FXbaI-SH8F

XbaI EcoRIATg18710

SeqF28A21.6RAtSH2RAtSH1R

AtSH3FAtSH1FXbaI-SH8F

XbaI EcoRI

52.681 59.438 pb
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empleó una porción de cada colonia como molde en dos amplificaciones, llevadas a cabo 

con la pareja de cebadores AtSH1F y AtSH1R en un caso, y AtSH3F y AtSH2R en el otro 

(Figura 41). Se obtuvieron los productos de tamaño esperado a partir de cuatro de las 

colonias analizadas, lo que confirmó la presencia de la región codificante del gen UCU1. 

El ADN plasmídico de estos transformantes fue purificado (véase el apartado III.6.2 de 

Materiales y Métodos, en la página 78) y utilizado a su vez para transformar células 

competentes de la estirpe LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens (véase el apartado 

III.12.1 de Materiales y Métodos, en la página 91). En los presuntos transformantes así 

obtenidos también se comprobó la integridad del gen At4g18710 mediante PCR. 

Se realizó a continuación un cultivo en medio líquido de uno de los clones de 

Agrobacterium tumefaciens que contenía la construcción pUCU1-04541, que se utilizó 

para infectar por infiltración plantas de Arabidopsis thaliana, según se describe en el 

apartado III.12.2.1 de Materiales y Métodos, en la página 94. Se sometieron a infiltración 

150 plantas Ler, 400 ucu1-3/ucu1-3 y 150 ucu1-2/ucu1-2. Las plantas sometidas a 

infiltración (T1) completaron su ciclo de vida y la progenie resultante de su 

autofecundación (T2) fue sometida a selección en presencia de kanamicina (Figura 42; 

véase el apartado III.12.2.2 de Materiales y Métodos, en la página 95). La eficacia de la 

transformación fue del 0,01% en Ler (2 plantas KanR de un total de 20.000 semillas T2), el 

0,032% en ucu1-3/ucu1-3 (24 de 75.000) y el 0,005% en ucu1-2/ucu1-2 (1 de 20.000).  

 
 

 
Figura 42.- Fenotipo de las plantas transgénicas portadoras de la construcción pUCU1-04541. Las 
imágenes corresponden a rosetas de los individuos T2 resistentes a kanamicina que incorporan 
presuntamente la construcción pUCU1-04541, descendientes de Ler (A), ucu1-3/ucu1-3 (B) y 
ucu1-2/ucu1-2 (C). Las fotografías se tomaron 21 días después de la siembra. Las barras de escala 
indican 4 mm. 

A B C
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Tabla 27.- Segregación de la resistencia a kanamicina en la progenie de plantas 

transformadas por infección con Agrobacterium tumefaciens 
T3 

Medio con kanamicina Planta T1 que se 
autofecundó  

T2 
Medio sin 

suplementar KanR KanS χ2 
Silvestre(1) 87 Silvestre 85 -  Ler;pUCU1-04541 
Silvestre(2) 56 Silvestre 47 17 0,021 

UcuD(1) 62 UcuD 43 19 0,774 
UcuD(2) 94 UcuD 72 19 0,619 
UcuD(3) 18 UcuD 23 3 1,846 
UcuD(5) 76 UcuD 60 18 0,068 

ucu1-3/ucu1-3;pUCU1-04541 

UcuD(6) 82 UcuD 55 26 1,815       
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 37, en la página 175. El valor de χ2 representa el ajuste 
de los datos de la población T3 estudiada a una segregación fenotípica 3:1 (KanR:KanS). 

 

Aunque las plantas transgénicas obtenidas a partir de los mutantes ucu1-3/ucu1-3 

presentaron una variabilidad fenotípica considerable, todas mostraban alguna hoja 

recurvada, similar a las de sus parentales (Figura 42B). La única planta transgénica 

obtenida a partir del mutante ucu1-2/ucu1-2 fue morfológicamente indistinguible de su 

parental (Figura 42C). Estos resultados, considerados en conjunto con los que se 

presentan en la Tabla 27, indican que la incorporación de una o incluso dos dosis del 

alelo silvestre de UCU1 a los mutantes ucu1-2/ucu1-2 y ucu1-3/ucu1-3 no restaura el 

fenotipo silvestre, lo que sugiere que las mutaciones ucu1 no son hipomorfas ni nulas. 
 

IV.4.- Clonación posicional del gen UCU2 
IV.4.1.- Cartografía de baja resolución 

En una Tesis previa se determinó la existencia de ligamiento entre el gen UCU2 y 

varios microsatélites del cromosoma 3 (Robles, 1999; Tabla 28). Para confirmar estos 

resultados, hemos obtenido dos poblaciones cartográficas F2, a partir de los cruzamientos 

ucu2-2/ucu2-2 × Ler y ucu2-3/ucu2-3 × Ler (el ancestro silvestre de la estirpe ucu2-2 es 

Col-1 y el de ucu2-3, Col-0), en cada una de las cuales hemos genotipado 32 plantas de 

fenotipo mutante. Estos resultados (Tabla 28), considerados en conjunto con los 

obtenidos anteriormente a partir de un cruzamiento ucu2-1/ucu2-1 × Col-0 (Robles, 

1999), indicaron que el gen UCU2 radica en el cromosoma 3, ligado a los marcadores 

AthCHIB, nga162 y AthGAPab (en las posiciones 19,10, 20,56 y 43,77 cM, 

respectivamente) y que el mutante ucu2-2 podría ser portador de una translocación. 
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Tabla 28.- Cartografía de baja resolución del gen UCU2 
Marcador Cromosoma y posición 

de mapa (en cM) 
ucu2-1a ucu2-2 ucu2-3 

AthACS 1; 1,20 12,50±11,69 (8) 53,57±6,66 (56) 87,50±4,42 (56)
AthZFPG 1; 35,25 55,56±11,71 (18) 45,00±6,42 (60) 52,17±7,37 (46)
T27k12-Sp6 1; 59,10 42,86±13,23 (14) 13,33±6,21 (30) 58,62±6,47 (58)
AthGENEA 1; 86,79 ND 35,48±6,08 (62) 36,21±6,31 (58)
nga111 1; 113,44 66,67±11,11 (18) 41,94±6,27 (62) 62,96±6,57 (54)
nga1145 2; 9,60 55,56±11,71 (18) 45,16±6,32 (62) ND 
nga1126 2; 50,65 ND 64,58±6,90 (48) 13,46±4,73 (52)
nga361 2; 63,02 33,33±19,25 (6) 63,33±6,22 (60) 31,03±6,07 (58)
nga168 2; 73,77 50,00±25,00 (4) 41,67±10,06 (24) 29,31±5,98 (58)
AthCHIB 3; 19,10 12,50±8,27 (16) ND 10,71±4,13 (56)
nga162 3; 20,56 0,00±0,24 (18) 72,41±5,87 (58) 6,90±3,33 (58)
AthGAPab 3; 43,77 0,00±0,32(10) 1,61±1,60 (62) 10,34±4,00 (58)
nga6 3; 86,41 55,56±11,71 (18) 93,55±3,12 (62) 23,91±6,29 (46)
nga12 4; 22,92 35,71±12,81 (14) 32,26±5,94 (62) 55,17±6,53 (58)
nga1111 4; 29,64 44,44±11,71 (18) 20,97±5,17 (62) 55,36±6,64 (56)
AM4 4; 52,0 ND 20,00±12,65 (10) 82,76±4,96 (58)
nga1139 4; 83,41 62,50±12,10 (16) 3,23±2,24 (62) 56,90±6,50 (58)
nga1107 4; 104,73 31,25±11,59 (16) 65,38±9,33 (26) 75,00±7,65 (32)
AthCTR1 5; 9,32 50,00±12,50 (16) 46,67±6,44 (60) 56,90±6,50 (58)
nga139 5; 50,48 38,89±11,49 (18) 75,00±6,25 (48) 50,00±7,07 (50)
AthPHYC 5; 71,13 66,67±13,61 (12) 45,45±7,51 (44) 41,07±6,57 (56)
MBK5 5; 121,00 ND 43,10±6,50 (58) 46,43±6,66 (56)
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 17, en la página 126. Se indica entre paréntesis el 
número de cromosomas genotipados para cada marcador. aEstos datos se han tomado de Robles, 
1999. 

 

Se preparó a continuación una mezcla de tres parejas de cebadores que permiten 

la coamplificación simultánea de los microsatélites AthCHIB, nga162 y AthGAPab, con los 

que se obtuvieron los resultados de la Tabla 29, tras analizar 140 individuos UcuE de la 

F2 del cruzamiento ucu2-1/ucu2-1 × Col-0. Se concluyó que UCU2 está flanqueado por 

nga162 y AthGAPab, de los que dista 8,35±1,76 y 17,63±3,10 cM, respectivamente 

(Figura 43). 

Con el propósito de estrechar la región candidata a contener a UCU2, se empleó 

el marcador AtDMC1, que se encuentra en la posición 32,66 cM del cromosoma 3. La 

estirpe Col-0 difiere de Ler en la presencia de un transposón en el promotor del gen 

AtDMC1 (Klimyuk y Jones, 1997). La amplificación mediante PCR del promotor de 
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Tabla 29.- Análisis del ligamiento del gen UCU2 a microsatélites del cromosoma 3 
Cromosomas analizados Marcador Posición de 

mapa (cM) Recombinantes Total 
Distancia 

(cM) 
AthCHIB 19,10 27 258 10,62±1,99 
nga162 20,56 23 278 8,35±1,76 
AthGAPab 43,77 29 252 17,63±3,10 
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 18, en la página 127. 

 
 

 

Figura 43.- Cartografía de baja resolución del gen UCU2. Se representa un mapa genético del 
cromosoma 3 de Arabidopsis thaliana, con indicación de las posiciones de los marcadores 
utilizados para la cartografía de baja resolución del gen UCU2. La región recuadrada en azul fue 
analizada según se detalla más adelante, en la Figura 44. La posición del centrómero se destaca en 
negro. 

 

AtDMC1 utilizando simultáneamente tres oligonucleótidos (cuya secuencia se indica en 

http://www.arabidopsis.org/aboutcaps.html) rinde dos productos, de 2.200 y 446 pb, 

cuando se emplea como molde ADN genómico de la estirpe Col-0, y sólo uno, de 342 pb, 

a partir del de Ler. Tras genotipar para este marcador 315 individuos de la población 

cartográfica F2 obtenida del cruzamiento ucu2-1/ucu2-1 × Col-0, se encontraron 

11 cromosomas recombinantes de los 574 estudiados. Además, ninguno de los 23 

recombinantes para nga162 identificados previamente lo fue para AtDMC1 y 6 de los 

29 recombinantes para AthGAPab también lo eran para AtDMC1. Estos resultados 

indican que UCU2 está dentro de una región de 12,10 cM, flanqueada por nga162 y 

AtDMC1, y a 1,92±0,57 cM de este último (Figura 43). En esta región se encuentran los 

genes DIM y AXR2, cuyas mutaciones causan enanismo (véase el apartado IV.5.2.2, en 

la página 176), lo que nos indujo a realizar cruzamientos dim-1/dim-1 × ucu2-1/ucu2-1 y 

axr2-1/axr2-1 × ucu2-1/ucu2-1. Estos ensayos de alelismo condujeron a la conclusión de 

que UCU2 es un gen distinto de DIM y AXR2. En el primero de dichos análisis de 
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complementación se obtuvo una F1 silvestre, tal como cabía esperar de un cruzamiento 

entre homocigotos para mutaciones recesivas no alélicas. Por su parte, la mutación 

axr2-1 es dominante, por lo que todas las plantas F1 del cruzamiento axr2-1/axr2-1 × 

ucu2-1/ucu2-1 presentaron fenotipo Axr2 (véase el apartado IV.5.2.2.4, en la página 181). 

Entre las 990 plantas F2 analizadas, que procedían de la autofecundación de 6 plantas 

F1, se encontraron 14 silvestres, 732 Axr2 y 244 UcuE. Estos resultados permiten concluir 

que UCU2 es un gen distinto de AXR2, del que dista 2,85±0,37 cM. 

 

IV.4.2.- Cartografía de alta resolución 
IV.4.2.1.- Obtención y ensayo de nuevos marcadores 

Tal como se hizo con UCU1 (véase el apartado IV.3.2.1, en la página 129), hemos 

analizado la secuencia nucleotídica de los 20 clones BAC que cubren la región 

comprendida entre nga162 y AtDMC1 (http://mips.gsf.de/proj/thal/db/index.html), con el 

fin de encontrar microsatélites presuntamente polimórficos. En la Tabla 30 se indica la 

secuencia de los oligonucleótidos que hemos diseñado para amplificar algunos de dichos 

microsatélites y los tamaños de los productos de amplificación obtenidos empleando 

como molde ADN genómico de Ler y Col-0. Aquéllos que resultaron polimórficos se 

utilizaron para la cartografía de alta resolución del gen UCU2. El marcaje de uno de los 

miembros de cada pareja de oligonucleótidos con distintos fluorocromos permitió la 

coamplificación simultánea de los microsatélites AtMHC9.1, AtMSD21.1, AtMZN24.2 y 

AtMWI23.1. Para la estimación ulterior del tamaño de sus alelos se procedió tal como se 

describe en el apartado III.13.1.1 de Materiales y Métodos, en la página 96. 

La Tabla 31 recoge los resultados del análisis de 588 individuos (1.176 

cromosomas) de la población cartográfica F2 obtenida del cruzamiento ucu2-1/ucu2-1 × 

Col-0. Se concluyó que el gen UCU2 está íntimamente ligado a AtMSD21.1, ya que sólo 

uno de los 1.176 cromosomas estudiados fue recombinante para este marcador. Un total 

de 47 individuos de esta última población cartográfica resultaron heterocigotos para 

nga162 o para AtDMC1 (Tabla 32). Ninguno de los tres heterocigotos encontrados para el 

marcador AtMHC9.1 (los individuos que hemos denominado 49, 505 y 601) lo era para 

AtMSD21.1. Por su parte, el individuo 499 era heterocigoto para AtMSD21.1 pero no para 

AtMHC9.1. De lo anterior se deduce que UCU2 radica en una región de 165 kb, 

flanqueada por AtMHC9.1 y AtMSD21.1. Esta región candidata está representada en tres 

clones BAC, los denominados MHC9 (AP001305), MIL23 (AB019232) y MSD21 

(AB025634) (véase la Figura 44, en la página 155). 
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Tabla 31.- Resultados de la cartografía de alta resolución del gen UCU2 
Cromosomas analizados Marcador Posición de 

mapa (cM) Recombinantes Total 
Distancia 

(cM) 
AtMHC9.1 28,5 3 716 0,42±0,24 
AtMSD21.1 29,1 1 1.176 0,09±0,08 
AtMZN24.2 29,2 7 989 0,71±0,27 
AtMWI23.1 30,1 20 986 2,03±0,45 
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 18, en la página 127. 

 

Tabla 32.- Genotipado de recombinantes informativos  

con respecto a algunos marcadores del cromosoma 3 

Marcador Genotipo de los individuos analizados 
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nga162 (20,6) H H H - H H H L H H H H H - L H H H H H H H H 
AtMCH9.1 (28,5) L L L  L L L  L L H L L   L L L L L L  L 
UCU2                        
AtMSD21.1 (29,1) L L L  L L L L L L L L L  L L L L L L L  L 
AtMZN24.2 (29,2)        H       H         
AtMWI23.1 (30,1)    L    H      L H         
AtDMC1 (32,7) L L L H L L L H L L L L L H H L L L L L L L L 
Hechos de recombinación 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
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nga162 (20,6) H H H H L L L L L - L              
AtMCH9.1 (28,5) L L L L        L L L L L L H L L L L - H 
UCU2                         
AtMSD21.1 (29,1) L L L L  L L L L L L L L - L L H L L L L L L L 
AtMZN24.2 (29,2)       H H  L       H  H H     
AtMWI23.1 (30,1)     L H H H H H H H H H H H H L H H H H H L 
AtDMC1 (32,7) L L L L H H H H H H H              
Hechos de recombinación 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Se siguen las pautas definidas en la Tabla 22, en la página 131. Se ha sombreado la parte relevante 
del genotipo de aquellos individuos merced a los cuales hemos podido delimitar la región en la que 
se encuentra UCU2. 
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Figura 44.- Cartografía de alta resolución del gen UCU2. Se representan, de arriba abajo, las 
etapas del proceso. (A) Mapa físico de la región candidata a contener a UCU2. Se indican los 
marcadores que resultaron informativos y el número de recombinantes encontrados. (B) Cóntigo de 
clones candidatos a contener a UCU2. En la parte inferior de la figura, el sentido de las flechas 
azules indica el de la transcripción de cada presunto gen. 
 

IV.4.2.2.- Estudio de la región candidata 
IV.4.2.2.1.- Secuenciación de genes candidatos 

La secuencia nucleotídica de la región de 165 kb que contiene a UCU2 ha sido 

publicada y anotada (http://mips.gsf.de/proj/thal/db/index.html). Para la búsqueda y el 

análisis de genes candidatos en esta región hemos elegido aquéllos que eran 

inequívocamente semejantes a otros descritos previamente (Tabla 33). 

Tal como se ha comentado en apartados anteriores, hemos demostrado que el 

gen UCU1 cifra una quinasa de serina y treonina homóloga a las de la familia de 

SHAGGY y GSK3 de los metazoos (véase el apartado IV.3.2.3, en la página 138; 

Pérez-Pérez et al., 2002), que participan en la ruta de transducción de la señal de 

Wingless/Wnt (Moon et al., 2002). Dada la semejanza fenotípica entre los mutantes ucu1 

y ucu2, hemos buscado en la región candidata a contener a UCU2 genes homólogos de 

los que interaccionan con SHAGGY y GSK3 o que participan en la ruta de Wingless/Wnt. 
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Nuestro candidato más obvio fue el gen At3g21650, en el clon MIL23, que cifra la 

subunidad reguladora B' de la fosfatasa de proteínas 2A (PP2A B', también llamada 

AtB' ζ; Terol et al., 2002), que presenta un 54% de identidad y un 71% de semejanza con 

la subunidad B56 de la fosfatasa de proteínas 2A de Homo sapiens (NP_006236), que 

participa en la inhibición de la señal de Wingless/Wnt al degradar a la β-catenina (Seeling 

et al., 1999; Li et al., 2001b). Los resultados obtenidos en experimentos de 

inmunoprecipitación sugieren que B56 forma parte del complejo de degradación de la 

β-catenina, en el que también participa GSK3-β (Li et al., 2001b). 

 

Tabla 33.- Presuntos genes identificados en la región candidata a contener a UCU2 
Clon Posición (pb) Gen Función atribuída al producto génico 

8.329-12.418 At3g21340 Presunta quinasa de serina y treonina 
20.767-24.060 At3g21370 Presunta beta-glucosidasa 
54.048-54.356 At3g21460 Presunta glutarredoxina M

H
C

9 

58.661-57.450 At3g21465 Presunta adenilato ciclasa 
13.899-11.524 At3g21500 Presunta 1-D-desoxixilulosa 5-fosfato sintetasa 
16.131-17.236 At3g21510 Mediador del fosforrelé de dos componentes 
23.799-28.555 At3g21540 Proteína con repeticiones WD 
33.583-35.073 At3g21560 Presunta UDP-glucosa:indol-3-acetato 

beta-D-glucosiltransferasa 
56.230-53.243 At3g21630 Receptor con actividad quinasa de proteínas 
56.725-58.797 At3g21640 Presunta peptidil-prolil cis-trans isomerasa 
59.380-61.112 At3g21650 Presunta subunidad reguladora B' de la PP2A 
62.195-64.354 At3g21660 Presunta proteína reguladora de la ubicuitina 
64.642-66.654 At3g21670 Transportador de nitrato 

M
IL

23
 

76.450-79.561 At3g21690 Presunta proteína integral de membrana 
3.174-1.565 At3g21700 Presunta proteína G monomérica SGP1 
9.773-12.732 At3g21720 Presunta isocitrato liasa 
22.970-21.549 At3g21750 Presunta UDP-glucosa glucosiltransferasa M

SD
21

 

25.540-24.083 At3g21760 Presunta UDP-glucosa glucosiltransferasa     
Se representan algunos de los presuntos genes de la región candidata a contener a UCU2, que 
corresponde a los clones BAC MHC9, MIL23 y MSD21, delimitada por los marcadores 
AtMHC9.1 y AtMSD21.1. 

 

IV.4.2.2.2.- Identificación de mutaciones en la estirpe ucu2-3 
Se diseñaron dos parejas de oligonucleótidos (SeqMIL231F y SeqMIL231R, y 

SeqMIL232F y SeqMIL232R; Tabla 34 y Figura 45) para la amplificación de dos 

segmentos parcialmente solapantes que cubren una región de 2.771 pb del gen 

At3g21650, que incluye dos exones, de 1.254 y 387 pb, y las secuencias que los 
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flanquean. No obtuvimos ningún producto de amplificación con estas parejas de 

cebadores utilizando como molde ADN genómico de las plantas ucu2-1/ucu2-1 y 

ucu2-2/ucu2-2, a pesar de haber realizado varios intentos de optimizar las condiciones de 

reacción. Por el contrario, sí se obtuvieron los productos de amplificación esperados a 

partir del ADN genómico de plantas silvestres Ler y Col-0, así como de ucu2-3/ucu2-3. 

 

Tabla 34.- Oligonucleótidos utilizados para la amplificación y ulterior secuenciación 

de segmentos solapantes de la región candidata a contener a UCU2 
Oligonucleótido Posición en MIL23 (pb) Secuencia nucleotídica (5´→3´) 
SeqMIL23.16R 51.854-51.875 TTCACTGTCGATGATAGCTCG 
SeqMIL23.9R 53.066-53.087 ACGTGAGATGCTGATATCGGAG 
SeqMIL23.14R 54.096-54.116 AGTTGCTGAACCTCCAACTTC 
SeqMIL23.9F 54.161-54.180 TTTGTCACCGCTCTGAGTCG 
SeqMIL23.10R 54.661-54.682 CAGGTTGACATGATGTACACGC 
SeqMIL23.14F 54.727-54.747 GCTGCGATTAAGAAGATGGAC 
SeqMIL23.15R 55.642-55.665 GATTATATCTCTGCAGAATATCCG 
SeqMIL23.13F 55.692-55.712 TCCTGAAGACAGTCTCAGTTC 
SeqMIL23.8R 56.147-56.168 GCTAGTCCTGCACTTAGATTCC 
SeqMIL23.4R 56.671-56.691 GGTAGATCTTTCACGTTGGTC 
SeqMIL23.15F 56.671-56.692 AGACCAACGTGAAAGATCTACC 
SeqMIL23.6R 56.731-56.751 TGCTTTAACTCTGTGGCGTCG 
SeqMIL23.3R 57.051-57.073 TCAACACCTGATAAGGTTTTGAG 
SeqMIL23.4F 57.150-57.170 GAAGCAATTGGTCACTGCAAC 
SeqMIL23.5R 57.931-57.952 ATGGGCTAATCAGCATTGAAGC 
SeqMIL23.6F 58.144-58.165 AACTCGCAGCACAAATTTGAGG 
SeqMIL23.2R 58.419-58.439 CTCTTGAGATGGCTCACTATG 
SeqMIL23.3F 58.510-58.533 TAAGAATTGAGAATGACTATTGGG 
SeqMIL23.10F 59.091-59.111 TCTTCGTGAGTGACTTCGACG 
SeqMIL23.5F 59.352-59.374 TCTCGTAGGTTACTATGTACTTG 
SeqMIL23.PP2Ac2R 59.697-59.718 CTTTATGGTTCTGAGTGATCAG 
SeqMIL23.1R 59.750-59.771 AATGCTCTTTCAGCAACCTGAC 
SeqMIL23.2F 59.832-59.854 GAGTCTTTGACTATCATCACAAC 
SeqMIL23.PP2Ac2F 60.084-60.105 TTCATCAGTCTATCACCAACAG 
SeqMIL23.13R 60.836-60.856 ACGGTCCAGCTTGTACAACAG 
SeqMIL23.1F 61.167-61.189 ACATACTCACAGCTGGTTTTTAG 
SeqMIL23.11R 62.231-62.251 AGCCTTCTCGATGGTTTGGTC 
SeqMIL23.8F 62.316-62.337 GCTTCATAGACACGTCTAGACC 
SeqMIL23.12R 62.922-62.943 AGCTGAATCAGTTTCTCCAGAC 
SeqMIL23.11F 62.960-62.982 GTCAGCTATAGAAAGATCTGAGC 
SeqMIL23.16F 63.613-63.633 TTCTCGTTTCACCCAGAAATCG 
SeqMIL23.12F 64.329-64.348 GTTAACTCGCCGGAGACGAC 
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Figura 45.- Estructura de la región candidata a contener a UCU2, que hemos secuenciado en el 
mutante ucu2-3 y su ancestro silvestre Col-0. Los rectángulos negros representan a los exones y las 
flechas a los cebadores utilizados y su orientación. Se indica únicamente la parte diferencial del 
nombre de cada oligonucleótido (sus nombres completos aparecen en la Tabla 34). En la parte 
inferior de la figura se representan los productos de amplificación a partir de los cuales se obtuvo la 
secuencia nucleotídica de esta región en el mutante ucu2-3, con indicación, en sus extremos, de los 
cebadores empleados. 

 
 

 
Figura 46.- Naturaleza estructural de la mutación ucu2-3. Se representan dos electroforegramas 
parciales correspondientes a las secuencias nucleotídicas del gen At3g21640 en la estirpe silvestre 
Col-0 (A) y en una planta ucu2-3/ucu2-3 (B). Los recuadros verdes indican las regiones ausentes en 
el ADN del mutante y la flecha destaca un cambio de base. En la secuencia peptídica deducida se 
subrayan en rojo los aminoácidos que son distintos de los silvestres en el mutante ucu2-3. 
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Hemos obtenido la secuencia nucleotídica de estos dos segmentos solapantes (véase el 

apartado III.9 de Materiales y Métodos, en la página 84) sin encontrar diferencia alguna 

entre la del mutante ucu2-3/ucu2-3 y la de su ancestro silvestre Col-0.  

Los resultados comentados en el párrafo anterior indican la existencia de una 

deleción en la región que contiene al gen At3g21650 en los mutantes ucu2-1 y ucu2-2, 

pero lo excluyen como candidato a ser UCU2, dado que está indemne en ucu2-3. Hemos 

diseñado varias parejas adicionales de oligonucleótidos (Tabla 34 y Figura 45) para 

amplificar varios segmentos solapantes, que cubren unas 11,3 kb de la región candidata, 

que incluye cuatro genes: (a) At3g21630, que cifra una presunta quinasa de proteínas, (b) 

At3g21640, cuyo producto es una isomerasa de la subfamilia FKBP de las inmunofilinas, 

(c) At3g21650, que cifra la presunta subunidad reguladora B' de la PP2A, y (d) 

At3g21660, que cifra una presunta proteína reguladora de la ubicuitina. Hemos 

amplificado y secuenciado una región de 9.271 pb (véase el apartado III.9, en la página 

84) comprendida entre las posiciones 53.066 y 62.337 pb del clon MIL23, que incluye las 

unidades de transcripción de los genes At3g21630, At3g21640 y At3g21650 (Figura 45), 

a partir del ADN genómico de Ler, Col-0 y ucu2-3/ucu2-3. 

Hemos encontrado en el mutante ucu2-3 un pequeño reordenamiento de 40 pb, 

en el último exón del gen At3g21640. La mutación incluye dos deleciones, de 3 y 31 pb, 

separadas por 6 pb, una de las cuales presenta además un cambio de base (Figura 46). 

La deleción de 34 pb que genera este reordenamiento en At3g21640 altera su pauta de 

lectura e introduce un codón de terminación prematuro que elimina 84 aminoácidos del 

extremo carboxilo de UCU2 en el mutante ucu2-3/ucu2-3, que son sustituidos por 

48 aminoácidos distintos a los silvestres (Figura 46B). 

A pesar de nuestros repetidos intentos de amplificación de esta región utilizando 

ADN genómico de los otros dos mutantes, ucu2-1/ucu2-1 y ucu2-2/ucu2-2, no hemos 

obtenido los productos correspondientes a los genes At3g21640 y At3g21650 (véase la 

Figura 45, en la página 158). Tampoco hemos obtenido ningún producto de amplificación 

a partir del ADN genómico de estos dos mutantes utilizando los cebadores SeqMIL23.16F 

y SeqMIL23.16R (Tabla 34 y Figura 45), situados en los extremos de la región de 11,3 kb 

que incluye los genes At3g21630, At3g21640, At3g21650 y At3g21660. 

 

IV.4.2.2.3.- Análisis de Southern de la región candidata 
Hemos llevado a cabo un análisis de Southern para contrastar la hipótesis de la 

existencia de una reorganización en la región candidata a contener a UCU2 en los 
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Figura 47.- Representación esquemática de la región candidata a contener a UCU2. En la parte 
superior de la figura se indican las dianas para las enzimas de restricción que se utilizaron en el 
análisis de Southern (S, SacI; A, AccI), los genes que contiene esta región y la orientación de su 
transcripción. En la parte inferior de la figura se destacan los fragmentos de restricción que se 
detectarían tras la hibridación del ADN genómico silvestre con las sondas 13F10R y 11F11R. 
Todos los valores numéricos indican pb. Para una explicación más detallada, véase el texto. 

 

mutantes ucu2-1 y ucu2-2, tal como sugerían los resultados obtenidos en el apartado 

anterior. Para ello, hemos sintetizado dos sondas de ADN que hemos denominado 

11F11R y 13F10R (Figura 47; véase el apartado III.10.2 de Materiales y Métodos, en la 

página 87), mediante amplificación por PCR con cebadores diseñados de acuerdo con la 

secuencia de la región 5′ del gen At3g21630 (SeqMIL23.11F y SeqMIL23.11R) y la 3′ de 

At3g21660 (SeqMIL23.13Fy SeqMIL23.10R) (véase la Tabla 34, en la página 157). 

En la Figura 47 se representa la región candidata a contener a UCU2, indicándose 

las posiciones de las dianas de las enzimas de restricción que hemos empleado y los 

tamaños de los fragmentos de restricción esperados a partir del ADN genómico silvestre. 

El ADN genómico de plantas Ler, ucu2-1/ucu2-1, ucu2-2/ucu2-2 y ucu2-3/ucu2-3 fue 

digerido con SacI y AccI, por separado, sometido a electroforesis en un gel de agarosa y 

posteriormente transferido a membrana, según se indica en el apartado III.10.1 de 

Materiales y Métodos, en la página 86. La membrana fue hibridada sucesivamente con 

las sondas 13F10R y 11F11R (véanse los apartados III.10.3 y III.10.4 de Materiales y 

Métodos, en la página 88), obteniéndose finalmente los resultados que muestra la 

Figura 48, que sugieren que la mutación ucu2-1 es una deleción de 6 kb que elimina 

totalmente a los genes At3g21660, At3g21650 y parcialmente a At3g21640. Por su parte, 

ucu2-2 parece ser una deleción de los genes At3g21650 y At3g21640 y de parte de 
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Figura 48.- Análisis de Southern del ADN genómico de los mutantes ucu2 y la estirpe silvestre 
Ler, tras su digestión con AccI y SacI. Las diferencias entre los patrones de bandas que se 
comparan se destacan con asteriscos y flechas, que corresponden respectivamente a los fragmentos 
de restricción silvestres de los que carece un mutante, y viceversa. (C-D) Interpretación de los 
resultados del análisis de Southern. En el mapa físico de la región candidata a contener a UCU2 se 
indican en verde los fragmentos de restricción comunes al tipo silvestre y los mutantes, y en rojo y 
en azul, respectivamente, los que corresponden exclusivamente a ucu2-1 y ucu2-2. Las flechas de 
color magenta indican las dianas de restricción que permitirían explicar la presencia de los 
fragmentos específicos de los mutantes. Todos los valores numéricos indican kb. 
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At3g21660. Considerados en conjunto con los del apartado IV.4.2.2.2, en la página 156, 

estos resultados indican que UCU2 es At3g21640, el único gen que presenta daños 

estructurales en las tres estirpes mutantes estudiadas. 

 

IV.4.2.2.4- Análisis de la expresión de los genes candidatos 
La transcripción del gen At3g21630 puede visualizarse mediante amplificación por 

RT-PCR (véase el apartado III.7.3 de Materiales y Métodos, en la página 82), utilizando 

para ello los cebadores SeqMIL23.14F y SeqMIL23.14R (véanse la Tabla 34 y la 

Figura 45, en las páginas 157 y 158, respectivamente), lo que rinde un producto de 

384 pb a partir del ARN silvestre. Este gen se transcribe tanto en las plantas 

ucu2-1/ucu2-1 y ucu2-3/ucu2-3 como en sus ancestros silvestres. En las plantas 

ucu2-2/ucu2-2, por el contrario, no hemos obtenido productos de RT-PCR a partir de su 

ARN, ni de PCR a partir de su ADN genómico, lo que confirma la deleción de At3g21630. 

En lo que respecta a At3g21640, hemos empleado los cebadores SeqMIL23.10F y 

SeqMIL23.2R, por un lado, y SeqMIL23.4F y SeqMIL23.4R, por otro (véanse la Tabla 34 

y la Figura 45, en las páginas 157 y 158, respectivamente), que rinden productos de 160 

y 411 pb, respectivamente, cuando se utiliza ADNc de la estirpe silvestre como molde. 

Ninguno de estos productos se obtuvo a partir de ARN o ADN genómico de las plantas 

ucu2-2/ucu2-2. Tampoco hemos logrado la amplificación de ninguno de estos dos 

productos a partir del ADNc de ucu2-1/ucu2-1, lo que indica que este gen no se expresa 

en este mutante. 

Mediante amplificaciones llevadas a cabo con los cebadores SeqMIL23.4F y 

SeqMIL23.4R (véanse la Tabla 34 y la Figura 45, en las páginas 157 y 158, 

respectivamente), hemos podido comprobar que la deleción de ucu2-3 no altera la 

transcripción de At3g21640 ni presumiblemente la estabilidad de su ARNm, que es más 

corto que el silvestre (Figura 49). Hemos amplificado el gen At3g21650 y sus transcritos 

con la pareja de cebadores SeqMIL23.PP2Ac2F y SeqMIL23.PP2Ac2R (véanse la Tabla 

34 y la Figura 45, en las páginas 157 y 158, respectivamente), que rinden productos de 

409 y 317 pb, respectivamente. Hemos obtenido los productos esperados al utilizar ADNc 

del silvestre y del mutante ucu2-3 como molde. Sin embargo, no hemos obtenido ningún 

producto al utilizar como molde ADNc de ucu2-1/ucu2-1 y ucu2-2/ucu2-2. Estos 

resultados demuestran que la expresión de At3g21650, que cifra la subunidad reguladora 

B' de la PP2A, está alterada en las plantas ucu2-1/ucu2-1 y ucu2-2/ucu2-2, pero no en las 

ucu2-3/ucu2-3. 
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Figura 49.- Análisis de la expresión del gen At3g21640 en el mutante ucu2-3 y su ancestro 
silvestre. La imagen corresponde a la visualización, en un gel del 1% de agarosa teñido con 
bromuro de etidio, de los productos de amplificación obtenidos por PCR empleando los cebadores  
y los moldes que se indican. 

 

IV.4.2.3.- Caracterización del gen UCU2 
La pauta de lectura abierta del gen At3g21640 comprende 1.071 pb y 7 exones, 

cuyo tamaño varía desde las 36 pb del segundo hasta las 332 del último. Este gen cifra 

una proteína de 356 aminoácidos y 41 kDa. Estos datos del MIPS 

(http://www.mips.biochem.mpg.de/) difieren de los del GenBank, en donde se afirma que 

la proteína AJ224640 tiene 365 aminoácidos y 42 kDa. Esta discrepancia parece deberse 

a un error en la identificación del sitio de procesamiento del segundo intrón de 

At3g21640. La proteína es muy similar a las isomerasas cis/trans de prolina (también 

llamadas PPIasas o rotamasas, E.C. 5.2.1.8; Schiene-Fischer y Yu, 2001) de la 

subfamilia de las inmunofilinas, a las que se une la droga inmunosupresora FK506 

(FK506-binding proteins, FKBP). Las FKBP participan en la modificación postraduccional 

 

394 

344 

298 

220 
200 

pb 

506 
uc

u2
-3

/u
cu

2-
3

Le
r

M
ar

ca
do

r

ADN
genómico

uc
u2

-3
/u

cu
2-

3

Le
r

ADNc

SeqMIL23.4F y 
SeqMIL23.4R

uc
u2

-3
/u

cu
2-

3

Le
r

M
ar

ca
do

r

uc
u2

-3
/u

cu
2-

3

Le
r

ADNc

SeqMIL23.10F y 
SeqMIL23.2R

ADN
genómico

Cebadores 

Moldes 



164    Resultados 

 

 

   1 ... AATCAA AATCTGAAAT TTATCTCTCG GTCGATCCAG TCTTCGTGAG TGACTTCGAC GACGACGACG AGTCACACTA 
 
  77  CTCTTGAGCT TCTCATACTT CACCCAGGTT GATTTGGGAA ATA ATG GAT GAA TCT CTG GAG CAT CAA ACT CAA 
                                                       M   D   E   S   L   E   H   Q   T   Q  
 
 150  ACA CAT G GTA AGTAAATTTT CATAGATTTA ATCTCTCTGA ATACATATAT ATGACTTCAA TATGTTTGAT 
       T   H   
 
 220  TGGAGTTTTT TTGTTGTCCC ATATTCAATT GGATGCTTTG TTAAAGGATA AATGTCTATC AAATTATGTT GACTGCGTTA 
 
 300  TTCTTTCTAA ATCATATTGT GAATCTTGGA ACAAAGCATG TATACAACAA ATTTGTTAGA CTTGATAACT CCTTTTCTGT 
 
 380  TTGTTAAGAA TTGAGAATGA CTATTGGGGT TGACTAATGC ATCTTTTGTG GCTCCAG AC CAA GAG AGC GAA ATA  
                                                                     D   Q   E   S   E   I    
 
 454  GTT ACT GAA GGA AGT GCC GTT GTG CAT AGT GAG CCA TCT CAA GAG GGT AAT GTT CCT CCT AAA GTT 
       V   T   E   G   S   A   V   V   H   S   E   P   S   Q   E   G   N   V   P   P   K   V  
 
 520  GAT AGT GAA GCT GAG GTC TTG GAT GAG AAA GTC AGT AAG CAG ATT ATA AAG GAA GGT CAC GGT TCC 
       D   S   E   A   E   V   L   D   E   K   V   S   K   Q   I   I   K   E   G   H   G   S  
 
 586  AAA CCA TCC AAG TAC TCT ACA TGC TTT T GTAAGT ACCCTTTAGC TTTCTGTTGA TTGGATGTTG ATTTTTCGAT 
       K   P   S   K   Y   S   T   C   F   
 
 660  TGCACTTGTT GGCCTATTGC TACTGTTTAT TTGAATCTTT CTATCTGACC AATTTCATAT TGGCCATAG TG CAC TAC 
                                                                                  L   H   Y  
 
 737  AGG GCA TGG ACC AAA AAC TCG CAG CAC AAA TTT GAG GAT ACA TGG CAT GAG CAG CAA CCT ATT GAA 
       R   A   W   T   K   N   S   Q   H   K   F   E   D   T   W   H   E   Q   Q   P   I   E  
 
 803  TTG GTT CTT GGA AAA G TATGTGGCTG TCGAATATGT ACTCTACACC TATGTGGCTG TCGAATATGT ACTCTACACC 
       L   V   L   G   K   
 
 879  TCCATTTCGT TAGATGAATC GTCATTGGTA AATTTGATGA GTTAGCTTGT GTATTATATG AACCCAATGA GATGGATATT 
 
 959  TGGGAGGAAA AAAGATTGAG TTTTGTATTT TTTTTGCTTC AATGCTGATT AGCCCATTTT AACGTCACTA TACAATTTTT 
 
1039  TTTATAAAAA AGATTGTGCA CTAAGAGTGA AATGTTGTCT GTGAGACAG  
 
1088  AG AAA AAA GAA CTA GCC GGT TTA GCC ATC GGT GTT GCT AGC ATG AAG TCT GGT GAA CGT GCG CTT 
       E   K   K   E   L   A   G   L   A   I   G   V   A   S   M   K   S   G   E   R   A   L  
 
1154  GTG CAT GTT GGC TGG GAA TTA GCT TAT GGG AAA GAA GGA AAC TTT TCT TTT CCG AAT GTT CCA CCT 
       V   H   V   G   W   E   L   A   Y   G   K   E   G   N   F   S   F   P   N   V   P   P  
 
1220  ATG GCA GAC TTG TTA TAT GAG GTG GAA GTT ATT GGG TTT GAT GAA ACA AAG GAG GTAAGT  
       M   A   D   L   L   Y   E   V   E   V   I   G   F   D   E   T   K   E   
 
1280  TATTTCCTAT ACCATCATCT TGTTTCCTTA CCAAGACGAC TCCACATCCA AGCTTTATCC CAACCTCCTT GCTTACCTCT 
 
1360  CTGACTTAGA TGATGTATTG AACAG GGA AAA GCT CGC AGT GAT ATG ACT GTA GAG GAA AGG ATT GGT GCA 
                                   G   K   A   R   S   D   M   T   V   E   E   R   I   G   A  
 
 
1430  GCA GAC AGA AGA AAA ATG GAT GGG AAT TCT CTT TTT AAG GAG GAG AAA CTG GAG GAA GCC ATG CAA 
       A   D   R   R   K   M   D   G   N   S   L   F   K   E   E   K   L   E   E   A   M   Q  
 
1496  CAG TAT GAA ATG GT TATGCATCTC TCTCTATCTC TATCTCTCTT TCCAACAATT ACGGTCAAAG TTTAGGTTTT 
       Q   Y   E   M    
 
1570  CAGGCATACT TAGTGAGTCT GCTCGAGGCT CTTGTGTCTT CTTTCGGCTT TTGATTAGTC ATGGTTTTGC TGTTTCAG 
 
1648  GCC ATA GCA TAC ATG GGG GAC GAT TTT ATG TTT CAG CTG TAT GGG AAG TAC CAG GAT ATG GCT TTA 
       A   I   A   Y   M   G   D   D   F   M   F   Q   L   Y   G   K   Y   Q   D   M   A   L  
 
1714  GCA GTT AAA AAC CCA TGC CAT CTT AAC ATA GCA GCT TGC CTC ATC AAA CTA AAA CGA TAC GAT GAA 
       A   V   K   N   P   C   H   L   N   I   A   A   C   L   I   K   L   K   R   Y   D   E  
 
1780  GCA ATT GGT CAC TGC AAC ATT GTAAGACTC ATCAAACCAT TCATTTGAAG AAAATCATTA AAGTTCATAC 
       A   I   G   H   C   N   I   
 
1850  TCGGTTTCTC GAAATCTAAT CAAACTCAAA ACCTTATCAG GTG TTG ACA GAA GAA GAG AAA AAC CCA AAA GCA 
                                                   V   L   T   E   E   E   K   N   P   K   A  
 
1923  CTG TTC AGA AGA GGG AAA GCA AAG GCA GAG CTA GGA CAG ATG GAC TCA GCA CGT GAT GAT TTC CGA 
       L   F   R   R   G   K   A   K   A   E   L   G   Q   M   D   S   A   R   D   D   F   R  
 
1989  AAG GCA CAA AAG TAT GCT CCT GAC GAC AAG GCG ATT AGA AGA GAG CTA CGA GCA CTT GCA GAG CAA 
       K   A   Q   K   Y   A   P   D   D   K   A   I   R   R   E   L   R   A   L   A   E   Q  
 
2055  GAG AAA GCC TTG TAC CAA AAG CAG AAA GAA ATG TAC AAA GGA ATA TTC AAA GGG AAA GAT GAA GGT 
       E   K   A   L   Y   Q   K   Q   K   E   M   Y   K   G   I   F   K   G   K   D   E   G  
 

A 
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200 pb 

ATG TAA 

 
2121  GGT GCT AAG TCA AAG AGC CTT TTT TGG TTG ATA GTG TTA TGG CAA TGG TTT GTT TCC CTT TTC 
       G   A   K   S   K   S   L   F   W   L   I   V   L   W   Q   W   F   V   S   L   F  
 
2184  TCC CGT ATC TTT CGA CGC CAC AGA GTT AAA GCA GAT TAA TGTATGAAG AAGGGTAACA ATTCAACTCT... 
       S   R   I   F   R   R   H   R   V   K   A   D   * 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 
 

Figura 50.- Estructura del gen UCU2 y su producto proteico. (A) Secuencias nucleotídica y 
peptídica del gen UCU2. Los nucleótidos se numeran a la izquierda y los exones se indican en 
cursiva. (B) Estructura de la unidad de transcripción del gen UCU2. Los rectángulos coloreados 
representan a los exones, y las líneas que los separan a los intrones. (C) Estructura de la proteína 
UCU2 (AtFKBP42). TPR: repetición del tetratricopéptido. Tm: dominio transmembrana. Las líneas 
rojas indican puntos de N-miristilación. 

 

y la estabilización de numerosas proteínas (Galat, 2000): El gen UCU2 cifra una 

isomerasa de la subfamilia FKBP de las inmunofilinas de Arabidopsis thaliana (Figura 50). 

El análisis bioinformático de la secuencia proteica deducida a partir de la 

nucleotídica de UCU2 (Figura 50C) indica la existencia de un dominio de 99 aminoácidos 

con presunta actividad isomerasa (residuos 58 a 156). Hemos constatado la presencia de 

tres dominios del tipo denominado “repeticiones del tetratricopéptido”, entre los 

aminoácidos 179 y 212, 230 y 263, y 264 y 297, cuya presunta función es la de participar 

en la formación de complejos multiproteicos (Blatch y Lassle, 1999), así como cinco 

señales de modificación postraduccional por N-miristilación. La proteína contiene un 

dominio hidrofóbico, desde el residuo 338 al 357, cuya estructura de hélice α sugiere su 

integración en las membranas celulares. También hemos identificado secuencias de 

fosforilación por la quinasa de calmodulina II (CaMII) y las quinasas de caseína I y II (CKI 

y CKII), pero ninguna para la fosforilación por la quinasa GSK3-β, la ortóloga de UCU1. 

 

B 

C 

1 365 aminoácidos

5′ 3′

PPIasa TPR TPRTPR TmPPIasa TPR TPRTPR TmH3N COOH
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Figura 51.- Una hipótesis acerca de la relación filogenética entre algunos miembros 
representativos de la subfamilia FKBP de las inmunofilinas. La longitud de las ramas del árbol es 
proporcional a la distancia entre los miembros de la subfamilia. La barra de escala indica una 
distancia evolutiva de 0,1 sustituciones de aminoácidos por cada posición. Las proteínas se denotan 
con dos letras, que indican la especie a la que cada una de ellas corresponde, seguidas de su número 
de acceso (Ec: Escherichia coli; Sc: Saccharomyces cerevisiae; Dd: Dictyostelium discoideum; Ce: 
Caenorhabditis elegans; Dm: Drosophila melanogaster; At: Arabidopsis thaliana; Vf: Vicia faba; 
Ta: Triticum aestivum; Oc: Oryctolagus cuniculus; Xl: Xenopus laevis; Gg: Gallus gallus; Mm: 
Mus musculus; Hs: Homo sapiens). 

 

La comparación de la secuencia proteica de UCU2 con las depositadas en las 

bases de datos del GenBank (Benson et al., 2002; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/) 

mediante el programa BLASTP (Altschul et al., 1997; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) 

nos ha permitido identificar algunos de sus ortólogos y sus regiones conservadas. UCU2 

(AtFKBP42) presenta una semejanza del 50 y el 46%, y una identidad del 46 y el 28%, 

respectivamente, con las rotamasas FKBP1 [ROF1 (S72485); Vucich y Gasser, 1996] y 

PASTICCINO1 [PAS1 (AL132960); Vittorioso et al., 1998], ambas de Arabidopsis 

thaliana. Su semejanza e identidad con otras FKBP son, respectivamente, del 50 y el 
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32% con la FKBP de 77 kDa del trigo (wFKPB77; T06489), y del 52 y el 29% con la FKBP 

de 59 kDa del ratón (AAH03447). Todas estas FKBP contienen tres dominios PPIasa, 

frente al único presente en UCU2. Esta última es además la única que presenta un 

dominio transmembrana y se ubica en la membrana plasmática y la vacuolar 

(Kamphausen et al., 2002). 

Hemos obtenido un alineamiento múltiple de las 23 FKBP más parecidas a UCU2, 

alineando únicamente uno de sus dominios catalíticos, y calculado la matriz de sus 

distancias mediante el programa CLUSTALX 1.5b (Thompson et al., 1997; véase el 

apartado III.9.3.2 de Materiales y Métodos, en la página 86). En la Figura 51 aparece el 

árbol filogenético así obtenido, cuya representación gráfica se realizó con el programa 

TreeView 1.40 (Page, 1996; véase el apartado III.9.3.2 de Materiales y Métodos, en la 

página 86). 

 

IV.4.2.3.1.- Construcción y transferencia de transgenes 
Aplicando un razonamiento similar al expuesto en relación a UCU1 en el apartado 

IV.3.2.3.5, en la página 147, hemos intentado confirmar mediante rescate fenotípico la 

identidad de UCU2. Para ello, hemos amplificado por PCR un segmento de 2.441 pb del 

gen At3g21640, que contiene íntegramente su región codificante, empleando los 

cebadores ClonMIL23.10F y ClonMIL23.4R (véanse el apartado III.11 de Materiales y 

Métodos, en la página 89, y la Figura 52) y el ADN plasmídico del clon BAC MIL23 como 

molde. Hemos digerido el producto de amplificación así obtenido con KpnI y XbaI, cuyas 

dianas están presentes en los extremos 5′ de los oligonucleótidos empleados como 

 
 

Figura 52.- Construcción de transgenes para el rescate fenotípico de los mutantes ucu2. Se 
representa la región del genoma de Arabidopsis thaliana que contiene a los genes At3g21640 y 
At3g21650. Los rectángulos negros representan a los exones y las flechas verdes a los cebadores 
utilizados para la construcción de los transgenes. Se indican las dianas de restricción incluidas en el 
extremo 5′ de los oligonucleótidos. 
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cebadores. El producto de esta restricción fue insertado en el vector pART7, previamente 

digerido con KpnI y XbaI (véanse los apartados III.6.4 y III.11 de Materiales y Métodos, en 

las páginas 80 y 89, respectivamente). El inserto quedó así flanqueado por el promotor 

35S y el terminador ocs. Hemos empleado esta construcción para transformar células 

DH5α de Escherichia coli (véase el apartado III.12.1.2 de Materiales y Métodos, en la 

página 92), aislando 45 presuntos transformantes, 15 de los cuales contenían el inserto 

esperado, según pudimos demostrar mediante su amplificación por PCR. Hemos aislado 

el ADN plasmídico de tres de estos clones, que fue digerido a continuación con NotI, 

cuyas dianas flanquean al promotor 35S y el terminador ocs, lo que libera el fragmento 

35S:At3g21640:ocs, de unas 4,5 kb, que fue clonado en el vector binario pART27 (véase 

el apartado III.11 de Materiales y Métodos, en la página 89). La construcción resultante 

fue utilizada para transformar células DH5α de Escherichia coli. Se comprobó, mediante 

amplificación por PCR con los cebadores ClonMIL23.10F y ClonMIL23.4R (Figura 52), 

que 13 de los 14 presuntos transformantes presentaban el inserto esperado, cuya 

integridad se confirmó posteriormente mediante restricción con NotI (Figura 53A-B). Con 

el ADN plasmídico de estos clones hemos transformado células C58C1 de Agrobacterium 

tumefaciens (véase el apartado III.12 de Materiales y Métodos, en la página 91), 

comprobando después mediante PCR que 8 de los 9 presuntos transformantes 

presentaban el inserto esperado. 

Empleando los cebadores ClonPP2A.1F y ClonMIL23.4R (véanse el apartado 

III.11 de Materiales y Métodos, en la página 89, y la Figura 52), hemos amplificado un 

producto de 4.457 pb, que incluye la región codificante de los genes At3g21650 y 

At3g21640 las 682 pb que los separan. Procediendo según se indica en el párrafo 

anterior se obtuvo una construcción empleando el vector pART7, y se comprobó, 

mediante amplificación por PCR, que sólo 8 de los 44 presuntos transformantes 

obtenidos contenían un inserto que incluía a At3g21640 y At3g21650. El ADN plasmídico 

de estos clones fue digerido con NotI, y el fragmento 35S:At3g21650-40:ocs se insertó en 

el vector pART27, tal como se indicó en el párrafo anterior. Hemos transformado células 

DH5α de Escherichia coli con esta construcción y hemos aislado 19 presuntos 

transformantes, 14 de los cuales contenían el inserto esperado. La integridad de la 

construcción se confirmó mediante su digestión con NotI (Figura 53B), que separa el 

inserto del vector pART27. A continuación se transformaron células C58C1 de 

Agrobacterium tumefaciens con el ADN plasmídico procedente de estos clones y se 

aislaron 7 clones de Agrobacterium tumefaciens que contenían el inserto de los  
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Figura 53.- Comprobación de la integridad de las construcciones diseñadas para el rescate 
fenotípico de los mutantes ucu2. La imagen representa la visualización, en un gel del 1% de 
agarosa teñido con bromuro de etidio, de los fragmentos obtenidos de la restricción de las 
construcciones. (A) Estudio de las construcciones obtenidas con el vector pART7. La digestión con 
XbaI lineariza la molécula y con NotI se separa el inserto del vector. Las puntas de flecha indican el 
fragmento de restricción que corresponde al vector. (B) Estudio de las construcciones obtenidas 
con el vector pART27. En este caso la digestión doble con XbaI y KpnI separa el fragmento de 
ADN genómico clonado previamente en pART7. 

 

9 presuntos transformantes. Hemos utilizado estos clones para la transformación in 

planta de Arabidopsis thaliana (véase el apartado III.12.2.1 de Materiales y Métodos, en 

la página 94). Se transformaron plantas ucu2-3/ucu2-3 con dos clones de Agrobacterium 

tumefaciens, uno de los cuales contenía la construcción integrada por el vector pART27 y 
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el inserto 35S:At3g21640:ocs, y otro que incorporaba el inserto 35S:At3g21650-40:ocs y 

el vector pART27. 

 

Tabla 35.- Segregación de la resistencia a kanamicina en plantas transgénicas 

obtenidas para el rescate fenotípico de los mutantes ucu2 
T3 

Medio sin suplementar Medio con kanamicina
Transgén 

T2 

Silvestre UcuE χ2 KanR KanS χ2 
Silvestre (1) 77 34 1,589 142 63 0,063
Silvestre (2) 76 38 3,789 100 58 2,364
Silvestre (3) 70 32 1,882 98 48 4,898
Silvestre (4) 140 50 0,112 84 47 1,528
Silvestre (5) 59 24 0,486 63 23 3,172

35S:At3g21640:ocs 

Silvestre (6) 21 8 0,011 48 19 0,065
35S:At3g21650-40:ocs Silvestre (7) 63 21 0,016 123 63 0,466

Se siguen las pautas definidas para la Tabla 13, en la página 107. El valor de χ2 representa el ajuste 
de los datos de la población T3 estudiada a una segregación fenotípica 3:1. 
 

Las semillas T2 procedentes de la autofecundación de las plantas T1 sometidas a 

infiltración se sembraron en medio con kanamicina (véase el apartado III.12.2.2 de 

Materiales y Métodos, en la página 95). Hemos aislado 6 plantas presuntamente 

transformantes portadoras del transgén 35S:At3g21640:ocs y de fenotipo silvestre (Figura 

54A). La segregación fenotípica observada en su progenie T3 sugiere que todas ellas 

eran heterocigotas para el transgén (Tabla 35), cuya presencia fue confirmada mediante 

amplificación de la región de At3g21640 de la que carece el mutante ucu2-3 (Figura 54D). 

Hemos obtenido 4 plantas presuntamente portadoras del transgén 

35S:At3g21650-40:ocs. Sólo una de ellas presentaba el fenotipo silvestre (Figura 54B), 

mientras que las tres restantes (Figura 54C) fueron muy semejantes a los heterocigotos 

ucu1-1/UCU1 y ucu1-2/UCU1 (véase la Figura 18C, en la página 104). 
 

IV.4.2.3.2.- Aislamiento del mutante ucu2-4 
Las colecciones de noqueos (knockouts) constituyen una de las herramientas 

genéticas desarrolladas por la comunidad de investigadores en Arabidopsis thaliana. Una 

de ellas es la del grupo de J. Ecker, que incluye varios miles de estirpes de dominio 

público, cada una de las cuales contiene una inserción de ADN-T cuya posición 
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Figura 54.- Rescate fenotípico del mutante ucu2-3. Las imágenes corresponden a plantas (A) 
ucu2-3/ucu2-3;35S:At3g21640:ocs y (B) ucu2-3/ucu2-3;35S:At3g21650-40:ocs, ambas 
fenotípicamente silvestres. (C) Una planta ucu2-3/ucu2-3;35S:At3g21650-40:ocs cuyo fenotipo es 
UcuI. Las fotografías se tomaron 23 días después de la siembra. Las barras de escala indican 4 mm. 
(D) Visualización, en un gel del 1% en agarosa, teñido con bromuro de etidio, de los productos de 
amplificación obtenidos con ADN genómico de las plantas T2 que se indican y utilizando los 
cebadores SeqMIL23.4F y SeqMIL23.4R (véase la Tabla 34, en la página 157), que flanquean la 
región de At3g21640 delecionada en el mutante ucu2-3. 

 

en el genoma de Arabidopsis thaliana ha sido determinada y publicada 

(http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). 

Tras establecer la identidad del gen UCU2, procedimos a solicitar uno de los 

mutantes (SALK_012836) de la colección de J. Ecker, en el que el ADN-T está insertado 

en el quinto exón de At3g21640. Se estudiaron 14 plantas de esta estirpe, sólo una de las 

cuales mostró un fenotipo indistinguible del de los mutantes ucu2. Hemos obtenido 

familias T4 a partir de la autofecundación de las 13 plantas restantes, en una de las 

cuales se encontraron plantas Silvestres y UcuE en una proporción 3:1, lo que indica que 
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la mutación causante del fenotipo mutante es recesiva. Hemos denominado ucu2-4 a 

este nuevo alelo del gen UCU2, que no hemos caracterizado. Su naturaleza insercional 

sugiere su carácter nulo. 

 

IV.5.- Análisis de interacciones genéticas y de los efectos de dosis génicas 
Hemos obtenido dobles mutantes cruzando las estirpes ucu entre sí y por otras 

que son portadoras de mutaciones que causan enanismo y perturban el desarrollo de la 

hoja. Se seleccionaron para este fin alelos mutantes de los genes DIMINUTO (DIM; 

Takahashi et al., 1995), DE-ETIOLATED2 (DET2; Li et al., 1996), BRASSINOSTEROID 

INSENSITIVE1 (BRI1; Clouse et al., 1996) y AUXIN RESISTANT2 (AXR2; Wilson et al., 

1990), que están implicados en la síntesis o la percepción de algunas fitohormonas. 

También se emplearon alelos mutantes de varios genes INCURVATA (ICU), 

TRANSCURVATA (TCU) y ASYMMETRIC LEAVES (AS) que habían sido identificados 

en el laboratorio de J.L. Micol (Berná et al., 1999; Robles y Micol, 2001) y se caracterizan 

por las deformidades que causan en las hojas vegetativas, que se apartan notablemente 

de la forma plana de las silvestres. 

 

IV.5.1.- Obtención de triploides 
La semidominancia de los alelos ucu1-1 y ucu1-2 puede deberse a su naturaleza 

antimorfa, hipermorfa o neomorfa (Müller, 1932, citado en Wilkins, 1993). 

Alternativamente, podrían ser hipomorfos o nulos si el locus UCU1 fuese 

haploinsuficiente. Con el fin de obtener información sobre la naturaleza funcional de las 

mutaciones ucu1, hemos obtenido plantas triploides UCU1/UCU1/ucu1 a partir de 

cruzamientos entre los mutantes y una estirpe tetraploide (UCU1/UCU1/UCU1/UCU1).  

Del cruzamiento de un tetraploide ( F) por ucu1-1/ucu1-1 (M) obtuvimos 59 

semillas F1 que dieron lugar a 34 plantas aparentemente silvestres (Figura 55B) y 19 que 

resultaron más pequeñas que su parental femenino y cuyas hojas estaban ligeramente 

recurvadas hacia el envés en su región apical (Figura 55C). Las restantes 6 semillas F1 

no germinaron o dieron lugar a plántulas que murieron inmediatamente después de la 

expansión de sus cotiledones. Del cruzamiento de un tetraploide (F) por ucu1-2/ucu1-2 

(M) obtuvimos 25 semillas F1, 12 de las cuales dieron lugar a plantas silvestres y 10 más 

pequeñas que su parental femenino y con las hojas recurvadas hacia el envés, siendo 3 

las que no germinaron o mostraron letalidad temprana. A pesar de que la mutación 

ucu1-3 presenta un modo de herencia recesivo, también cruzamos un tetraploide por una 

planta ucu1-3/ucu1-3. De este último cruzamiento se obtuvieron 23 semillas F1, que 
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produjeron 10 plantas silvestres, 10 más pequeñas que su parental femenino y con las 

hojas recurvadas hacia el envés y 3 que no germinaron o mostraron letalidad temprana. 

Para descartar la eventual autofecundación del tetraploide, se analizó el 

polimorfismo de los marcadores AthACS, AthZFPG, nga361, AthCHIB, AthGAPab y 

nga1111 de los cromosomas 1, 1, 3, 3 y 4, respectivamente, en 6 plantas F1, 4 de ellas 

fenotípicamente silvestres y 2 de las pequeñas y con las hojas recurvadas hacia el envés, 

 
 

Figura 55.- Fenotipo de los triploides UCU1/UCU1/ucu1. Roseta basal de (A) una planta 
tetraploide y de (B, C) dos descendientes triploides de un cruzamiento UCU1/UCU1/UCU1/UCU1 
× ucu1-1/ucu1-1, uno de ellos fenotípicamente silvestre (B) y otro con las hojas ligeramente 
recurvada hacia el envés (C). Las fotografías fueron tomadas 21 días después de la siembra. Las 
barras de escala indican 4 mm. 

 

comprobándose la presencia simultánea de los alelos de estos microsatélites de Ler y 

Col-1. Esto indica que las plantas F1 tenían, al menos, una copia del genoma de cada 

parental, lo que permite descartar la posibilidad de que fuesen resultado de la 

autofecundación del tetraploide. 

El fenotipo silvestre de algunos individuos triploides UCU1/UCU1/ucu1 podría 

explicarse si asumimos que el alelo recesivo ucu1-3 es hipomorfo y que los alelos 

semidominantes ucu1-1 y ucu1-2 son antimorfos. Alternativamente, ucu1-1 y ucu1-2 

podrían ser nulos o extremadamente hipomorfos si el gen UCU1 fuese haploinsuficiente. 

 

IV.5.2.- Obtención de dobles mutantes 
IV.5.2.1.- Análisis de las interacciones entre mutaciones ucu 

Aunque la morfología foliar de las plantas ucu1-1/ucu1-1 y ucu2/ucu2 es 

prácticamente indistinguible, difieren en otros rasgos de su fenotipo pleiotrópico, como la 

A B C
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rotación helicoidal de los órganos de las segundas (véase el apartado IV.2, en la página 

108). Con el propósito de obtener su combinación doble mutante, hemos realizado 

cruzamientos entre las estirpes ucu1 y ucu2, según se recoge en la Tabla 36. 

 

Tabla 36.- Segregación fenotípica en la progenie F2 de varios 

cruzamientos entre los mutantes ucu1 y ucu2 
F2 

Cruzamiento ( F × M) 

F1 
Silvestre UcuI UcuE UcuEH UcuD Presuntos 

dobles 
mutantes 

χ2 

ucu1-1/ucu1-1 × ucu2-1/ucu2-1 38 UcuI 47 111 54 51  13 2,135a 
ucu1-2/ucu1-2 × ucu2-1/ucu2-1 9 UcuI 54 104 60 56  14 1,778a 
ucu1-3/ucu1-3 × ucu2-1/ucu2-1 30 Silvestre 147   57 58 11 4,001b 
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 12, en la página 106. El valor de χ2 representa el ajuste 
de los datos de la población F2 estudiada a una segregación fenotípica a3:6:3:3:1 (que corresponde a 
una modificación de la segregación 3:6:3:1:2:1, ya que los individuos ucu1-1/UCU1;ucu2-1/ucu2-1 
y ucu1-1/ucu1-1;ucu2-1/ucu2-1 son indistinguibles) o b9:3:3:1. 
 

En la F2 del cruzamiento ucu1-1/ucu1-1 × ucu2-1/ucu2-1 sólo hemos podido 

identificar inequívocamente 5 de las 6 clases fenotípicas esperadas (Tabla 36). Una de 

ellas fue aparentemente silvestre y otra presentaba un fenotipo UcuI, cuyos respectivos 

genotipos deben ser UCU1/UCU1;UCU2/− y ucu1-1/UCU1;UCU2/−. Otra clase fenotípica, 

que resultó ser UcuE, debe corresponder al genotipo ucu1-1/ucu1-1;UCU2/−. También 

aparecieron plantas con un fenotipo UcuE y rotación helicoidal en sus órganos (véase la 

columna encabezada como UcuEH en la Tabla 36), cuyos genotipos son 

UCU1/UCU1;ucu2-1/ucu2-1 y ucu1-1/UCU1;ucu2-1/ucu2-1, que son indistinguibles 

(véase la Figura 18E, en la página 104). La clase presuntamente doble mutante fue 

identificada por exclusión y presentaba un fenotipo que puede considerarse meramente 

aditivo, ya que su roseta es muy compacta, de color verde oscuro y de aspecto 

translúcido, con las hojas vegetativas pequeñas y arrugadas de peciolo muy corto 

(Figura 56A). Presentan además rotación helicoidal de la raíz y las silicuas, y apenas 

producen semillas (Figura 56C-D). El fenotipo foliar de estas plantas es muy similar al de 

los mutantes bri1/bri1, en los que el receptor de los brasinosteroides es inactivo (Li y 

Chory, 1997). La naturaleza doble mutante de estas plantas fue confirmada analizando 

familias F3 informativas (Tabla 37). 

 



Resultados    175 

 

 

Figura 56.- Fenotipo de los dobles mutantes ucu1 ucu2. Las imágenes corresponden a rosetas de 
plantas (A) ucu1-1/ucu1-1;ucu2-1/ucu2-1 y (B) ucu1-3/ucu1-3;ucu2-1/ucu2-1. (C) Inflorescencia y 
(D) detalle de un pistilo que manifiesta rotación helicoidal de una planta 
ucu1-1/ucu1-1;ucu2-1/ucu2-1. Las fotografías fueron tomadas 23 (A, B) y 35 (C, D) días después 
de la siembra. Las barras de escala indican 2 (D), 3 (A, B) y 10 (C) mm. 
 

Tabla 37.- Segregación fenotípica en la progenie F3 de varios 

cruzamientos entre los mutantes ucu1 y ucu2 
F3 

Cruzamiento ( F × M) 

F2a 
UcuD UcuE Presuntos 

dobles mutantes 
χ2 

UcuE (2)  42 12 0,099 ucu1-1/ucu1-1 × ucu2-1/ucu2-1 
UcuE (6)  45 19 0,521 
UcuE (1)  50 12 0,774 ucu1-2/ucu1-2 × ucu2-1/ucu2-1 
UcuE (3)  26 8 0,000 
UcuD (1) 98  36 0,159 ucu1-3/ucu1-3 × ucu2-1/ucu2-1 
UcuD (5) 100  40 0,771        

Se siguen las pautas definidas para la Tabla 12, en la página 106. aAparecen en esta columna las 
plantas F2, a las que se asignó el número que aparece entre paréntesis, a partir de las cuales se 
obtuvo la familia F3 cuya segregación fenotípica se indica. Se recogen en la tabla sólo aquellas 
familias F3 que resultaron informativas, dado que incluyeron plantas que eran presuntos dobles 
mutantes. El valor de χ2 representa el ajuste de los datos de la población F3 estudiada a una 
segregación fenotípica 3:1. 

 

Hemos analizado también la progenie F2 y F3 de los cruzamientos ucu1-2/ucu1-2 

× ucu2-1/ucu2-1 y ucu1-3/ucu1-3 × ucu2-1/ucu2-1 (Tabla 36 y 37). Los fenotipos de los 

dobles mutantes ucu1-3/ucu1-3;ucu2-1/ucu2-1, ucu1-1/ucu1-1;ucu2-1/ucu2-1 y 

ucu1-2/ucu1-2;ucu2-1/ucu2-1 son indistinguibles (Figura 56A-B), a pesar de que ucu1-3 

A B C D 
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es un alelo de UCU1 mucho más débil que ucu1-2. Estos resultados sugieren la 

aditividad de los efectos fenotípicos de estas mutaciones. 

 

IV.5.2.2.- Análisis de las interacciones con mutaciones que perturban la 
síntesis o la señalización hormonal 

Se ha generalizado el uso del vocablo “señalización” para referirse a la 

transducción de las señales hormonales y de otros tipos. El enanismo de los mutantes 

ucu (véase el apartado IV.2.2.1, en la página 115) es similar al causado por las 

mutaciones en los genes implicados en la síntesis de los brasinosteroides, como DIM y 

DET2, o en su percepción, como BRI1, o en la señalización de las auxinas, como AXR2 

(véase el apartado IV.2.2.1, en la página 115). Además, las mutaciones ucu1 producen 

insensibilidad a los brasinosteroides e hipersensibilidad a las auxinas (véase el apartado 

IV.2.3, en la página 119). Hemos intentado establecer las eventuales interacciones entre 

las mutaciones ucu y algunas de las que dañan a genes implicados en la síntesis o la 

señalización de varias fitohormonas, tal como se describe a continuación. 

 

IV.5.2.2.1.- Los dobles mutantes ucu dim 
El producto del gen DIMINUTO (DIM), también llamado DWARF1 (DWF1), es una 

proteína homóloga a las oxidorreductasas dependientes de FAD (dinucleótido de flavina y 

adenina), que se ubica en la membrana del retículo endoplásmico y participa en la 

síntesis de los brasinosteroides (Klahre et al., 1998). Las plantas dim-1/dim-1 son enanas 

(véase la Figura 57D) debido a una elongación celular deficiente (Takahashi et al., 1995), 

un fenotipo que puede normalizarse por completo mediante la administración de 

brasinosteroides (Klahre et al., 1998). La mutación dim-1 es recesiva. 

Hemos llevado a cabo varios cruzamientos ucu1/ucu1 × dim-1/dim-1 (Tabla 38), 

las segregaciones fenotípicas observadas en su F2 se ajustaron a lo esperado de la 

plantas de genotipo ucu1-1/UCU1;dim-1/dim-1. Hemos considerado aditivo el fenotipo del 

doble mutante ucu1-1/ucu1-1;dim-1/dim-1, que se caracteriza por una roseta muy 

compacta de color verde oscuro, con las hojas muy pequeñas, recurvadas hacia el envés 

y ligeramente arrugadas (véase la Figura 57E, en la página 177). Las proporciones 

observadas en la F2 del cruzamiento ucu1-3/ucu1-3 × dim-1/dim-1 (Tabla 38) se ajustan a 

lo esperado de una segregación 9:3:3:1, lo que corrobora la hipótesis de la inexistencia 

de interacción entre ambas mutaciones. El fenotipo de los dobles mutantes 

ucu1-3/ucu1-3;dim-1/dim-1 (Figura 57F) es indistinguible del de los ucu1-1/ucu1-1; 

dim-1/dim-1, lo que confirma la aditividad de las mutaciones dim y ucu1. 
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Figura 57.- Fenotipo de los dobles mutantes ucu1 det2, ucu1 dim-1 y ucu1 bri1. Las fotografías 
corresponden a plantas (A) det2-1/det2-1, (B) ucu1-3/ucu1-3;det2-1/det2-1, (C) ucu1-2/ucu1-2; 
det2-1/det2-1, (D) dim-1/dim-1, (E) ucu1-1/ucu1-1;dim-1/dim-1, (F) ucu1-3/ucu1-3;dim-1/dim-1, 
(G) dim-1 ucu2-1/dim-1 ucu2-1, (H) bri1-1/bri1-1, e (I) ucu1-1/ucu1-1;bri1-1/bri1-1. Las 
fotografías fueron tomadas 23 días después de la siembra. Las barras de escala indican 3 mm. 

 

El cruzamiento dim-1/dim-1 × ucu2-1/ucu2-1 se llevó a cabo inicialmente con el 

propósito de determinar el eventual alelismo entre las mutaciones dim-1 y ucu2-1, dado 

que sus posiciones de mapa son vecinas (véase el apartado IV.4.1, en la página 149) y 

sus fenotipos muy parecidos. Se obtuvieron 54 plantas F1, todas las cuales presentaron 

fenotipo silvestre, lo que nos permitió descartar el alelismo entre ucu2-1 y dim-1. Hemos 

analizado la segregación fenotípica en varias familias de la F2 de este cruzamiento pero 

sólo hemos identificado tres de las cuatro clases fenotípicas esperadas. En concreto, 
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obtuvimos 224 plantas de fenotipo silvestre, 119 UcuEH y 110 Dim, estas últimas 

idénticas al parental dim-1/dim-1. Esta segregación fenotípica se ajusta aceptablemente a 

la proporción 1:2:1 (UcuEH:Silvestre:Dim; χ2 = 0,413). La interpretación más verosímil 

para tales resultados es la existencia de un ligamiento muy íntimo entre los genes UCU2 

y DIM, lo que es congruente con la proximidad entre sus posiciones de mapa. 

 

Tabla 38.- Segregación fenotípica en la progenie F2 

de varios cruzamientos ucu1/ucu1 × dim-1/dim-1 
F2 

Cruzamiento ( F × M) 

F1 
Silvestre UcuI UcuE Dim UcuI Dim UcuD Presuntos 

dobles 
mutantes 

χ2 

ucu1-1/ucu1-1 × dim-1/dim-1 38 UcuI 150 293 136 47 104  54 1,847a 
ucu1-2/ucu1-2 × dim-1/dim-1 3 UcuI 19 34 14 5 16  6 2,567a 
ucu1-3/ucu1-3 × dim-1/dim-1 18 Silvestre 157   57  54 10 3,656b 
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 37, en la página 175. El valor de χ2 representa el ajuste 
de los datos de la población F2 estudiada a una segregación fenotípica a3:6:3:1:2:1 o b9:3:3:1. 

 

Tabla 39.- Segregación fenotípica en la progenie F3 

de varios cruzamientos ucu1/ucu1 × dim-1/dim-1 
F3 

Cruzamiento ( F × M) 

F2 
UcuD UcuE Presuntos dobles 

mutantes 
χ2 

ucu1-1/ucu1-1 × dim-1/dim-1 UcuE (1)  43 16 0,051 
UcuD (2) 54  18 0,076 
UcuD (4) 47  18 0,128 
UcuD (5) 35  11 0,000 
UcuD (7) 36  11 0,007 

ucu1-3/ucu1-3 × dim-1/dim-1 

UcuD (10) 58  18 0,018       
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 37, en la página 175. El valor de χ2 representa el ajuste 
de los datos de la población F3 estudiada a una segregación fenotípica 3:1. 

 

Para la identificación de los dobles mutantes ucu2-1 dim-1/ucu2-1 dim-1 hemos 

seleccionado plantas F2 de fenotipo Dim, cuyos posibles genotipos eran UCU2 

dim-1/UCU2 dim-1 y ucu2-1 dim-1/UCU2 dim-1, a partir de las cuales hemos establecido 

familias F3. Una de ellas incluyó 11 plantas Dim y 4 muy similares a éstas pero con las 

hojas ligeramente recurvadas hacia el envés y con raíces helicoidalmente rotadas 

(Figura 57G), que deben ser los dobles mutantes (χ2 3:1 = 0,022). También en este caso no 
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cabe otra interpretación que la de la aditividad de los fenotipos mutantes y, en 

consecuencia, la inexistencia de una relación entre las funciones de los genes UCU2 y 

DIM. 

 

IV.5.2.2.2.- Los dobles mutantes ucu1 det2 
Las plantas homocigóticas para las mutaciones de-etiolated2 (det2) son enanas, 

con una roseta compacta de hojas pequeñas y redondeadas, ligeramente asimétricas y 

arrugadas y de peciolo corto. Su inflorescencia es pequeña y son estériles (Figura 57A; Li 

et al., 1996). El producto del gen DET2, que radica en el cromosoma 2 de Arabidopsis 

thaliana, es una reductasa de esteroides, homóloga a las de los mamíferos, que cataliza 

una etapa inicial de la biosíntesis de los brasinosteroides (Li et al., 1996). 

 

Tabla 40.- Segregación fenotípica en la progenie F2 

de varios cruzamientos ucu1/ucu1 × det2-1/det2-1 
F2 

Cruzamiento ( F × M) 

F1 
Silvestre UcuI UcuE Det2 UcuI Det2 UcuD Presuntos 

dobles 
mutantes 

χ2 

ucu1-1/ucu1-1 × det2-1/det2-1 34 UcuI 30 65 31 18 30  9 7,557a

ucu1-3/ucu1-3 × det2-1/det2-1 26 Silvestre 89   36  44 11 4,751b

Se siguen las pautas definidas para la Tabla 37, en la página 175. El valor de χ2 representa el ajuste 
de los datos de la población F2 estudiada a una segregación fenotípica a3:6:3:1:2:1 o b9:3:3:1. 

 

Tabla 41.- Segregación fenotípica en la progenie F3 

de varios cruzamientos ucu1/ucu1 × det2-1/det2-1 
F3 

Cruzamiento ( F × M) 

F2 
UcuD UcuE Presuntos dobles 

mutantes 
χ2 

ucu1-1/ucu1-1 × det2-1/det2-1 UcuE (3)  32 9 0,073 
UcuD (1) 64  26 0,533 
UcuD (2) 73  20 0,434 
UcuD (3) 70  24 0,000 

ucu1-3/ucu1-3 × det2-1/det2-1 

UcuD (6) 60  29 3,341       
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 37, en la página 175. El valor de χ2 representa el ajuste 
de los datos de la población F3 estudiada a una segregación fenotípica 3:1. 

 

Hemos realizado cruzamientos entre mutantes det2-1, ucu1-1 y ucu1-3. En la 

progenie F2 del cruzamiento ucu1-1/ucu1-1 × det2-1/det2-1 fue posible distinguir las 
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clases fenotípicas que se indican en la Tabla 40, lo que sugiere la aditividad de los 

fenotipos mutantes. En la F2 del cruzamiento ucu1-3/ucu1-3 × det2-1/det2-1 aparecieron 

algunos individuos con los fenotipos parentales, otros silvestres, y otros fueron similares a 

los dobles mutantes ucu1-1/ucu1-1;det2-1/det2-1 (Figura 57B). La naturaleza doble 

mutante de estos últimos se comprobó mediante el análisis de familias F3 segregantes 

(Tabla 41). 

 

IV.5.2.2.3.- El doble mutante ucu1 bri1 
El gen BRASSINOSTEROID INSENSITIVE1 (BRI1), que se encuentra cerca del 

telómero inferior del cromosoma 4, cifra el receptor de membrana de los brasinosteroides 

(Li y Chory, 1997). Las plantas bri1/bri1 son extremadamente enanas y presentan una 

expansión reducida de todos sus órganos, una fertilidad escasa y una roseta compacta, 

integrada por hojas arrugadas (Clouse et al., 1996). Este fenotipo tiene algunos rasgos 

comunes con el de los mutantes alterados en la síntesis de los brasinosteroides. 

Dado que los mutantes bri1-1/bri1-1 son estériles, hemos utilizado varias plantas 

de fenotipo silvestre procedentes de la autofecundación de un heterocigoto BRI1/bri1-1 

para cruzarlas por los mutantes ucu1. Sólo dos de ellas, las que hemos denominado 

Silvestre (8) y Silvestre (9), resultaron a su vez heterocigóticas para la mutación bri1-1, 

según pudo comprobarse en la descendencia de su autofecundación, que incluyó plantas 

de fenotipo Bri1. La Tabla 42 recoge la segregación fenotípica obtenida en aquellas 

familias F2 que incluyeron individuos Bri1, que eran por tanto descendientes de una 

planta F1 de genotipo ucu1-1/UCU1;BRI1/bri1-1. La segregación fenotípica se ajustó a lo 

esperado para la progenie de un dihíbrido heterocigótico para una mutación recesiva y 

otra semidominante, asumiendo que no existe ni ligamiento ni interacción entre los genes 

a estudio (3:6:3:1:2:1). De hecho, aunque las mutaciones ucu1 y bri1 se encuentran en el 

cromosoma 4, están separadas por más de 40 cM (véase el apartado IV.3.1, en la página 

125), por lo que puede ignorarse su ligamiento. No hemos logrado distinguir los fenotipos 

de las plantas ucu1-1/UCU1;bri1-1/bri1-1, ucu1-1/ucu1-1;bri1-1/bri1-1 y bri1-1/bri1-1, por 

lo que al agrupar estos genotipos en una sola clase, a la que hemos denominado “Similar 

a Bri1”, la segregación fenotípica esperada se transforma en 3:6:3:4. 

Dadas las dificultades que se comentan en el párrafo anterior para identificar los 

dobles mutantes ucu1-1/ucu1-1;bri1-1/bri1-1, hemos trasplantado a maceta 5 plantas 

UcuE y otras 5 similares a Bri1 de dos de las cuatro progenies F2 en las que apareció 

esta última clase fenotípica, para obtener familias F3. En una de estas últimas, obtenida a 

partir de una planta UcuE de la F2 del cruzamiento Silvestre (9) × ucu1-1/ucu1-1, 
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aparecieron 28 plantas UcuE y 5 similares a Bri1 (χ2 = 1,222), cuyo genotipo debe ser 

ucu1-1/ucu1-1;bri1-1/bri1-1. 

 

Tabla 42.- Segregación fenotípica en la progenie F2 

de varios cruzamientos BRI1/bri1-1 × ucu1-1/ucu1-1 
F2 

Cruzamiento (F × M) 
F1 

Silvestre UcuI UcuE Similar a Bri1 χ2 
Silvestre (8) × ucu1-1/ucu1-1 UcuI (1) 14 32 27 30 6,359

UcuI (1) 13 40 21 14 6,364
UcuI (2) 10 47 19 23 6,710

Silvestre (9) × ucu1-1/ucu1-1 

UcuI (6) 7 26 18 10 7,721       
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 37, en la página 175. El valor de χ2 representa el ajuste 
de los datos de la población F2 estudiada a una segregación fenotípica 3:6:3:4. 

 

Los dobles mutantes ucu1-1/UCU1;bri1-1/bri1-1 y ucu1-1/ucu1-1;bri1-1/bri1-1 son 

muy enanos y presentan una roseta compacta y más pequeña que las de sus parentales, 

integrada por hojas arrugadas y ligeramente curvadas hacia el envés en su región apical 

(Figura 57I). La inflorescencia de estos dobles mutantes es indistinguible de la de su 

parental bri1-1/bri1-1. Dado que se trata de un fenotipo muy extremo, es también en este 

caso muy difícil distinguir entre aditividad, epistasia o sinergia. 

 

IV.5.2.2.4.- Los dobles mutantes ucu1 axr2 
La mutación dominante axr2-1 confiere resistencia al tratamiento con las auxinas, 

el etileno y el ácido abscísico. Los mutantes axr2-1 son enanos y sus hojas están 

arrugadas (Figura 58A; Wilson et al., 1990). El gen AXR2, cuya expresión es inducible 

por las auxinas, cifra la proteína IAA7, que está implicada en la respuesta a estas 

hormonas (Nagpal et al., 2000). 

Hemos realizado varios cruzamientos entre plantas axr2-1/axr2-1 e individuos 

homocigóticos para los alelos semidominantes ucu1-1 y ucu1-2. En ambos casos todas 

las plantas F1 presentaron cotiledones recurvados hacia el haz y una roseta muy 

compacta, integrada por hojas pequeñas, arrugadas y de peciolo corto (Figura 58B). 

Estas plantas ucu1-1/UCU1;axr2-1/AXR2 y ucu1-2/UCU1;axr2-1/AXR2 son estériles. Del 

cruzamiento ucu1-3/ucu1-3 × axr2-1/axr2-1 se obtuvieron 93 plantas F1 similares a las 

ucu1-1/UCU1;axr2-1/AXR2, aunque con un fenotipo mutante menos extremo y fértiles 

(Figura 58C). En la progenie F2 de estas últimas hemos logrado discriminar cuatro clases 

fenotípicas. Dos de ellas presentaron los fenotipos parentales UcuD y Axr2, la tercera fue 
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silvestre, y el resto de los individuos de la F2 resultaron similares a los 

ucu1-3/UCU1;axr2-1/AXR2, algunos de los cuales presentaron un fenotipo más extremo 

que los demás. Hemos optado por definir una clase fenotípica única y relativamente 

heterogénea para todas estas últimas, que hemos denominado Compacta, cuyo genotipo 

es axr2-1/−;ucu1-3/−. Estos resultados se ajustan aceptablemente a una segregación 

fenotípica 9:3:3:1 (Compacta:Silvestre:Axr2:UcuD) asumiendo la existencia de sinergia 

entre las mutaciones a estudio y que la intensidad del fenotipo mutante de las plantas de 

la clase Compacta depende del número de las dosis de los alelos axr2-1 y ucu1-3 

(Figura 59). Las Tabla 43 y 44 recogen los resultados obtenidos en el análisis de las 

segregaciones fenotípicas observadas en la progenie F2 y F3, respectivamente, del que 

se dedujo que el genotipo de las plantas Compacta (2) y Compacta (3) debía ser 

ucu1-3/UCU1;axr2-1/AXR2, mientras que la Compacta (4) podía ser ucu1-3/ucu1-3; 

axr2-1/AXR2 o ucu1-3/ucu1-3;axr2-1/ axr2-1. 

 
 

Figura 58.- Fenotipo de los dobles mutantes ucu1 axr2. Las imágenes corresponden a rosetas de 
plantas (A) axr2-1/axr2-1, (B) ucu1-1/UCU1;axr2-1/AXR2, (C) ucu1-3/UCU1;axr2-1/AXR2, y (D) 
un presunto doble mutante ucu1-3/ucu1-3;axr2-1/axr2-1. Las fotografías fueron tomadas 23 días 
después de la siembra. Las barras de escala indican 3 mm. 

 

A B

C D
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Tabla 43.- Segregación fenotípica en la progenie F2 

de varios cruzamientos entre mutantes ucu1 y axr2 
F2 

Cruzamiento ( F × M) 
F1 

Compacta  Silvestre Axr2 UcuD χ2 
ucu1-1/ucu1-1 × axr2-1/axr2-1 40 Compacta, estéril      
ucu1-2/ucu1-2 × axr2-1/axr2-1 36 Compacta, estéril      
ucu1-3/ucu1-3 × axr2-1/axr2-1 54 Compacta  148 47 47 22 2,088 
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 37, en la página 175. El valor de χ2 representa el ajuste 
de los datos de la población F2 estudiada a una segregación fenotípica 9:3:3:1. 

 

Tabla 44.- Segregación fenotípica en la progenie F3 

de varios cruzamientos entre mutantes ucu1 y axr2 
F3 

Cruzamiento (F × M) 
F2 

Compacta Silvestre Axr2 UcuD χ2 
Compacta (2) 49 14 9 3 3,530a

Compacta (3) 50 11 15 4 1,822a

Compacta (4) 84     

ucu1-3/ucu1-3 × axr2-1/axr2-1 

Axr2 (2)  18 43  0,443b
       
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 37, en la página 175. El valor de χ2 representa el ajuste 
de los datos de la población F2 estudiada a una segregación fenotípica a9:3:3:1 y b3:1. 

 
 

 AXR2;UCU1 axr2-1;UCU1 AXR2;ucu1-3 axr2-1;ucu1-3 

AXR2;UCU1 AXR2/AXR2;UCU1/UCU1 axr2-1/AXR2;UCU1/UCU1 AXR2/AXR2;ucu1-3/UCU1 axr2-1/AXR2;ucu1-3/UCU1 

axr2-1;UCU1 axr2-1/AXR2;UCU1/UCU1 axr2-1/axr2-1;UCU1/UCU1 axr2-1/AXR2;ucu1-3/UCU1 axr2-1/axr2-1;ucu1-3/UCU1 

AXR2;ucu1-3 AXR2/AXR2;ucu1-3/UCU1 axr2-1/AXR2;ucu1-3/UCU1 AXR2/AXR2;ucu1-3/ucu1-3 axr2-1/AXR2;ucu1-3/ucu1-3 

axr2-1;ucu1-3 axr2-1/AXR2;ucu1-3/UCU1 axr2-1/axr2-1;ucu1-3/UCU1 axr2-1/AXR2;ucu1-3/ucu1-3 axr2-1/axr2-1;ucu1-3/ucu1-3 

Figura 59.- Cuadro de Punnet de la autofecundación de una planta ucu1-3/UCU1;axr2-1/AXR2-1. 
Encabezan las filas los genotipos de los gametos masculinos y las columnas los de los femeninos, 
todos los cuales son equiprobables. Se destacan en gris los genotipos que corresponden a la clase 
fenotípicamente silvestre (3/16 del total), en amarillo las plantas Axr2 (3/16) y en azul las UcuD 
(1/16). Las restantes (9/16) corresponden a la clase fenotípica heterogénea descrita en el texto 
(Compacta). 

 

Dado que uno de los efectos fenotípicos de la mutación dominante axr2 es la 

ausencia de los pelos radiculares, hemos estudiado este rasgo en la progenie F2 del 

cruzamiento ucu1-3/ucu1-3 × axr2-1/axr2-1. Hemos encontrando 124 plantas sin pelos 
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radiculares y 45 con ellos (χ2
12:4 = 0,160). La progenie obtenida de la autofecundación de 

estas últimas incluyó plantas silvestres y UcuD, lo que confirma la hipótesis propuesta en 

la Figura 59. 

 

IV.5.2.3.- Análisis de las interacciones con mutaciones que deforman la hoja 
IV.5.2.3.1.- Los dobles mutantes ucu1 icu 

Los mutantes incurvata (icu) presentan el margen de las hojas vegetativas 

recurvado hacia el haz (Berná, 1997; Berná et al., 1999). El análisis de complementación 

de estos mutantes, realizado en el laboratorio de J.L. Micol, ha permitido establecer que 

corresponden a 10 genes, algunos de los cuales han sido estudiados también por otros 

grupos de investigación: ICU1 [también llamado CURLY LEAF (CLF); Goodrich et al. 

1997], ICU2, ICU3 [HASTY (HST); Telfer y Poethig, 1998], ICU4, ICU5 [SUPRESSOR OF 

HY2 (SHY2); Tian y Reed, 1999; Candela et al., en preparación), ICU6 (AXR3; Rouse et 

al. 1998; Candela et al., en preparación), ICU7, ICU8, ICU9 (AGO1; Sara Jover, Tesis 

doctoral en realización) e ICU15. Con el objetivo de determinar la eventual existencia de 

interacciones entre los genes ICU y UCU, hemos obtenido los correspondientes dobles 

mutantes. 

 

IV.5.2.3.1.1.- Los dobles mutantes ucu1 icu2 
Sólo se conoce un alelo mutante del gen ICU2, que es recesivo. Los homocigotos 

icu2 presentan hojas arrugadas y débilmente recurvadas hacia el haz. Su floración es 

temprana y en sus flores los sépalos y los pétalos se transforman parcialmente en 

carpelos. En las hojas de las plantas icu2/icu2 están desreprimidos los genes de 

identidad floral AGAMOUS (AG), APETALA1 (AP1) y AP3 (Ponce et al., 2000; Serrano-

Cartagena et al., 2000).  

Hemos obtenido 11 plantas de fenotipo UcuI en la F1 del cruzamiento icu2/icu2 × 

ucu1-1/ucu1-1. La segregación fenotípica observada en su descendencia F2 (Tabla 45) se 

ajusta a la proporción 3:6:3:1:2:1, que implica la ausencia de interacción entre los genes 

UCU1 e ICU2 y su segregación independiente. El fenotipo de los presuntos dobles 

mutantes identificados, UcuI Icu2 (ucu1-1/UCU1;icu2/icu2), y UcuE Icu2 

(ucu1-1/ucu1-1;icu2/icu2), sugiere la aditividad de ambas mutaciones, que implica la 

ausencia de interacción entre ambos genes. La naturaleza doble mutante de estas 

plantas fue confirmada mediante el estudio de su descendencia F3 (Tabla 45 y Figura 60). 
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Figura 60.- Fenotipo de los dobles mutantes ucu1 icu2. Las imágenes corresponden a una planta 
icu2/icu2 (A) y la roseta basal (B) y una hoja del tercer nudo de una planta ucu1-1/UCU1; 
icu2/icu2 (C). En D se representa la roseta basal del doble mutante ucu1-1/ucu1-1;icu2/icu2 (a la 
izquierda) junto a una planta ucu1-1/ucu1-1 (a la derecha). Las fotografías fueron tomadas 25 días 
después de la siembra. Las barras de escala indican 3 mm. 

 

Tabla 45.- Segregación fenotípica en la progenie F2 y F3 

de varios cruzamientos icu2/icu2 × ucu1-1/ucu1-1 
Clases fenotípicas Segregación Planta que se 

autofecundó Silvestre UcuI UcuE Icu2 UcuI Icu2 UcuE Icu2 Hipótesis χ2 
UcuI (1) F1 14 37 14 9 12 5 3:6:3:1:2:1 3,388
UcuI Icu2 (1) F2    11 20 16 1:2:1 2,106
UcuI Icu2 (2) F2    9 14 10 1:2:1 0,818
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 37, en la página 175. En la primera columna de la 
tabla, la denominación de las plantas indica su pertenencia a la F1 o la F2. 

 

En los individuos ucu1-1/UCU1;icu2/icu2, que presentan un fenotipo UcuI Icu2, el 

limbo está recurvado hacia el envés a lo largo de la vena primaria y su superficie es 

A B

C D
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arrugada. Su peciolo es también más grueso que el de las plantas ucu1-1/UCU1 

(Figura 60B-C). El doble mutante ucu1-1/ucu1-1;icu2/icu2 presenta una roseta compacta, 

con hojas similares a las de las plantas ucu1-1/ucu1-1, aunque ligeramente arrugadas, 

como las del mutante icu2/icu2, y su floración es temprana (Figura 60D). Todo ello 

sugiere la aditividad fenotípica de las mutaciones ucu1 y icu2. 

 

IV.5.2.3.1.2.- Los dobles mutantes ucu1 hst 
Las hojas vegetativas de las plantas icu3/icu3 presentan una curvatura extrema 

del limbo hacia el haz (Figura 61A). El gen ICU3 ha recibido también la denominación de 

HASTY (HST; Telfer y Poethig, 1998). Hemos obtenido 27 plantas de fenotipo UcuI en la 

progenie F1 de un cruzamiento hst-5/hst-5 × ucu1-1/ucu1-1. En la Tabla 46 se muestran 

los resultados del estudio de su descendencia F2 y F3. 

 
 

 

Figura 61.- Fenotipo de los dobles mutantes ucu1 hst-5. Las imágenes corresponden a plantas (A) 
hst-5/hst-5 y (B) ucu1-1/UCU1;hst-5/hst-5. (C) Roseta basal y (D) detalle de una hoja del tercer 
nudo del doble mutante ucu1-1/ucu1-1;hst-5/hst-5. Las fotografías fueron tomadas 25 días después 
de la siembra. Las barras de escala indican 3 mm. 

 

D
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Tabla 46.- Segregación fenotípica en la progenie F2 y F3 

de varios cruzamientos hst-5/hst-5 × ucu1-1/ucu1-1 
Clases fenotípicas Segregación Planta que se 

autofecundó Silvestre UcuI UcuE Hst Hst3 UcuI Icu3 UcuE Hipótesis χ2 
UcuI (1) F2 16 38 16 2 9 6 3:6:3:1:2:1 3,452
UcuI (2) F2 15 40 21 4 7 5 3:6:3:1:2:1 4,377
Icu3 UcuI (1) F3    12 13 10 1:2:1 2,543
Icu3 UcuI (2) F3    9 14 4 1:2:1 1,889
UcuE (3) F3   7   3 3:1 0,000
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 45, en la página 185. 

 

Las plantas de fenotipo Hst UcuI, cuyo genotipo es ucu1-1/UCU1;hst-5/hst-5, 

presentan hojas vegetativas con un limbo muy recurvado hacia el haz, como sus 

ancestros hst-5/hst-5, además de una ligera curvatura hacia el envés menos extrema que 

la de las plantas UcuI (Figura 61B). Los dobles mutantes ucu1-1/ucu1-1;hst-5/hst-5 

presentan un fenotipo Hst UcuE (Figura 61C, D), en el que se manifiestan las 

características de sus parentales. Aunque el fenotipo de estos dobles mutantes pudiera 

considerarse aditivo, algunas de sus características recuerdan más al parental hst-5 que 

al ucu1, lo que sugiere cierto grado de epistasia del gen HST sobre UCU1. 

 

IV.5.2.3.1.3.- Los dobles mutantes ucu1 icu5 
La mutación dominante icu5 produce un fenotipo débil, estando el margen de 

algunas de sus hojas ligeramente recurvado hacia el haz (Figura 62A). Esta mutación es 

un alelo del gen SHY2 (Candela et al., en preparación), cuyo producto es la proteína 

IAA3, que participa en la modulación de la respuesta a las auxinas (Tian y Reed, 1999; 

Tian et al., 2002). 

Las 21 semillas F1 obtenidas del cruzamiento icu5/icu5 × ucu1-1/ucu1-1 dieron 

lugar a plantas pequeñas, de roseta compacta, que resultaron estériles. Además, hemos 

obtenido 39 plantas F1 a partir del cruzamiento icu5/icu5 × ucu1-3/ucu1-3, que 

presentaron un fenotipo (Figura 62A) similar al de las plantas axr2-1/AXR2;ucu1-3/UCU1 

(véase el apartado IV.5.2.2.4, en la página 181). La Tabla 47 recoge los resultados del 

análisis de la progenie F2 de este cruzamiento. La clase que hemos denominado 

Compacta incluye plantas de fenotipo foliar heterogéneo, cuyo genotipo es 

icu5/−;ucu1-3/−. La proporción 9:3:3:1 a la que se ajusta la segregación observada 

implica la existencia de una interacción sinérgica entre los alelos ucu1-3 e icu5 y que la 

 



188    Resultados 

 

 

 

Figura 62.- Fenotipo de los dobles mutantes ucu1 icu5 y ucu1 icu6. Las imágenes corresponden a 
rosetas de plantas (A) ucu1-3/ucu1-3 (izquierda), icu5/icu5 (derecha) e icu5/ICU5;ucu1-3/UCU1 
(centro). (B) Progenie resultante de la autofecundación de una planta icu5/ICU5;ucu1-3/UCU1 y 
(C-D) dos de sus miembros, de la clase fenotípica heterogénea que hemos denominado Compacta. 
(E) Una planta icu6/ICU6 y (F-G) miembros de una familia F3 obtenida a partir de la 
autofecundación de un individuo icu6/ICU6;ucu1-1/ucu1-1, cuyos genotipos más verosímiles son 
(F) icu6/−;ucu1-1/UCU1 y (G) icu6/−;ucu1-1/ucu1-1. Las fotografías fueron tomadas 25 días 
después de la siembra. Las barras de escala indican 3 (A, C-G) y 19 (B) mm. 

 

severidad del fenotipo mutante depende del número de sus copias, tal como se propuso 

anteriormente para axr2-1 (véase el apartado IV.5.2.2.4, en la página 181; Figura 59). 

Hemos obtenido familias F3 a partir de la autofecundación de plantas F2 

icu5/−;ucu1-3/−. Alguna de estas familias estuvo exclusivamente integrada por una clase 

fenotípica, cuyo genotipo debe ser ucu1-3/ucu1-3;icu5/icu5 (Figura 62C-D). 

 

A C

B 
D

E F G
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Tabla 47.- Segregación fenotípica en la progenie F2 

de varios cruzamientos icu5/icu5 × ucu1-3/ucu1-3 
Clases fenotípicas Segregación Planta que se 

autofecundó Compacta Icu5 Silvestre UcuD Hipótesis χ2 
Compacta (1) F1 40 24 17 6 9:3:3:1 5,342
Compacta (2) F1 49 18 17 7 9:3:3:1 0,448
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 45, en la página 185. 

 

IV.5.2.3.1.4.- Los dobles mutantes ucu1 icu6 
La mutación icu6 es un alelo del gen AXR3 (también denominado IAA17; Rouse et 

al. 1998; Candela et al., en preparación), que también participa en la señalización de las 

auxinas. El fenotipo causado por icu6 produce hojas fuertemente recurvadas hacia el haz 

(Figura 62E) y sus raíces carecen por completo de pelos absorbentes. 

La progenie F1 del cruzamiento icu6/AXR3 × ucu1-1/ucu1-1 estuvo compuesta por 

13 plantas UcuI y 8 similares a los parentales icu6/AXR3, aunque con algunos rasgos del 

parental ucu1-1/ucu1-1 (Figura 62F). La Tabla 47 recoge la segregación observada en la 

progenie F2 resultante de la autofecundación de estas últimas, que se ajusta 

aceptablemente a una proporción 1:2:1:2:4:2:4, la que cabe esperar de la 

semidominancia de ucu1-1 y la letalidad recesiva con efecto fenotípico en el heterocigoto 

de icu6. 

 

Tabla 48.- Segregación fenotípica en la progenie F2 

de varios cruzamientos ICU6/icu6 × ucu1-1/ucu1-1 
Clases fenotípicas Segregación Planta que se 

autofecundó Silvestre UcuI UcuE Icu6 Icu6 UcuI Icu6 UcuE No germinaron Hipótesis χ2 
UcuI Icu6 (1) F1 9 9 8 8 25 9 22 1:2:1:2:4:2:4 5,156 
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 45, en la página 185. 

 

Los dobles mutantes icu6/AXR3;ucu1-1/ucu1-1 presentan una roseta muy 

compacta integrada por hojas muy recurvadas hacia el haz. Su ápice está además 

ligeramente recurvado hacia el envés (Figura 62G). El fenotipo de estas plantas, que 

manifiestan en mayor medida los rasgos de su parental icu6 que los de ucu1-1, como la 

ausencia de pelos absorbentes en la raíz, sugiere que la primera de estas mutaciones es 

epistática sobre la segunda. 
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IV.5.2.3.1.5.- Los dobles mutantes ucu1 ago1 
Los mutantes ago1-51 y ago1-52, aislados e inicialmente denominados icu9-1 e 

icu9-2 en el laboratorio de J.L. Micol, manifiestan alteraciones de la dorsoventralidad que 

son patentes en varios de sus órganos, como las hojas vegetativas (Figura 63A). Las 

mutaciones ago1-51 y ago1-52 perturban el procesamiento de los intrones del gen AGO1 

(S. Jover, tesis doctoral en realización). El producto del gen AGO1 es un elemento de la 

maquinaria de silenciamiento génico postranscripcional (Fagard et al., 2000; véase el 

apartado I.4.5.2 de la Introducción, en la página 32). 

 
 

 

Figura 63.- Fenotipo de los dobles mutantes ucu1 ago1. Las imágenes corresponden a rosetas de 
plantas (A) ago1-51/ago1-51, (B) ucu1-1/UCU1;ago1-51/ago1-51, y (C) ucu1-1/ucu1-1; 
ago1-51/ago1-51. Las fotografías fueron tomadas 25 días despúes de la siembra. Las barras de 
escala indican 3 (A-B) y 2 (C) mm. 
 

Hemos realizado el cruzamiento ago1-51/ago1-51 × ucu1-1/ucu1-1. Las 

proporciones fenotípicas obtenidas en su F2, cuyos resultados se indican en la Tabla 49, 

se ajustan a lo esperado de la inexistencia de interacción génica entre dos genes no 

ligados. Sin embargo, los presuntos dobles mutantes ago1-51/ago1-51;ucu1-1/ucu1-1, 

son muy pequeños, con las hojas diminutas, de peciolo corto y ancho, y están 

ligeramente recurvadas hacia el haz. También presentan algunas hojas caliciformes y 

otras parcialmente radializadas, como su parental ago1. Hemos comprobado su 

naturaleza doble mutante mediante el estudio de familias F3 en las que segregó el 

fenotipo Ago1 (Tabla 49 y Figura 63E-F). 
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Tabla 49.- Segregación fenotípica en la progenie F2 y F3 

de varios cruzamientos ago1-51/ago1-51 × ucu1-1/ucu1-1 
Clases fenotípicas Segregación Planta que se 

autofecundó Silvestre UcuI UcuE Ago1 Ago1 UcuI Ago1 UcuE Hipótesis χ2 
UcuI (1) F1 15 25 18 9 15 8 3:6:3:1:2:1 6,830
UcuI (2) F1 17 31 17 6 13 3 3:6:3:1:2:1 1,705
UcuE (1) F2   27   14 3:1 1,374
UcuE (2) F2   41   17 3:1 0,368
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 45, en la página 185. 
 

IV.5.2.3.2- Los dobles mutantes ucu1 tcu y ucu1 as2 
Las estirpes mutantes de la clase fenotípica Transcurvata (Berná, 1997; Berná et 

al., 1999) presentan el margen de sus hojas vegetativas recurvado hacia el envés, de 

forma oblicua a la vena primaria, y corresponden a cuatro grupos de complementación, a 

los que hemos denominado TCU1, TCU2, TCU3 y AS2. Este último agrupa a varios 

alelos de un gen previamente descrito (Iwakawa et al., 2002; véase el apartado I.4.5.1 de 

la Introducción, en la página 30). 

 

IV.5.2.3.2.1.- Los dobles mutantes ucu1 tcu1 
Las hojas vegetativas de las plantas tcu1-1a/tcu1-1a, menos numerosas que las 

silvestres, presentan un peciolo largo y conforman una roseta aparentemente 

desorganizada. Hemos llevado a cabo un cruzamiento tcu1-1a/tcu1-1a × ucu1-2/ucu1-2, 

cuyos descendientes F1 presentaron fenotipo UcuI y dieron lugar a la F2 que se detalla en 

la Tabla 50. Las hojas de los dobles mutantes ucu1-2/UCU1;tcu1-1a/tcu1-1a (Figura 64A) 

presentan el limbo recurvado hacia el envés a lo largo de la vena primaria, como en el 

parental ucu1, y también transversalmente, como en tcu1. Sin embargo, los dobles 

mutantes ucu1-2/ucu1-2;tcu1-1a/tcu1-1a son más pequeños que cualquiera de sus 

parentales (Figura 64B), y presentan un color verde oscuro, siendo su fenotipo similar al 

de las plantas bri1/bri1. Para confirmar la identidad de estos dobles mutantes hemos 

estudiado varias familias F3 obtenidas a partir de plantas F2 cuyo genotipo era 

ucu1-2/UCU1;tcu1-1a/tcu1-1a (Tabla 50). 

Los dobles mutantes de la F2 del cruzamiento ucu1-3/ucu1-3 × tcu1-1a/tcu1-1a 

presentan un fenotipo más extremo que los de sus parentales. Su roseta es muy 

compacta y está integrada por hojas pequeñas, arrugadas y recurvadas hacia el envés 

(Figura 64C-D). Su naturaleza doble mutante fue confirmada mediante el análisis de 
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Figura 64.- Fenotipo de los dobles mutantes ucu1 tcu1. Las imágenes corresponden a plantas (A) 
ucu1-1/UCU1;tcu1-1a/tcu1-1a, (B) ucu1-2/ucu1-2;TCU1/tcu1-1a (a la izquierda) y ucu1-2/ucu1-2; 
tcu1-1a/tcu1-1a (a la derecha), (C) ucu1-3/ucu1-3;TCU1/tcu1-1a (a la izquierda) y 
ucu1-3/ucu1-3;tcu1-1a/tcu1-1a (a la derecha), y (D) ucu1-3/ucu1-3;tcu1-1a/tcu1-1a. Las 
fotografías fueron tomadas 25 (A-C) y 30 (D) días después de la siembra. Las barras de escala 
indican 3 mm. 

 

Tabla 50.- Segregación fenotípica en la progenie F2 y F3 

de varios cruzamientos tcu1-1a/tcu1-1a × ucu1-2/ucu1-2 
Clases fenotípicas Segregación Planta que se 

autofecundó Silvestre UcuI UcuE Tcu1 UcuI Tcu1 UcuE Tcu1 Hipótesis χ2 
UcuI (1) F1 20 51 30 11 13 6 3:6:3:1:2:1 4,369
UcuI (2) F1 22 53 30 12 12 6 3:6:3:1:2:1 5,030
UcuI Tcu (4) F2    28 61 25 1:2:1 0,719
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 45, en la página 185. 
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familias F3 (Tabla 51). Los dobles mutantes ucu1-2/ucu1-2;tcu1-1a/tcu1-1a y 

ucu1-3/ucu1-3;tcu1-1a/tcu1-1a se parecen a los ucu1-3/ucu1-3;axr2-1/axr2-1 (véase el 

apartado IV.5.2.2.4, en la página 181). Hemos considerado sinérgico el fenotipo de estos 

dobles mutantes, lo que sugiere alguna relación entre TCU1 y la señalización de la 

auxina. 

 

Tabla 51.- Segregación fenotípica en la progenie F2 y F3 

de varios cruzamientos ucu1-3/ucu1-3 × tcu1-1a/tcu1-1a 
Clases fenotípicas Segregación Planta que se 

autofecundó Silvestre UcuD Tcu1 UcuD Tcu1 Hipótesis χ2 
Silvestre (1) F1 67 36 25 6 9:3:3:1 6,312
Silvestre (2) F1 57 26 33 7 9:3:3:1 6,864
UcuD (1) F2  67  20 3:1 0,096
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 45, en la página 185. 

 

IV.5.2.3.2.2.- Los dobles mutantes ucu1 tcu2 
Las hojas vegetativas de las plantas tcu2-1b/tcu2-1b están dobladas 

transversalmente hacia el envés, su venación presenta una pigmentación verde más 

intensa que la de los tejidos intervenales, y sus peciolos son más gruesos que los 

silvestres (Figura 65A).  

Hemos realizado un cruzamiento tcu2-1b/tcu2-1b × ucu1-1/ucu1-1, en cuya F2 

esperábamos obtener una segregación 3:6:3:1:2:1, dada la recesividad de tcu2-1b, la 

semidominancia de ucu1-1, la inexistencia de ligamiento entre estas mutaciones y 

asumiendo que no interaccionan. Sin embargo, los fenotipos de las plantas 

ucu1-1/UCU1;tcu2-1b/tcu2-1b (Figura 65C) y ucu1-1/UCU1 son prácticamente 

indistinguibles, al igual los de los individuos ucu1-1/ucu1-1;tcu2-1b/tcu2-1b (Figura 65B) y 

ucu1-1/ucu1-1. Al reducir estas cuatro clases genotípicas a dos fenotípicas, la 

segregación fenotípica observada se ajusta a una proporción 3:8:4:1, según se detalla en 

la Tabla 52. Por su parte, la segregación fenotípica de la progenie F2 del cruzamiento 

ucu1-3/ucu1-3 × tcu2-1b/tcu2-1b se ajustó a una propoprción 9:3:3:1 (χ2 = 5,273). El 

genotipo de los dobles mutantes ucu1-3/ucu1-3;tcu2-1b/tcu2-1b fue confirmado en 

familias F3. También en este caso hemos llegado a la conclusión de que las mutaciones 

ucu1 y tcu2 no interaccionan. 
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Figura 65.- Fenotipo de los dobles mutantes ucu1 tcu2. Las imágenes corresponden a plantas 
(A) tcu2-1b/tcu2-1b, (B) ucu1-1/ucu1-1;tcu2-1b/tcu2-1b (a la izquierda) y ucu1-1/ucu1-1; 
TCU2/tcu2-1b (a la derecha), (C, D) ucu1-1/UCU1;tcu2-1b/tcu2-1b, y (E) ucu1-3/ucu1-3; 
tcu2-1b/tcu2-1b. Las fotografías fueron tomadas 25 días después de la siembra. Las barras de 
escala indican 3 mm. 

 

Tabla 52.- Segregación fenotípica en la progenie F2 y F3 

de varios cruzamientos tcu2-1b/tcu2-1b × ucu1-1/ucu1-1 
Clases fenotípicas Segregación Planta que se 

autofecundó Silvestre UcuI UcuE Tcu2 Hipótesis χ2 
UcuI (1) F2 26 56 38 11 3:8:4:1 3,270 
UcuI (2) F2 10 40 29 8 3:8:4:1 6,349 
UcuI (3) F3 15 21 17 5 3:8:4:1 4,724 
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 45, en la página 185. 

 

IV.5.2.3.2.3.- Los dobles mutantes ucu1 tcu3 
Las plantas tcu3-1a/tcu3-1a presentan un fenotipo Transcurvata más debil que el 

de los restantes miembros de su clase (Figura 66A). La segregación fenotípica en la F2 

de un cruzamiento tcu3-1a/tcu3-1a × ucu1-2/ucu1-2 se ajustó aceptablemente a una 

A B

C D E
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Figura 66.- Fenotipo de los dobles mutantes ucu1 tcu3 y ucu1 as2. Las imágenes corresponden a 
plantas (A) tcu3-1a/tcu3-1a, (B) ucu1-2/UCU1;tcu3-1a/tcu3-1a, (C) ucu1-2/ucu1-2; 
tcu3-1a/tcu3-1a, (D) as2-11/as2-11, y (E, F) ucu1-3/ucu1-3;as2-11/as2-11. Las fotografías fueron 
tomadas 25 días después de la siembra. Las barras de escala indican 3 mm. 

 

segregación 3:6:3:1:2:1 (Tabla 53), la que cabe esperar de la inexistencia de interacción 

génica entre ambos loci. También en este caso fue necesario confirmar la identidad de 

los presuntos dobles mutantes F2 mediante el análisis de familias F3 segregantes. 

 

Tabla 53.- Segregación fenotípica en la progenie F2 y F3 

de varios cruzamientos tcu3-1a/tcu3-1a × ucu1-2/ucu1-2 
Clases fenotípicas Segregación Planta que se 

autofecundó Silvestre UcuI UcuE Tcu3 UcuI Tcu3 UcuE Tcu3 Hipótesis χ2 
UcuI (1) F2 24 45 27 12 18 9 3:6:3:1:2:1 2,422
UcuI (2) F2 23 43 30 11 23 10 3:6:3:1:2:1 5,143
UcuI Tcu (2) F3    36 61 39 1:2:1 1,574
UcuI Tcu (7) F3    24 30 18 1:2:1 3,000
Se siguen las pautas definidas para la Tabla 45, en la página 185. 
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IV.5.2.3.2.4.- El doble mutante ucu1 as2 
Las hojas vegetativas de las plantas as2-11/as2-11 presentan el limbo recurvado 

hacia el envés transversalmente a la vena primaria (Figura 66D). Esta estirpe es 

portadora de una mutación en el gen AS2 (Berná, 1997; Berná et al. 1999), cuyo producto 

es una proteína con cremalleras de leucina implicada en la especificación temprana de 

los primordios (véase el apartado I.4.5.1 de la Introducción, en la página 30). 

Hemos realizado un cruzamiento ucu1-3/ucu1-3 × as2-11/as2-11, en cuya F2 no 

fue posible la asignación inequívoca de todos los individuos a clases fenotípicas, por lo 

que se recurrió a elegir varias plantas muy semejantes a sus parentales ucu1-3/ucu1-3 y 

estudiar su progenie F3. Tal como cabía esperar, algunas de dichas plantas F2 resultaron 

ser ucu1-3/ucu1-3;as2-11/−, y la cuarta parte de su descendencia F3 manifestó un 

fenotipo meramente aditivo, que presuntamente corresponde a los dobles mutantes 

(Figura 66E-F). 
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V.- DISCUSIÓN 
 

V.1.- Justificación de la metodología empleada en esta Tesis 
Tal como ha sucedido en las comunidades de investigadores que concentran su 

atención en sistemas modelo animales como Drosophila melanogaster o Caenorhabditis 

elegans, el análisis causal de cualquier proceso biológico suele tener como punto de 

partida en Arabidopsis thaliana la inducción y aislamiento de mutantes, cuya 

caracterización morfológica y fisiológica se lleva a cabo paralelamente a la identificación 

del gen correspondiente (Page y Grossniklaus, 2002). Esta última se consigue en algunos 

casos a partir de mutaciones insercionales y en la mayoría empleando alelos no 

señalizados, lo que obliga a seguir abordajes posicionales, en los que se acorta 

progresivamente la longitud de la región candidata mediante etapas sucesivas de análisis 

del ligamiento de la mutación a estudio a marcadores moleculares de diferentes tipos 

(Lukowitz et al., 2000). Aunque es muy laborioso, el análisis posicional permite casi 

invariablemente identificar el gen dañado por la mutación, especialmente si se cuenta con 

varios de sus alelos. La disponibilidad de la secuencia del genoma de Arabidopsis 

thaliana supone una gran ayuda en este terreno, dado que permite el desarrollo de 

nuevos marcadores moleculares y la elección de genes candidatos para su 

secuenciación con el objetivo de identificar las mutaciones que eventualmente puedan 

contener.  

En esta Tesis se ha intentado contribuir a la comprensión del desarrollo vegetal en 

general y la organogénesis de la hoja en particular, tomando como material de partida 

varios alelos mutantes de dos genes a los que hemos denominado ULTRACURVATA1 

(UCU1) y UCU2. Hemos considerado a los genes UCU candidatos a estar implicados en 

la especificación y/o el mantenimiento de la dorsoventralidad foliar, dado que sus alelos 

mutantes ucu deforman las hojas vegetativas, confiriéndoles un aspecto circinado, por su 

enrollamiento en espiral hacia el envés, a diferencia de las silvestres, que son aplanadas. 

Hemos caracterizado la morfología y algunos aspectos de la fisiología de los mutantes 

ucu, establecido sus interacciones genéticas entre sí y con mutaciones en otros genes, y 

determinado la naturaleza molecular de los genes UCU, según se discute en los 

apartados que siguen.  

 

V.2.- Aislamiento de los mutantes ucu 
Las hojas de las plantas son órganos laterales que emergen de los flancos del 

meristemo apical del tallo. A su forma y tamaño finales contribuyen la división, la 
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expansión y la diferenciación celular (revisado en Poethig, 1997; Tsiantis y Langdale, 

1998; Scanlon, 2000b; Byrne et al., 2001; Micol y Hake, 2003; véase el apartado I.4, en la 

página 15). Para que las hojas de Arabidopsis thaliana adquieran la bilateralidad que las 

caracteriza y las distingue de otros órganos vegetales, cuya simetría es radial, los tejidos 

dorsales (adaxiales) y ventrales (abaxiales) deben coordinar su crecimiento, mediante 

mecanismos que probablemente operan desde las primeras fases del desarrollo del 

órgano y se mantienen activos hasta que alcanza la madurez. Se deriva de lo anterior 

que los mutantes que muestran desviaciones de la forma plana de la hoja silvestre 

pueden estar alterados en la iniciación o el mantenimiento de los procesos que controlan 

el crecimiento de los tejidos adaxiales y abaxiales, o en su coordinación. 

Los mutantes ucu1-1/ucu1-1, ucu1-2/ucu1-2 y ucu1-3/ucu1-3 fueron aislados tras 

una mutagénesis con EMS, llevada a cabo en el laboratorio de J.L. Micol con anterioridad 

a esta Tesis (Berná, 1997; Berná et al., 1999). Otro tanto ocurrió con la mutación ucu2-1, 

que fue inducida mediante bombardeo con neutrones rápidos (Robles, 1999). El espectro 

de las mutaciones ucu se ha ampliado en esta Tesis mediante la identificación de tres 

nuevos alelos del gen UCU2. Uno de ellos, ucu2-2, fue inducido mediante rayos X y 

formaba parte de una colección de mutantes de dominio público. Los dos restantes, 

ucu2-3 y ucu2-4, fueron inducidos mediante el ADN-T de Agrobacterium tumefaciens. 

Mientras que ucu2-3 fue aislado en una búsqueda de mutantes llevada a cabo en el 

laboratorio de J.L. Micol, ucu2-4 se obtuvo de una colección de noqueos (véase el 

apartado IV.4.2.3.2, en la página 170). 

 

V.3.- Interpretación del fenotipo de los mutantes ucu 
Nuestros resultados sugieren que para la adquisición de la morfología foliar 

aplanada que caracteriza a las hojas silvestres de Arabidopsis thaliana se requieren, 

entre otras, las funciones de los genes UCU1 y UCU2. La actividad del primero de ellos 

parece más necesaria para las células abaxiales que para las adaxiales, así como 

requerirse en mayor medida en las células apicales que en las basales del órgano. Estos 

genes también están implicados en otros aspectos del desarrollo y parecen intervenir en 

la señalización hormonal de las auxinas y los brasinosteroides, tal como se discute más 

adelante. 

La forma circinada de las hojas de los mutantes ucu puede deberse a la 

descoordinación del crecimiento entre sus tejidos adaxiales y abaxiales. Esta 

descoordinación se manifiesta a lo largo del eje longitudinal del órgano, dado que las 

hojas de los mutantes ucu son apreciablemente más cortas que las silvestres, mientras 



Discusión    199 

 

que su expansión lateral parece no estar alterada (véanse los apartados IV.2.1 y IV.2.2.1, 

en las páginas 108 y 115, respectivamente). 

 

V.3.1.- El fenotipo de los mutantes ucu1 
Una causa verosímil de la deformidad de las hojas de los mutantes ucu1 es el 

tamaño de sus células epidérmicas abaxiales, que son considerablemente menores que 

las silvestres, mientras que las adaxiales no parecen manifiestamente alteradas (véase el 

apartado IV.2.1.5, en la página 113; Pérez-Pérez et al., 2002), lo que rinde una superficie 

abaxial menor que la adaxial y conlleva el enrollamiento de la hoja hacia el envés. La 

severa reducción del tamaño de las células del envés que manifiestan los mutantes ucu1 

sugiere que la actividad del gen UCU1 es más necesaria para las células abaxiales, como 

las epidérmicas y las vasculares, que para las adaxiales. También parece requerirse 

diferencialmente la función de UCU1 a lo largo del eje longitudinal de la hoja. En efecto 

(véase el apartado IV.1.3, en la página 107), las distintas combinaciones de los alelos 

ucu1 pueden ordenarse de menor a mayor severidad de su fenotipo mutante, 

observándose en los primeros que se deforma únicamente la región apical de la hoja, 

mientras que en los últimos lo hace todo el limbo y se acorta el peciolo. Es razonable 

proponer, a la vista de estos resultados, que la función de UCU1 se requiere 

diferencialmente a lo largo de los ejes proximodistal y dorsoventral de la hoja, de forma 

análoga a lo que ocurre con la proteína Wingless en el establecimiento de la polaridad del 

disco imaginal del ala de Drosophila melanogaster (Neumann y Cohen, 1997). 

Los brasinosteroides, análogos estructurales de las hormonas esteroides de los 

animales, son reguladores del crecimiento vegetal que controlan procesos de desarrollo 

como la expansión celular, la diferenciación vascular, la etiolación, el desarrollo 

reproductivo y las respuestas al estrés (revisado en Clouse, 1996b; Sakurai y Fujioka, 

1997; Bishop y Yokota, 2001; Bishop y Koncz, 2002). Tal como se comenta en otros 

apartados de esta Tesis, se han descrito numerosos mutantes enanos de Arabidopsis 

thaliana, la mayoría de los cuales son deficitarios en brasinosteroides, como de-etiolated2 

(det2) o diminuto (dim) (véase el apartado IV.5.2.2, en la página 176). Muchos de ellos 

presentan una arquitectura corporal similar a la de las plantas ucu, lo que nos indujo a 

estudiar los efectos de la administración de brasinosteroides sobre los mutantes ucu 

(véase el apartado IV.2.3.3, en la página 123). Una característica diferencial entre los 

mutantes alterados en la biosíntesis de los brasinosteroides y los ucu es la forma 

circinada de las hojas vegetativas, que es exclusiva de estos últimos. Las hojas de los 

mutantes deficitarios en brasinosteroides están arrugadas y son pequeñas, como 
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consecuencia de una reducción significativa tanto del tamaño como del número de sus 

células (Nakaya et al., 2002), mientras que sólo el tamaño de las células abaxiales 

parece afectado en los mutantes ucu1. 

La adición de brasinosteroides al medio de cultivo no restaura el fenotipo silvestre 

en los mutantes ucu, lo que permite excluir la posibilidad de que padezcan alteraciones 

en la síntesis de estas fitohormonas. Las plantas ucu1-3/ucu1-3 son poco sensibles, y las 

ucu1-1/ucu1-1 y ucu1-2/ucu1-2, casi totalmente insensibles, a los efectos del 

24-epibrasinólido, un brasinosteroide que inhibe el crecimiento radicular de su ancestro 

silvestre (véase el apartado IV.2.3.3, en la página 123). En consecuencia, los mutantes 

ucu1 no están alterados en la síntesis de los brasinosteroides, aunque sí en su 

percepción. 

El enanismo de los mutantes ucu se debe al acortamiento de sus órganos (véase 

el apartado IV.2.2.1, en la página 115). Hemos comprobado en la epidermis del hipocotilo 

de los mutantes ucu1 que su acortamiento con respecto al tipo silvestre no se debe a una 

disminución del número de sus células sino, por el contrario, a una reducción de la 

longitud de éstas (véase el apartado IV.2.2.2, en la página 116; Pérez-Pérez et al., 2002). 

Esta reducción de la expansión celular a lo largo del eje longitudinal podría ser una 

consecuencia de la insensibilidad de los mutantes ucu1 a los brasinosteroides (véase el 

apartado IV.2.3.3, en la página 123). En efecto, estas fitohormonas inducen en el tipo 

silvestre la expresión de algunos genes, como MERISTEM-5 (MERI-5; Medford et al., 

1991) y TOUCH4 (TCH4; Xu et al., 1995b), que cifran endotransglicosilasas de 

xiloglucano que son necesarias para la expansión celular (Campbell y Braam, 1999). Los 

brasinosteroides también intervienen, junto con las auxinas, en la orientación correcta de 

los microtúbulos corticales durante la expansión celular (Mayumi y Shibaoka, 1995). De 

hecho, la administración de brasinosteroides restaura la organización de los microtúbulos 

corticales que se encuentra alterada en los mutantes boule1 (bul1; Catterou et al., 2001a) 

de Arabidopsis thaliana, a los que también se ha denominado dwarf7 (dwf7; Choe et al., 

1999), y sterol1 (ste1; Gachotte et al., 1995), todos los cuales son deficitarios en estas 

hormonas (Catterou et al., 2001b). Por otra parte, el mutante enano de-etiolated3 (det3) 

presenta una expansión celular reducida y una sensibilidad a los brasinosteroides menor 

que la del tipo silvestre (Schumacher et al., 1999). DET3 cifra la subunidad C de una ATP 

sintetasa ubicada en la membrana vacuolar (denominada también ATPasa vacuolar o 

ATPasa-V), que contribuye a la expansión celular controlando la incorporación de iones a 

la vacuola, con lo que modula la turgencia de la célula (Schumacher y Chory, 2000). Se 

ha propuesto que los brasinosteroides controlan la expansión celular mediante la 
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regulación de la actividad de la ATPasa-V. Se ha demostrado in vitro, además, que esta 

ATPasa es activada por fosforilación por BRI1, el receptor de los brasinosteroides 

(Schumacher et al., 1999).  

Las hojas de los mutantes ucu1 presentan un número de capas celulares internas 

superior al silvestre, lo que pudiera deberse a que su enrollamiento en espiral dificulta el 

acceso de la luz a los tejidos internos, que proliferan para compensar el déficit lumínico 

que padecen. Además, no es fácil distinguir inequívocamente en las hojas de los 

mutantes ucu1 los límites del mesófilo en empalizada, un tejido adaxial, y el  mesófilo 

lagunar, que es abaxial. Este rasgo fenotípico podría deberse a un cambio en la identidad 

de las células abaxiales, que se transforman en adaxiales. En los tejidos internos 

engrosados de las hojas de los mutantes ucu1 se observan numerosas células de 

pequeño tamaño, un rasgo que también presentan las plantas transgénicas en las que se 

expresa constitutivamente el gen CycD3;1, cuyas hojas están recurvadas hacia el envés 

(Dewitte et al., 2003). El alelo silvestre de este gen, cuya actividad es inducida por los 

brasinosteroides (Hu et al., 2000; Müssig et al., 2002), promueve la división celular en los 

primordios foliares, aunque también se expresa en los tejidos adaxiales de las hojas 

adultas (Dewitte et al., 2003). Esto sugiere que la actividad del gen CycD3;1 podría 

encontrarse incrementada en las hojas de los mutantes ucu1, lo que causaría la 

hipertrofia de sus tejidos internos. 

A los antedichos indicios de que los mutantes ucu1 padecen alguna perturbación 

de la señalización de los brasinosteroides, proceso en el que el gen UCU1 debe estar 

implicado, cabe añadir que las plantas ucu1/ucu1 muestran fotomorfogénesis constitutiva 

(véase el apartado IV.2.2.3, en la página 116), del mismo modo que los mutantes que 

están alterados en la síntesis de los brasinosteroides, como det2 y dim, o en su 

percepción, como bri1 y det3 (Li et al., 1996; Klahre et al., 1998; Li y Chory, 1997; 

Cabrera y Poch et al., 1993). Este comportamiento de los mutantes det2, dim, bri1 y det3 

se ha interpretado en el sentido de que los brasinosteroides intervienen en el crecimiento 

etiolado de las plántulas en la oscuridad (Li et al., 1996).  

Es destacable, por último, que tanto el fenotipo de los mutantes ucu1 como sus 

respuestas a la administración de auxinas sugieren anomalías en la señalización de estas 

fitohormonas. En efecto, las raíces de los mutantes ucu1 son más cortas y gruesas que 

las silvestres y muestran una gran densidad de pelos absorbentes (véase el apartado 

IV.2.2.4, en la página 118). Esta morfología de la raíz es similar a la de las plantas 

transgénicas en las que el nivel endógeno de las auxinas es superior al silvestre, como 

consecuencia de la expresión constitutiva de los genes de su biosíntesis (Boerjan et al., 
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1994; Romano et al., 1995; Delarue et al., 1998), y puede fenocopiarse administrando 

auxinas al tipo silvestre (véase el apartado IV.2.3.2, en la página 121). También hemos 

observado una hipersensibilidad moderada de los mutantes ucu1 a la administración de 

auxinas (véase el apartado IV.2.3.2, en la página 121). Esta respuesta ante las auxinas 

exógenas podría deberse a que su concentración endógena es mayor en los mutantes 

ucu1 que en su ancestro silvestre. Alternativamente, puede considerarse posible que los 

mecanimos de transducción de esta señal hormonal sean más activos en estos mutantes 

que en el tipo silvestre. 

 

V.3.2.- El fenotipo de los mutantes ucu2 
A pesar de su gran parecido a primera vista, los mutantes ucu2 y ucu1 presentan 

rasgos que les distinguen. Cabe destacar en primer lugar que no hemos encontrado 

diferencias netas entre la forma o el tamaño de las células epidérmicas foliares de los 

mutantes ucu2 y las de sus ancestros silvestres, ni tampoco en las de los tejidos internos 

de la hoja (véase el apartado IV.2.1.5, en la página 113). Sin embargo, la longitud de la 

vena primaria es menor en las hojas de los mutantes ucu2 que en las silvestres, lo que 

podría explicar su morfología circinada, dado que este conducto vascular es enteramente 

abaxial y, debido a su lignificación y la consecuente rigidez, puede contribuir 

notablemente a la morfología final del órgano. También se aprecia este acortamiento de 

la vena primaria en las hojas de los mutantes ucu1. 

Los mutantes ucu2 son menos sensibles que el tipo silvestre a la inhibición del 

crecimiento radicular causada por la adición de brasinosteroides al medio de cultivo 

(véase el apartado IV.2.3.3, en la página 123). Aunque este resultado sugiere que el gen 

UCU2 podría participar, junto con UCU1, en la señalización de los brasinosteroides, la 

insensibilidad de los mutantes ucu2 al brasinólido no es tan acusada como en los ucu1 y 

las plantas ucu2/ucu2 germinan en la oscuridad tal como lo hace su ancestro silvestre 

(véase el apartado IV.2.2.3, en la página 116). Además, los mutantes ucu2 son enanos, 

pero a diferencia de los ucu1, sus células no presentan una reducción obvia en su 

expansión longitudinal. A su menor tamaño contribuye, aunque es dudoso que sea el 

único factor determinante, la rotación helicoidal de sus órganos.  

La respuesta fisiológica más notable de los mutantes ucu2 es su sensibilidad al 

NPA y el TIBA, dos inhibidores del eflujo de auxinas (véase el apartado IV.2.3.2, en la 

página 121), que es mayor que la de sus ancestros silvestres. La auxina es efluida de las 

células de Arabidopsis thaliana por los transportadores de la familia PIN (Friml y Palme, 

2002), que están ubicados en la región basal de la membrana celular. El transporte de 
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auxina en sentido contrario, su influjo, es llevado a cabo por la permeasa AUX1 (Bennett 

et al., 1996; Marchant et al., 1999). Además de estas proteínas, contribuyen también a 

modular la concentración intracelular de auxinas los transportadores del tipo ABC 

(ATP-binding cassette), que son similares a las proteínas de transporte de la familia MDR 

(multidrug resistance proteins) animales, también llamadas glicoproteínas P (Gaedeke et 

al., 2001; Noh et al., 2001; Luschnig, 2002). Uno de los genes de Arabidopsis thaliana 

cuyo producto es un transportador ABC es AtMDR1, cuyos alelos mutantes deforman los 

cotiledones, recurvándolos hacia el envés, y arrugan las hojas vegetativas, a la vez que 

perturban el transporte de las auxinas (Noh et al., 2001). Además, los dobles mutantes 

para el gen AtMDR1 y su parálogo P-glycoprotein1 (AtPGP1; Noh et al., 2001) son 

fenotípicamente indistinguibles de las plantas ucu2/ucu2, manifestando enanismo, hojas 

circinadas y rotación helicoidal de sus órganos. Se ha propuesto que las proteínas 

AtMDR1 y AtPGP1 intervienen en el eflujo de la auxina y contribuyen a evitar la 

acumulación intracelular de esta hormona (Luschnig, 2002). A este respecto, cabe 

considerar la posibilidad de que la proteína UCU2 esté implicada en el transporte de la 

auxina regulando a AtMDRP1 y AtPGP1. Para contrastar esta hipótesis sería conveniente 

cuantificar la concentración intracelular y el transporte de auxina en los mutantes ucu2, 

así como la obtención de triples mutantes ucu2/ucu2;atpgp1/atpgp1;atmdr1/atmdr1.  

Se han identificado recientemente algunos de los genes implicados en el 

establecimiento de los patrones de crecimiento radial de los órganos vegetales 

(Hashimoto, 2002). Se conocen varios mutantes de Arabidopsis thaliana que muestran 

rotación helicoidal de los órganos que presentan simetría radial en el tipo silvestre, como 

lefty1 y lefty2, portadores de mutaciones dominantes en dos genes parálogos que cifran 

las tubulinas α TUA6 y TUA4, respectivamente, que contribuyen a la correcta disposición 

de los microtúbulos corticales (Thitamadee et al., 2002). La orientación de los 

microtúbulos corticales también se encuentra alterada en los mutantes spiral1 (spr1) y 

spr2, que presentan rotación helicoidal de sus órganos (Furutani et al., 2000). Tal como 

hemos comentado en la página 200, algunas fitohormonas, como las auxinas y los 

brasinosteroides, participan en el control de la orientación de los microtúbulos corticales 

(Catterou et al., 2001b). Sin embargo, la rotación helicoidal que manifiestan los mutantes 

ucu2 (véase el apartado IV.2.2.6, en la página 119) no se ha observado en ninguno de 

los mutantes alterados en la síntesis o la percepción de los brasinosteroides (Catterou et 

al., 2001b), ni tampoco en las plantas ucu1. 

La rotación helicoidal de los mutantes ucu2 podría relacionarse con la causada por 

los alelos mutantes del gen LOPPED1 (LOP1; Carland y McHale, 1996), también llamado 
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TORNADO1 (TRN1; Cnops et al., 2000). Estos mutantes manifiestan un fenotipo muy 

pleiotrópico, que incluye anomalías en los patrones de expansión celular, que causan la 

rotación helicoidal de varios órganos (Carland y McHale, 1996). Las aberraciones 

morfológicas de los mutantes lop1 están causadas por un eflujo insuficiente de auxinas 

(Carland y McHale, 1996). Esta observación también sugiere que la rotación helicoidal de 

los órganos de los mutantes ucu2 puede deberse a la acumulación intracelular de auxina, 

como consecuencia de un eflujo insuficiente, tal como se ha comentado en el párrafo 

anterior. 

 

V.4.- Naturaleza molecular del gen UCU1 
Hemos clonado posicionalmente el gen UCU1 (véase el apartado IV.3.2.3.3, en la 

página 144; Pérez-Pérez et al., 2002), demostrando que su producto es una quinasa muy 

similar a las proteínas SHAGGY (SGG) de Drosophila melanogaster (Siegfried et al., 

1990) y GLYCOGEN SHYNTASE KINASE3-β (GSK3) de Homo sapiens (Woodgett, 

1990). En los metazoos, las quinasas SGG y GSK3 participan en diversos procesos de 

desarrollo, tales como el establecimiento de la polaridad de los segmentos en Drosophila 

melanogaster, la especificación de los ejes embrionarios en Xenopus laevis, o la 

determinación de destinos celulares y la formación de tumores en los mamíferos 

(revisado en Ferkey y Kimelman, 2000; Kim y Kimmel, 2000; Cohen y Frame, 2001). 

SGG es un elemento de la ruta de señalización de Wingless (Wg; denominada 

Wnt en otros metazoos) en Drosophila melanogaster. En ausencia de Wg, SGG 

permanece activa y fosforila a la proteína Armadillo, a la que se denomina β-catenina en 

otras especies animales. La forma fosforilada de Armadillo es marcada por la ubiquitina, 

lo que conduce a su degradación por el proteosoma. Por el contrario, la unión de Wg al 

receptor de membrana Frizzled tiene como consecuencia la inhibición de SGG, que no 

fosforila a Armadillo, la cual, a su vez, se acumula en el citoplasma y se transloca al 

núcleo, en donde interactúa con los genes que constituyen las dianas de la ruta de Wg 

(revisado en Wodarz y Nusse, 1998; Bejsovec, 1999; Dierick y Bejsovec, 1999; Smalley y 

Dale, 1999; Sakanaka et al., 2000; Sharpe et al., 2001; Moon et al., 2002). 

La familia AtSK (Arabidopsis thaliana SHAGGY-like) incluye 10 genes homólogos 

de SGG y GSK3 (Jonak et al., 1995; Dornelas et al., 1998; 1999; Tichtinsky et al., 1998; 

Charrier et al., 2002; revisado en Jonak y Hirt, 2002). Aunque se han descrito los  

patrones de expresión espaciales y temporales de estos genes de Arabidopsis thaliana 

(Tichtinsky et al., 1998; Dornelas et al., 1999; 2000; Charrier et al., 2002), la inexistencia 

de mutaciones ha dificultado la comprensión de sus funciones en el desarrollo vegetal. 
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Parece razonable asumir la existencia de un gen ancestral similar a SGG y GSK3 en un 

eucariota unicelular anterior a la divergencia entre las plantas y los animales, que 

experimentó sucesivas duplicaciones en el reino vegetal, que han dado lugar a la familia 

AtSK (Dornelas et al., 1998). 

El producto del gen UCU1 es la quinasa de proteínas SHAGGY-like etha (EC 

2.7.1.-), también llamada AtSK21 (Dornelas et al., 1997; 1999; Charrier et al., 2002). 

AtSK21 (UCU1) se expresa en todos los tejidos estudiados, aunque a bajo nivel (Charrier 

et al., 2002). Los alelos mutantes ucu1-1 y ucu1-2 son idénticos y causan una sustitución 

de un residuo de glutamato (E) por otro de lisina (K), lo que cambia la secuencia 

consenso TREEIR por TREKIR en el subdominio X de la proteína (véase el apartado 

IV.3.2.3.3, en la página 144; Pérez-Pérez et al., 2002). Este subdominio parece implicado 

en la interacción de SGG y GSK3 con proteínas reguladoras (Ferkey y Kimelman, 2002; 

Fraser et al., 2002). De hecho, la actividad quinasa de SGG y GSK3 es modulada por su 

unión alternativa a dos proteínas, la axina, que la estimula, y la GBP (GSK3 binding 

protein, también llamada FRAT en los mamíferos), que la inhibe (Ferkey y Kimelman, 

2002). La obtención de un modelo tridimensional de la proteína UCU1 empleando 

recursos bioinformáticos convencionales sugiere que las mutaciones ucu1 alteran la 

estructura secundaria de este subdominio (véase el apartado IV.3.2.3.3, en la página 

144). Debe tenerse en cuenta, no obstante, que no hemos encontrado en el genoma de 

Arabidopsis thaliana ortólogos de la axina y la GBP (FRAT). Por su parte, el alelo mutante 

ucu1-3 causa el cambio de serina por prolina en una región muy conservada en todos los 

miembros de la subfamilia de SGG y GSK3 (véase el apartado IV.3.2.3.3, en la página 

144; Pérez-Pérez et al., 2002), cuya función se desconoce. Estos resultados sugieren 

que las mutaciones ucu1 podrían dificultar la regulación de la actividad quinasa de la 

proteína UCU1 (AtSK21).  

El análisis genético y molecular de algunos mutantes enanos de Arabidopsis 

thaliana ha permitido desentrañar la ruta biosintética del brasinólido, el brasinosteroide 

endógeno más activo (revisado en Clouse 1996a; 1996b; Altmann 1998a; 1998b; 1999; Li 

y Chory, 1999; Clouse, 2001; Bishop y Yokota, 2001). La disección de la ruta de 

transducción de la señal de los brasinosteroides, sin embargo, se ha iniciado mucho 

después, con posterioridad al inicio de esta Tesis (revisado en Schumacher y Chory, 

2000; Altmann, 2001; Bishop y Yokota, 2001; Friedrichsen y Chory, 2001; Müssig y 

Altmann, 2001; Bishop y Koncz, 2002; Clouse, 2002a; 2002b; 2002c; Marcinkowska y 

Wiedlocha, 2002). Se han identificado unos 20 mutantes insensibles a la adición del 

brasinólido en Arabidopsis thaliana, el arroz, el guisante y el tomate, todos los cuales son 
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portadores de mutaciones en el gen BRI1, que cifra un receptor de membrana con 

actividad quinasa de serina y treonina, que pertenece a la subfamilia de los receptores 

con repeticiones ricas en leucina (leucine-rich repeat; LRR) (Li y Chory, 1997; Yamamuro 

et al., 2000; Montoya et al., 2002). La unión del brasinólido al dominio extracelular rico en 

leucinas de BRI1 da comienzo a una cascada de fosforilaciones de proteínas 

intracelulares (Friedrichsen et al., 2000; He et al., 2000; Wang et al., 2001), que incide 

finalmente en la modulación de la actividad de los genes regulados por los 

brasinosteroides (Goda et al., 2002; Müssig et al., 2002). La subfamilia de los receptores 

LRR está integrada por más de 170 genes en Arabidopsis thaliana, de los que se sabe 

relativamente poco, excepción hecha de los que participan en la ruta de señalización de 

CLAVATA (CLV; revisado en Fletcher y Meyerowitz, 2000; Clark, 2001; véase el apartado 

I.4.2, en la página 18). 

Dada la semejanza estructural entre los receptores CLV1 y BRI1, se ha apuntado 

la posibilidad de que los elementos de sus respectivas rutas de señalización estén 

conservados. Uno de los indicios que apoyan esta idea es la observación de que las 

plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana en las que se expresa constitutivamente una 

forma activa de la proteína Rop2, una GTPasa de la subfamilia Rop de Arabidopsis 

thaliana, algunas de las cuales participan en la ruta de CLV1, presentan las hojas 

pequeñas y redondeadas y son ligeramente insensibles a la administración de brasinólido 

(Li et al., 2001a). Este resultado sugiere que la GTPasa Rop2 participa en la ruta de 

señalización de los brasinosteroides. 

Existen otras observaciones que pueden interpretarse como indicaciones de la 

existencia de cierto grado de conservación evolutiva entre los elementos de las rutas de 

señalización en las que participan CLV1 y BRI1. Una de ellas se ha hecho tras la 

obtención de una construcción antisentido que incluye a dos parálogos de UCU1, AtSK11 

(ASKα) y AtSK12 (ASKγ). Las plantas transgénicas en las que estos transgenes se 

expresan constitutivamente presentan flores con número de órganos superior al silvestre, 

como consecuencia de un aumento de tamaño del meristemo reproductivo (Dornelas et 

al., 2000), un rasgo fenotípico  que también presentan los mutantes clv. 

El enanismo y la insensibilidad a los brasinosteroides que manifiestan los 

mutantes ucu1 (véanse los apartados IV.2.2.1 y IV.2.3.3, en las páginas 115 y 123, 

respectivamente), así como la presumible naturaleza intracelular de las proteínas AtSK, 

sugiere que UCU1 participa en la ruta de señalización de los brasinosteroides, y que lo 

hace en una etapa posterior a aquélla en la que actúa el receptor BRI1 (Pérez-Pérez et 

al., 2002). Esta hipótesis, basada en las analogías que pueden establecerse entre la 



Discusión    207 

 

presunta función de UCU1 y las demostradas de sus homólogas animales, es congruente 

con la aparente epistasia de las mutaciones bri1 sobre las ucu1, que hemos constatado al 

obtener y analizar dobles mutantes ucu1 bri1 (véase el apartado IV.5.2.2.3, en la página 

180). 

Además del nuestro, otros dos grupos de investigación han aislado mutantes 

semidominantes insensibles al brasinólido y los han utilizado como material de partida 

para la clonación del gen UCU1, al que han denominado BRASSINOSTEROID 

INSENSITIVE2 (BIN2; Li et al., 2001c; Li y Nam, 2002), y DWARF12 (DWF12; Choe et 

al., 2002). Los seis alelos semidominantes del gen UCU1 aislados por estos 

investigadores son, como los nuestros, mutaciones semidominantes que dañan el motivo 

TREEIR de la proteína (véase el apartado IV.3.2.3.3, en la página 144). El fenotipo 

mutante de las plantas homocigóticas para estos alelos es indistinguible del de los 

individuos ucu1-1/ucu1-1 y ucu1-2/ucu1-2. Resulta obvio que este dominio es esencial 

para la actividad de la proteína UCU1 y especialmente llamativo el hecho de que no se 

hayan identificado mutaciones en otras partes del gen, lo que sugiere que estas últimas 

son letales o, alternativamente, que carecen de efectos fenotípicos. 

Tras el aislamiento de mutantes resistentes al brasinazol, un inhibidor específico 

de la biosíntesis de los brasinosteroides (Asami et al., 2000), se han identificado 

mutaciones dominantes en el gen BRASSINAZOLE RESISTANT1 (BZR1; Wang et al., 

2002) y su parálogo BRI1-EMS-SUPPRESSOR1 (BES1), también llamado BZR2 (Yin et 

al., 2002), que suprimen el fenotipo de los mutantes bri1. BZR1 y BES1 son reguladores 

positivos de la parte intracelular de la ruta de señalización de los brasinosteroides, y 

cifran proteínas de una familia de factores de transcripción específicos de las plantas, que 

contienen 25 residuos de serina y treonina que podrían ser fosforilados por las quinasas 

GSK3 (Wang et al., 2002; Yin et al., 2002). La señal de los brasinosteroides induce la 

desfosforilación de BZR1 y su translocación al núcleo, en donde actúa como factor de 

transcripción (Wang et al., 2002). La quinasa BIN2 (UCU1) es un regulador negativo de la 

señalización de los brasinosteroides, que interacciona con BZR1 y fosforila e inestabiliza 

el complejo formado por BZR1 y BES1 (He et al., 2002; Yin et al., 2002). La fosforilación 

de BZR1, y probablemente también la de BES1, es llevada a cabo por BIN2 (UCU1) e 

induce su marcaje por la ubiquitina y su degradación por el proteosoma (He et al., 2002). 

En consecuencia, la función de UCU1 en las plantas sería análoga a la de SGG y GSK3 

en los animales en lo que se refiere a la inactivación de las proteínas Armadillo y 

β-catenina en la ruta de señalización de Wingless y Wnt, respectivamente (He et al., 

2002). 
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Se ha descrito recientemente que la unión del brasinólido a su receptor BRI1 

desencadena la interacción de este último con BAK1 (BRI1-associated kinase1), un 

receptor que cuenta con un dominio extracelular de la subfamilia LRR (Li et al., 2002; 

Nam y Li, 2002). Esta observación indica que existen algunas semejanzas entre la ruta 

de señalización de los brasinosteroides en las plantas y la del factor de crecimiento 

transformante β (TGF-β) en los metazoos, ya que la unión de este último a su receptor de 

tipo II (TβRII), que es una quinasa de serina y treonina, desencadena su interacción con 

el receptor de tipo I (TβRI), lo que induce su activación y la transducción de la señal al 

interior de la célula, mediante una cascada de fosforilaciones de proteínas (Li et al., 2002; 

Nam y Li, 2002). 

 

V.5.- Naturaleza molecular del gen UCU2  
El producto del gen UCU2 es similar a las isomerasas de prolina, también 

llamadas PPIasas o rotamasas, de la subfamilia de las inmunofilinas que se unen a la 

droga inmunosupresora FK506 (FKBP, FK506-binding proteins; véase el apartado 

IV.4.2.3, en la página 163; revisado en Schiene-Fischer y Yu, 2001). Se han encontrado 

miembros de esta subfamilia entre los procariotas y los eucariotas, que parecen estar 

implicados en la modificación postraduccional de numerosas proteínas. Las FKBP 

contribuyen al plegamiento de las proteínas a las que se unen y facilitan su interacción 

con otras que las procesan, como las chaperonas (Galat, 2000). 

Las FKBP se clasifican en dos grupos, según su tamaño. Las pequeñas presentan 

un único dominio con actividad isomerasa, y participan en la regulación de algunas rutas 

de señalización intracelulares, interaccionando con receptores transmembrana o con 

canales iónicos. La FKBP12 de los mamíferos se une a los receptores de tipo II del 

TGF-β (TβRII), al que activa (Schiene-Fischer y Yu, 2001). Las FKBP grandes, a 

diferencia de las anteriores, presentan varios dominios isomerasa, habitualmente tres, así 

como un dominio carboxiterminal de gran tamaño que muestra una gran afinidad por la 

calmodulina, una proteína fijadora de Ca2+. Estas FKPB también pueden interaccionar 

con los complejos multienzimáticos de las chaperonas y las proteínas del choque térmico 

(Hsp; heat shock proteins) (Schiene-Fischer y Yu, 2001). Se ha comprobado en algunos 

mamíferos que las repeticiones del tetratricopéptido del dominio carboxiterminal de la 

FKBP de 52 kDa (FKBP52) se unen a la Hsp90 para formar un complejo proteico que 

activa al receptor intracelular de los glucocorticoides y facilita su migración hacia el 

núcleo, en donde regula la expresión de determinados genes (Galigniana et al., 2001; 

Pratt et al., 2001). Se ha demostrado recientemente que las plantas también cuentan con 
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la maquinaria enzimática necesaria para la formación de este complejo (Harrell et al., 

2002).  

La proteína UCU2, de 42 kDa, contiene una región carboxiterminal de gran 

tamaño, que incluye tres dominios del tetratricopéptido. Su región aminoterminal contiene 

sólo un dominio con presunta actividad isomerasa. En consecuencia, UCU2 comparte 

características con los dos grupos mencionados de FKBP. Además del nuestro, otro 

grupo de investigación ha clonado el gen UCU2 a partir de sus alelos mutantes, 

denominándolo TWISTED DWARF (TWD; Schulz et al., sin publicar; citado en 

Kamphausen et al., 2002). Este grupo ha publicado recientemente que la proteína 

AtFKBP42 radica en las membranas plasmática y vacuolar y que su extremo carboxilo 

interacciona con la proteína Hsp90 (Kamphausen et al., 2002). 

Se han descrito otras estirpes de Arabidopsis thaliana portadoras de mutaciones 

en genes cuyos productos son FKBP. Uno de ellos es pasticcino1 (pas1), que presenta 

alteraciones de su desarrollo generalizadas y muy severas (Faure et al., 1998). El gen 

PAS1 cifra la proteína AtFKBP71 (Vittorioso et al., 1998). Se ha propuesto que la 

descoordinación entre la división y la elongación celular que muestran los mutantes pas1 

se debe a una alteración en la señalización de las citoquininas (Faure et al., 1998). Por 

otra parte, las plantas transgénicas de Triticum aestivum en las que se expresa de forma 

constitutiva el gen de una FKBP de 77 kDA (wFKBP77) son estériles, más pequeñas que 

su ancestro silvestre y presentan hojas deformes (Harrar et al., 2001). 

Todos los alelos del gen UCU2 que hemos estudiado en esta Tesis son recesivos 

y determinan una arquitectura corporal muy similar a la de los homocigotos para los 

alelos semidominantes ucu1. Al menos tres de estas mutaciones son inequívocamente 

nulas, ya que ucu2-1 y ucu2-2 son deleciones del gen UCU2 y alguno de sus vecinos, y 

la otra, ucu2-4, es una inserción de ADN-T. El fenotipo del cuarto alelo, ucu2-3, es 

indistinguible del de los otros tres, lo que sugiere que también es nulo, como 

consecuencia del reordenamiento de 40 pb que sufre (véase el apartado IV.4.2.2.4, en la 

página 162), que causa presuntamente la pérdida del tercer dominio del tetratricopéptido 

y la región transmembrana de la proteína. Se deriva de lo anterior que la integridad de la 

región carboxiterminal de la proteína UCU2 es esencial para su actividad. 

 

V.6.- Relación entre las rutas de señalización de las auxinas y los 
brasinosteroides 

Se sabe poco acerca de las moléculas implicadas en las interacciones entre las 

rutas de señalización hormonal que controlan el desarrollo de las plantas (Moller y Chua, 
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1999). Sin embargo, son numerosos los estudios fisiológicos que demuestran la sinergia, 

el antagonismo o alguna otra relación funcional entre distintas hormonas vegetales 

(Chory y Wu, 2001). Además, las búsquedas de mutaciones en genes implicados en la 

percepción de alguna hormona concreta suelen tener como resultado el aislamiento de 

mutantes con fenotipos muy pleiotrópicos y que también manifiestan alteraciones en su 

respuesta a otras hormonas (Chory y Wu, 2001). Se asume, en consecuencia, que debe 

existir flujo de información entre distintas rutas de señalización hormonal, mediado por 

proteínas de naturaleza aún desconocida (Lu y Fedoroff, 2000; Weng et al., 1999; 

Weston y Davis, 2001).  

Ejemplos de lo anterior son algunos genes cuya expresión es inducida por la 

auxina en el tipo silvestre, como los de la familia Aux/IAA y los AUXIN RESPONSE 

FACTOR (ARF), cuya actividad está incrementada en los mutantes deficitarios en 

brasinosteroides. Este es el caso de los genes ARF7, AXR3 (IAA17), SHY2 (IAA3), IAA2, 

IAA7 e IAA22 (Goda et al., 2002; Müssig et al., 2002). Además, algunos de estos genes, 

como IAA3 e IAA19, son inducibles tanto por las auxinas como por los brasinosteroides 

(Goda et al., 2002; Müssig et al., 2002). Por otra parte, algunos mutantes de Arabidopsis 

thaliana deficitarios en brasinosteroides, como sax1 (hypersensitive to abscisic acid and 

auxin) presentan también alteraciones en su respuesta a las auxinas, y dejan de ser 

hipersensibles al 2,4-D si se les administra brasinólido (Ephritikhine et al., 1999a; 1999b). 

Cabe mencionar, por último, que la mutación curl-3 (cu-3) del tomate, que daña al 

ortólogo de BRI1 (Montoya et al., 2002), es hipersensible al 2,4-D (Koka et al., 2000), tal 

como le ocurre a los mutantes ucu1 (véase el apartado IV.2.3.2, en la página 121; 

Pérez-Pérez et al., 2002). 

Son numerosos los indicios de que las plantas y los animales tuvieron un ancestro 

unicelular común (Alberts et al., 1994; Meyerowitz, 1994b). Sin embargo, las rutas de 

señalización que contribuyen al desarrollo de las plantas parecen exclusivas del reino 

vegetal, según indica el análisis comparativo de los genomas de Arabidopsis thaliana, 

Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster (McCarty y Chory, 2000). De hecho, 

no se han encontrado en el genoma de Arabidopsis thaliana ortólogos de la mayoría de 

los genes que cifran algunos de los elementos importantes de las rutas de señalización 

más conservadas entre los metazoos, como las de Wingless/Wnt, Hedgehog, Notch/lin12, 

JAK/STAT, TGF-β/SMAD, los receptores con actividad quinasa de tirosina/Ras o los 

receptores nucleares de los esteroides (McCarty y Chory, 2000; The Arabidopsis Genome 

Initiative, 2000; Wigge y Weigel, 2001). 
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Las quinasas de la subfamilia de SGG y GSK3 interconectan en los metazoos 

varias rutas de desarrollo, ya que participan tanto en la ruta de Wingless/Wnt, que 

contribuye a la especificación de destinos celulares durante la embriogénesis, como en la 

de la insulina durante el crecimiento (Cohen y Frame, 2001; Weston y Davis, 2001). Si 

estas quinasas son capaces de transducir en las células animales la señal procedente de 

al menos dos receptores, el de Wingless y el de la insulina, es verosímil que su ortólogo 

vegetal UCU1 pueda actuar de forma semejante, participando tanto en la transducción de 

la señal de los brasinosteroides como en la de las auxinas.  

 

V.7.- Interpretación de las interacciones genéticas 
V.7.1.- Relaciones entre las mutaciones ucu 

Los efectos fenotípicos de los alelos semidominantes ucu1-1 y ucu1-2 son más 

extremos que los del recesivo ucu1-3, todos los cuales muestran aditividad en los 

heterocigotos que hemos obtenido, lo que sugiere que la naturaleza funcional del daño 

que padece el gen UCU1 en cada uno de ellos difiere cuantitativamente, pero no 

cualitativamente (véase el apartado IV.1.3, en la página 107). La mayoría de las plantas 

triploides UCU1/UCU1/ucu1 que hemos obtenido manifestaron un fenotipo silvestre y las 

restantes una reducción considerable de los rasgos mutantes del parental diploide. Estos 

resultados no son de fácil interpretación, dada la aparente existencia de dos clases 

fenotípicas distintas entre los triploides. Por un lado, la obtención de triplodes 

fenotípicamente silvestres sugiere que las mutaciones ucu1-1 y ucu1-2 son nulas o 

extremadamente hipomorfas, y que su semidominancia en las plantas diploides se debe a 

que el gen UCU1 es haploinsuficiente. Por el contrario, los triploides que manifiestan un 

fenotipo mutante más débil que el de sus parentales sólo pueden ser interpretados 

asumiendo que las mutaciones ucu1 son antimorfas o neomorfas, ya que sus efectos 

fenotípicos son parcialmente contrarrestados por un incremento de las dosis de los alelos 

silvestres de UCU1 y otros genes con los que éste pudiera interaccionar (véase el 

apartado IV.5.1, en la página 172). Otros autores han propuesto que los alelos 

semidominantes del gen BIN2 (UCU1) son de ganancia de función (Li et al., 2001c; Li y 

Nam, 2002; Choe et al., 2002). 

Las plantas homocigóticas para los alelos semidominantes de UCU1 y las que lo 

son para los recesivos de UCU2 presentan una arquitectura corporal muy similar y, 

aunque en diferente grado, sus respuestas a las auxinas y su sensibilidad a los 

brasinosteroides son anormales (véanse los apartados IV.2.3.2 y IV.2.3.3, en las páginas 

121 y 123, respectivamente). Los dobles mutantes ucu1/ucu1;ucu2/ucu2 manifiestan un 
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fenotipo aditivo y muy similar al de los mutantes bri1/bri1 (véase el apartado IV.5.2.2.3, en 

la página 180). La interpretación más simple de dicha aditividad es que los genes UCU1 y 

UCU2 participan en procesos independientes. Sin embargo, ambos parecen estar 

implicados en la  señalización de las auxinas y los brasinosteroides.  

 

V.7.2.- Interacciones con genes implicados en la señalización de los 
brasinosteroides 

Los mutantes enanos deficitarios en brasinosteroides (revisado en Altmann, 1999; 

Li y Chory, 1999; Bishop y Yokota, 2001), como det2 y dim, presentan rasgos fenotípicos 

muy similares a los de los mutantes ucu (véase el apartado IV.2, en la página 108). Los 

dobles mutantes ucu1 dim (véase el apartado IV.5.2.2.1, en la página 176) y ucu1 det2 

(véase el apartado IV.5.2.2.2, en la página 179) son muy semejantes. Hemos 

considerado aditivo su fenotipo, lo que es congruente con la independencia de las 

funciones de los genes dañados en estos dobles mutantes.  

En los mutantes bri1/bri1 no se transduce la señal de los brasinosteroides, como 

consecuencia de la inactividad del receptor BRI1 (Clouse et al., 1996; Li y Chory, 1997). 

Dado el carácter extremo de su fenotipo, es difícil distinguir entre aditividad y epistasia en 

el doble mutante ucu1-1/ucu1-1;bri1-1/bri1-1 (véase el apartado IV.5.2.2.3, en la página 

180). No obstante, estos dobles mutantes son más similares a sus parentales bri1/bri1 

que a los ucu1/ucu1, lo que sugiere la epistasia de BRI1 sobre UCU1, lo que es 

congruente con la función que se ha propuesto para UCU1, presuntamente situado aguas 

abajo de BRI1 en la ruta de transducción de la señal de los brasinosteroides. 

 

V.7.3.- Interacciones con genes implicados en la señalización de las auxinas 
Hemos obtenido también dobles mutantes en los que participan las mutaciones 

ucu1 y otras que perturban la señalización de las auxinas, como auxin-resistant2 (axr2), 

incurvata5 [icu5; también llamado supressor of hy2 (shy2)] e icu6 (axr3), todas las cuales 

causan insensibilidad a la administración de estas fitohormonas. Estas estirpes mutantes 

son respectivamente portadoras de mutaciones en los genes IAA7 (Nagpal et al., 2000), 

IAA3 (Tian y Reed, 1999; Candela et al., en preparación) e IAA17 (Rouse et al. 1998; 

Candela et al., en preparación), que pertenecen a la familia Aux/IAA, cuyos productos 

están implicados en la respuesta a las auxinas (revisado en Reed, 2001; Liscum y Reed, 

2002). Las proteínas Aux/IAA forman homodímeros o heterodímeros que interaccionan 

con los factores de transcripción del tipo ARF (Auxin Response Factors), los cuales, a su 

vez, actúan sobre los genes regulados por las auxinas.  
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La mutación dominante axr2-1 es de ganancia de función y produce insensibilidad 

a la administración de varias fitohormonas (Wilson et al., 1990; Timpte et al., 1994; 

Nagpal et al., 2000). Los dobles heterocigotos ucu1-1/UCU1;axr2-1/AXR2 y 

ucu1-3/UCU1;axr2-1/AXR2 presentan un fenotipo claramente sinérgico (véase el 

apartado IV.5.2.2.4, en la página 181), que recuerda al de los mutantes deficitarios en 

brasinosteroides. Mientras que los primeros resultaron estériles, los segundos produjeron 

algunas semillas F2, cuyo estudio indica que la severidad del fenotipo mutante es 

dependiente del número de dosis de los alelos mutantes axr2 y ucu1-3. En consecuencia, 

la mutación axr2-1 parece extremar los efectos fenotípicos de ucu1-1, e incluso los de 

ucu1-3, a pesar de la recesividad de este último. Parece razonable proponer que esta 

interacción se debe al incremento que axr2-1 causa en la concentración de auxina 

endógena, hormona a la que los mutantes ucu1 presentan una sensibilidad mayor que la 

del tipo silvestre. 

El fenotipo de los dobles heterocigotos ucu1-1/UCU1;icu5/ICU5 y ucu1-3/UCU1; 

icu5/ICU5 es prácticamente indistinguible del de ucu1-1/UCU1;axr2-1/AXR2 y el de 

ucu1-3/UCU1;axr2-1/AXR2, respectivamente. La mutación dominante icu5 (shy2) 

produce un cambio del aminoácido glicina a glutamato en la proteína IAA3, en la misma 

región dañada por la mutación axr2-1 en la proteína IAA7 (Candela et al., en 

preparación). Se ha propuesto que la proteína AXR2 (IAA7) podría actuar de forma 

parcialmente redundante con otros miembros de la familia Aux/IAA, como SHY2 (IAA3) o 

AXR3 (IAA17) (Nagpal et al., 2000). AXR2 (IAA7) y SHY2 (IAA3) presentan un patrón de 

expresión espacial muy  similar (Abel et al., 1995), por lo que es probable que actúen de 

forma redundante, lo que explicaría el parecido entre los fenotipos de los dobles 

heterocigotos de ucu1 con axr2 e icu5. 

El mutante icu6 presenta una mutación puntual en el gen AXR3, que cifra la 

proteína IAA17 (Rouse et al., 1998), que determina un cambio de aminoácido en una 

posición muy cercana a las dañadas por las mutaciones icu5 y axr2-1 (Candela et al., en 

preparación). El fenotipo de los mutantes icu6 es más extremo que el de otros alelos 

axr3, todos los cuales son semidominantes e hipermorfos y probablemente aumentan la 

estabilidad y la vida media de la proteína AXR3 (Rouse et al., 1998). A diferencia de lo 

que hemos comprobado con axr2 e icu5, el fenotipo del doble heterocigoto 

ucu1-1/UCU1;icu6/ICU6 resultó aditivo (véase el apartado IV.5.2.3.1.4, en la página 189), 

lo que indica que la función de AXR3 no está relacionada con la de UCU1. 

Las proteínas Aux/IAA son nucleares y tienen una vida media muy corta, ya que 

son rápidamente fosforiladas por las quinasas de serina y treonina que, como PINOID 
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(PID; Christensen et al., 2000; Reed, 2001), inducen su marcaje con la molécula 

ubiquitina. Este marcaje de las proteínas Aux/IAA facilita su incorporación al complejo del 

proteosoma, que las degrada (revisado en del Pozo y Estelle, 1999; Kepinski y Leyser 

2002). Se ha propuesto que el dominio II de las proteínas Aux/IAA, el que dañan las 

mutaciones axr2-1, icu5 e icu6, es esencial para la regulación de su actividad. Se ha 

demostrado que las mutaciones axr2-1 y shy2-3 aumentan la estabilidad de las proteínas 

IAA7 e IAA3, respectivamente, ya que probablemente dificultan su degradación por el 

proteosoma (Ouellet et al., 2001). 

Los productos de los genes TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE1 (TIR1; 

Rueger et al., 1998) y AUXIN RESISTANT1 (AXR1; Leyser et al., 1993), cuyas 

mutaciones también producen insensibilidad a las auxinas, son algunos de los elementos 

constituyentes de la ruta de degradación de proteínas mencionada en el párrafo anterior 

(Walker y Estelle, 1998; Bachmair et al., 2001). Este proceso implica la actuación 

sucesiva de tres complejos enzimáticos: la enzima activadora de la ubiquitina (E1), la 

enzima conjugadora de la ubiquitina (E2) y la ligasa de la ubiquitina (E3). El gen TIR1 

cifra una proteína con un dominio F-box (Ruegger et al., 1998), que forma parte del 

complejo denominado SCFTIR1, en el que radica la actividad ligasa de la ubiquitina (E3) de 

Arabidopsis thaliana.  

Algunos indicios experimentales adicionales permiten relacionar las mutaciones 

ucu1 con las alteraciones de la ruta de degradación de proteínas de la ubiquitina, lo que 

constituiría una función adicional de UCU1. El gen AXR1 cifra una proteína homóloga a la 

enzima E1 (Leyser et al., 1993), que regula la actividad de SCFTIR1. Las mutaciones 

recesivas axr1 confieren resistencia a la auxina y determinan que las hojas se arruguen y 

se recurven hacia el envés (Lincoln et al., 1990), tal como ocurre en las plantas 

ucu1-3/ucu1-3. Adicionalmente, las plantas de Nicotiana tabacum en las que se expresa 

de forma constitutiva un gen que cifra una variante de la ubiquitina que inhibe la 

degradación de las proteínas a las que se une, muestran sus hojas recurvadas hacia el 

envés (Bachmair et al., 1990), como las de los mutantes ucu1. UCU1 podría participar por 

lo tanto en el complejo de quinasas que, como PID, fosforilan de forma específica alguna 

de las proteínas Aux/IAA contribuyendo a su degradación, lo que permitiría explicar el 

fenotipo sinérgico de los dobles mutantes ucu1 axr2 e ucu1 icu5, en base a la relativa 

incapacidad de UCU1 para modificar a AXR2 e ICU5. 
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V.8.- Interacciones con otros genes 
Hemos obtenido otros dobles mutantes cruzando plantas portadoras de 

mutaciones ucu1 con otras que perturban el desarrollo foliar, la mayoría de ellas de 

naturaleza molecular aún por determinar (véase el apartado IV.5.2.2, en la página 176). 

La aditividad fenotípica observada en estos dobles mutantes indica que la función del gen 

UCU1 no se relaciona con la de INCURVATA2 (ICU2), que reprime en la hoja a varios 

genes de identidad floral (Serrano-Cartagena et al., 2000). Tampoco parece existir 

relación entre UCU1 y HASTY (HST; también llamado ICU3), que cifra una exportina 

presuntamente implicada en el transporte de moléculas entre el núcleo y el citoplasma, 

necesaria para el establecimiento de la identidad adaxial en los primordios (Bollman et 

al., 2003). 

Hemos considerado sinérgico el fenotipo de los dobles mutantes 

ucu1/ucu1;tcu1-1a/tcu1-1a (véase el apartado IV.5.2.3.2.1, en la página 191). El fenotipo 

de las plantas adultas ucu1-3/ucu1-3;tcu1-1a/tcu1-1a es muy similar al de los dobles 

mutantes ucu1-3 axr2 y ucu1-3 icu5, por lo que también en este caso puede especularse 

sugiriendo que el gen TRANSCURVATA1 (TCU1) participe en la señalización de las 

auxinas (véase el apartado IV.5.2.3.2.1, en la página 191). La clonación del gen TCU1 y 

la caracterización de los mutantes tcu1, que están en curso, permitirán contrastar esta 

hipótesis. 

Hemos considerado aditivo el fenotipo foliar de los dobles mutantes 

ucu1-1/UCU1;tcu2-1/tcu2-1 y ucu1-3/ucu1-3;tcu2-1/tcu2-1, aunque el doble mutante 

ucu1-1/ucu1-1;tcu2-1/tcu2-1 presenta un tamaño de la roseta mucho menor que la de sus 

parentales, por lo que podría considerarse sinérgico, y abrir la posibilidad de que el gen 

TCU2 estuviese implicado en la señalización de las auxinas (véase el apartado 

IV.5.2.3.2.2, en la página 193). 

También hemos encontrado aditividad fenotípica entre las mutaciones ucu1 y las 

tcu3 y asymmetric2 (as2) (véanse los apartados IV.5.2.3.2.3 y IV.5.2.3.2.4, en las páginas 

194 y 196, respectivamente). El gen AS2 cifra una proteína con cremalleras de leucina de 

la familia LOB (Iwakawa et al., 2002; Shuai et al., 2002), que reprime la expresión de 

algunos genes KNOX en los primordios foliares (véase el apartado I.4.5.1, en la página 

30). Nuestros resultados sugieren que los mutantes ucu1 no presentan alteraciones en la 

expresión de los genes KNOX en la hoja. 

Los mutantes ucu1-1/UCU1;ago1-51/ago1-51 y el doble mutante ucu1-1/ucu1-1; 

ago1-51/ago1-51 presenta un fenotipo similar al de las plantas ago1-51/ago1-51, por lo 

que hemos considerado que la mutación ago1-51 (icu9-1) es epistática sobre las ucu1 
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(véase el apartado IV.5.2.3.1.5, en la página 190). El gen ARGONAUTE1 (AGO1) cifra 

una proteína muy conservada entre las plantas y los animales, que está implicada en el 

silenciamiento génico postranscripcional (Fagard et al., 2000). La pérdida de 

dorsoventralidad que causa la mutación ago1-51 se manifiesta también en los dobles 

mutantes ucu1 ago1-51. La epistasia de ago1-51 sobre las mutaciones ucu1 puede 

deberse a que el gen AGO1 está implicado en un proceso de desarrollo anterior a 

aquéllos en los que participa UCU1, como la especificación de la identidad adaxial en los 

primordios. 
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VI.- RESUMEN Y CONCLUSIONES 
 

Se sabe relativamente poco acerca de la naturaleza y las funciones de los genes 

responsables de la dorsoventralidad de las hojas de las plantas, una característica que 

las distingue de otros órganos vegetales, cuya simetría es radial. En esta Tesis se han 

caracterizado 7 estirpes mutantes de Arabidopsis thaliana, cuyas hojas vegetativas están 

enrolladas hacia el envés, a diferencia de las de sus ancestros silvestres, que son 

aplanadas. Hemos denominado ultracurvata (ucu) a estos mutantes, a los que hemos 

considerado candidatos a ser portadores de mutaciones en genes relacionados con la 

dorsoventralidad foliar. 

El análisis de complementación de los mutantes ucu nos ha permitido asignarlos a 

dos genes, UCU1 y UCU2. Al grupo de complementación UCU1 pertenecen tres alelos 

inducidos mediante metanosulfonato de etilo, dos de ellos semidominantes e 

indistinguibles en sus efectos fenotípicos (ucu1-1 y ucu1-2), y el tercero recesivo y más 

débil (ucu1-3). Los alelos de UCU2 son recesivos y fueron inducidos mediante 

bombardeo con neutrones rápidos (ucu2-1), rayos X (ucu2-2) y mutagénesis insercional 

con el ADN-T de Agrobacterium tumefaciens (ucu2-3 y ucu2-4). Los mutantes ucu1-1, 

ucu1-2, ucu1-3, ucu2-1 y ucu2-3 fueron aislados en el  laboratorio de J.L. Micol, mientras 

que ucu2-2 y ucu2-4 formaban parte de colecciones de dominio público obtenidas por 

otros investigadores. 

Hemos estudiado la morfología de los mutantes ucu. Los alelos semidominantes 

ucu1-1 y ucu1-2 y todos los ucu2 causan enanismo, dado que reducen el crecimiento de 

todos los órganos a lo largo de su eje proximodistal. Este rasgo se manifiesta claramente 

en las hojas de los mutantes, que son similares en anchura a las silvestres pero 

apreciablemente más cortas. Las células de los mutantes ucu1 muestran una expansión 

longitudinal insuficiente. Todos los órganos de morfología radial de los mutantes ucu2 

presentan además rotación helicoidal. La reducción del tamaño de las células de los 

mutantes ucu1 con respecto a las silvestres es mucho mayor en la epidermis abaxial que 

en otros tejidos foliares, lo que explica la forma circinada de sus hojas.  

También hemos analizado algunos aspectos de la fisiología de estos mutantes, 

comprobando que su gravitropismo no está alterado. Los mutantes ucu1 manifiestan 

fotomorfogénesis constitutiva, generando hojas tras su germinación y cultivo en la 

oscuridad, a diferencia de los ucu2, que se comportan en este aspecto como sus 

ancestros silvestres. Hemos analizado los efectos de la administración de citoquininas, 

giberelinas, brasinosteroides, auxinas y algunos inhibidores del transporte de estas 
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últimas sobre el crecimiento de los mutantes ucu. La adición de estas sustancias al medio 

de cultivo no restauró el fenotipo silvestre en ningún caso. Los homocigotos ucu1-1/ucu1-

1 y ucu1-2/ucu1-2 son muy insensibles a la inhibición del crecimiento radicular causada 

por el 24-epibrasinólido, un brasinosteroide, e hipersensibles al 2,4-D, una auxina 

sintética. Los mutantes ucu2 presentan una respuesta de hipersensibilidad a la adición al 

medio de cultivo de los inhibidores del transporte de auxinas. 

Hemos identificado los genes UCU1 y UCU2 siguiendo un abordaje posicional. Su 

cartografía de baja resolución se llevó a cabo mediante análisis del ligamiento a 

microsatélites polimórficos y la de alta resolución tras desarrollar nuevos marcadores 

moleculares a fin de estrechar las regiones candidatas y finalmente secuenciar varios 

genes de estas últimas. El producto del gen UCU1 pertenece a la subfamilia de las  

quinasas de serina y treonina representada por SHAGGY en Drosophila melanogaster y 

por GSK3 en los vertebrados, que participan en la ruta de transducción de señales de 

Wingless y Wnt, respectivamente. Las mutaciones ucu1 son cambios de base que 

causan la sustitución de aminoácidos muy conservados entre los miembros de la 

subfamilia y alteran un dominio proteico cuya función se desconoce. 

El producto del gen UCU2 es una peptidil prolil cis/trans isomerasa, similar a las 

inmunofilinas de tipo FKBP (FK506-binding protein), cuyos homólogos en los animales 

participan en la modificación postraduccional de los receptores de los esteroides, entre 

otros procesos. Las mutaciones ucu2-1 y ucu2-2 son deleciones que eliminan a UCU2 y a 

varios genes vecinos. Por su parte, ucu2-3 es una reorganización que altera un segmento 

de 40 pb del último exón del gen y trunca su producto proteico. No hemos determinado la 

naturaleza molecular de ucu2-4, una mutación presuntamente insercional. 

Los rasgos mutantes de los homocigotos para los alelos semidominantes ucu1 se 

manifiestan también en las plantas transgénicas ucu1/ucu1 portadoras de un transgén 

que contiene el alelo silvestre UCU1. En consecuencia, las mutaciones ucu1 son 

antimorfas o neomorfas. La naturaleza estructural de las mutaciones ucu2, dos de las 

cuales son deleciones, indica su carácter nulo. 

Con el propósito de establecer la eventual existencia de interacciones genéticas, 

hemos cruzado los mutantes ucu entre sí y con otros previamente descritos, que fueron 

elegidos por sus alteraciones en la ontogenia foliar o en la síntesis o la señalización de 

fitohormonas. Los dobles mutantes ucu1 ucu2 muestran un fenotipo aditivo y son 

semejantes a los mutantes bri1, en los que no se transduce la señal hormonal de los 

brasinosteroides. Casi todos los demás dobles mutantes manifestaron aditividad 
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fenotípica. Se constató sinergia en los dobles mutantes en los que participaban 

mutaciones en genes relacionados con la señalización de las auxinas. 

Considerados en conjunto, nuestros resultados sugieren que los genes UCU1 y 

UCU2 están implicados en la señalización de las auxinas y los brasinosteroides. Aunque 

la actividad de estos dos genes es necesaria para el crecimiento de Arabidopsis thaliana, 

la de UCU1 se requiere en mayor medida en la epidermis abaxial de la hoja que en otros 

histotipos de este órgano. 
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