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PARTICIPACIÓN DE LOS GENES AGL24, SOC1 Y XAL2 EN EL DESARROLLO DE LA 

RAÍZ PRIMARIA DE Arabidopsis thaliana EN CONDICIONES DE ESTRÉS OSMÓTICO 

Natalia Castelán Muñoz, M.C. 

Colegio de Postgraduados, 2019 

RESUMEN 

 

El crecimiento de la raíz primaria está modulado por los procesos de proliferación y elongación 

localizados espacialmente en el meristemo apical de la raíz y la zona de elongación. Las tasas de 

proliferación y diferenciación celular son dos procesos íntimamente ligados y su proporción se modifica 

en respuesta a estímulos tanto internos como externos. Los procesos moleculares dirigidos por los 

patrones de expresión genética implicados en el crecimiento de la raíz están determinados por la 

combinación de reguladores transcripcionales que integran tanto las señales hormonales como las 

señales externas. Los factores de transcripción del dominio-MADS son conocidos por su función de 

reguladores de la expresión genética en los procesos del desarrollo, actuando a través de complejos 

multiméricos de los mismos miembros de la familia. En esta investigación, caracterizamos la 

participación de los genes, conocidos como integradores de las vías de floración, AGAMOUS-LIKE 24 

(AGL24) y SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1) en el desarrollo de la raíz 

primaria de plántulas, de 5-11 días de edad, de Arabidopsis thaliana, y su interacción genética con 

XAANTAL 2 / AGAMOUS-LIKE 14 (XAL2/AGL14), un promotor del crecimiento de la raíz cuya función 

ha sido parcialmente establecida en un trabajo previo. En el presente estudio, las cinéticas de crecimiento 

de la raíz primaria y los análisis de la longitud celular de la zona meristemática, elongación y maduración 

de mutantes de pérdida de función xal2-2, agl24-4 y soc1-6 y mutantes dobles de xal2-2 agl24-4 y xal2-

2 soc1-6 mostraron que tanto SOC1 como AGL24, participan en el desarrollo de la raíz primaria 

regulando el crecimiento de manera negativa, como represores, de forma opuesta de XAL2. 

Demostramos que SOC1 es suficiente para inhibir levemente la elongación celular (11-33% en la zona 

de elongación); mientras que, en la modulación de la proliferación celular, SOC1 está por abajo de XAL2. 

A su vez, xal2-2 es epistático a agl24-4 sobre el control del tamaño del meristemo; y AGL24 también 

inhibe la elongación celular de forma opuesta a XAL2; no obstante, esto solo fue observado en ausencia 

de la actividad de XAL2. El efecto de SOC1 y AGL24 opuesto al de XAL2 permiten un balance y 

compensan parcialmente en el crecimiento de la raíz primaria en condiciones óptimas de crecimiento. 

Lo anterior, contrasta con la función redundante de XAL2 con AGL24 y SOC1 observada en la parte 

aérea durante la transición a la floración, reportada en la literatura. Además, en esta investigación 

encontramos que, los genes AGL24, SOC1 y XAL2 participan en la modulación de la longitud de la raíz 
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primaria en respuesta a estrés osmótico severo (Ψo = -0.85 MPa). De manera interesante, en estrés 

osmótico, la interacción entre los genes XAL2 y AGL24 se modifica: XAL2 regula positivamente a 

AGL24 tanto en la producción celular como en la elongación. El análisis de la longitud de la raíz primaria 

en concentraciones de ácido abscísico inhibitorias y estimulantes del crecimiento evidenció que se 

requiere del efecto de los genes AGL24, SOC1 y XAL2 durante los mecanismos de regulación del 

crecimiento de la raíz dependientes de ácido abscísico. Finalmente, el análisis de cambios en la 

abundancia de proteínas del ápice de la raíz primaria en geles de electroforesis 2D (SDS-PAGE), y la 

identificación de las proteínas por espectrometría de masas, reveló que XAL2 afecta la abundancia de la 

proteína GSTF9 que es importante para la homeostasis redox. Lo anterior sugiere que GSTF9 

posiblemente es un componente en la red de regulación del crecimiento de la raíz en la que participa 

XAL2, y que XAL2 está involucrado en la regulación de la homeostasis redox. Estos resultados son 

novedosos e inesperados porque la función de AGL24 y SOC1 está ampliamente asociada a la transición 

de la floración en la parte aérea de la planta y para nada se había pensado que estos interactuaran con 

genes que claramente están involucrados en el crecimiento de la raíz. Por lo cual nuestros hallazgos 

amplían el conocimiento sobre el alcance funcional de estos reguladores del desarrollo. 

  

Palabras clave: Arabidopsis thaliana, genes MADS-box, XAL2, AGL24, SOC1, raíz primaria, 

meristemo apical de la raíz, estrés osmótico, ácido abscísico, GSTF9. 
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PARTICIPATION OF AGL24, SOC1 AND XAL2 GENES IN THE PRIMARY ROOT 

DEVELOPMENT OF Arabidopsis thaliana IN OSMOTIC STRESS CONDITIONS 

 

Natalia Castelán Muñoz, M.C. 

Colegio de Postgraduados, 2019 

 

ABSTRACT 

 

Primary root growth is modulated by proliferation and elongation processes in the root apical meristem 

and elongation zone. Cell proliferation and differentiation are two intimately linked processes and their 

rates are modified in response to both internal and external stimuli. Molecular processes are driven by 

the expression patterns of genes involved in root growth, which are determined by a combination of 

transcriptional regulators that integrate external signals, such as hormones. The MADS-domain 

transcription factors, known for their role as regulators of genetic expression in developmental processes, 

act through multimeric complexes of the same family members. In this work, we characterized the 

participation of the AGAMOUS-LIKE 24 (AGL24) and SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF 

CONSTANS 1 (SOC1) genes, which are known flowering pathway integrators, in the development of 

the primary roots of, 5-11 day old, Arabidopsis thaliana seedlings, and their genetic interaction with 

XAANTAL 2 / AGAMOUS-LIKE 14 (XAL2/AGL14), a primary root growth promoter whose function 

was partially established in previous work. In the present work, the kinetics of primary root growth and 

an analysis of cell length in the root apical meristem, elongation zona and maturation zone of the loss of 

function single mutants xal2-2, agl24-4 and soc1-6, and double mutants xal2-2 agl24-4 and xal2-2 soc1-

6 showed that both SOC1 and AGL24, are involved in primary root development by negatively regulating 

growth, as repressors, in contrast to XAL2. We show that SOC1 mutation is sufficient to slightly inhibit 

cell elongation (11-33% at the elongation zone); while the modulation effect of SOC1 mutation on cell 

proliferation is less pronounced than that of XAL2. In turn, xal2-2 was found to be epistatic to agl24-4 

for the control of meristem size meristem size; and AGL24 mutation inhibited cellular elongation, unlike 

XAL2 mutation; however, this finding was observed only in the absence of XAL2 activity. The opposing 

effects of SOC1 and AGL24 versus XAL2 are balanced and partially compensate for primary root growth 

under optimal growing conditions. This finding contrasts with the redundant functions of XAL2 versus 

AGL24 and SOC1 observed in the shoot during the transition to flowering, as reported in the literature. 

However, in this work we find that, the effects of AGL24, SOC1 and XAL2 were required to modulate 
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the length of the primary root in response to severe osmotic stress (Ψo = -0.85 MPa). Interestingly, under 

osmotic stress, the interaction between XAL2 and AGL24 changed: XAL2 positively regulated AGL24 in 

terms of both cell production and elongation. Likewise, analysis of the primary root length under 

treatment with abscisic acid at inhibitory and growth-stimulating concentrations showed that the effects 

of AGL24, SOC1 and XAL2 are required for the mechanisms of abscisic acid-dependent root growth 

regulation. Finally, analysis of changes in the protein abundance at the apex (1 cm) of the primary root 

by gel electrophoresis 2D (SDS-PAGE), and protein identification by mass spectrometry revealed that, 

XAL2 affected the abundance of the GSTF9 protein, which is important for redox homeostasis redox. 

This finding suggests that GSTF9 is a component of the root growth regulatory network in which XAL2 

participates, and that XAL2 is involved in the regulation of redox homeostasis. These results are novel 

and unexpected because the functions of AGL24 and SOC1 are widely associated with the transition 

from flowering in the shoot and AGL24 and SOC1 had not been thought to interact with genes clearly 

involved in the root growth. Therefore, our findings extend knowledge of the functional scope of these 

development regulators. 

 

 

KEY WORDS: Arabidopsis thaliana, MADS-box, XAL2, AGL24, SOC1, primary root, root apical 

meristem, osmotic stress, abscisic acid, GSTF9. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Arabidopsis thaliana como modelo de estudio 

Arabidopsis thaliana (Arabidopsis de aquí en adelante) es una planta dicotiledónea perteneciente a la 

familia Brassicaceae. Arabidopsis se distribuye en las regiones templadas de Europa, Asia y África del 

Norte, y ha sido ampliamente introducida en otras regiones del Norte de América y Australia (Anderson 

y Wilson, 2000). Es una planta herbácea de tamaño pequeño, con un ciclo de vida corto que tarda de seis 

a ocho semanas en completarse. Además, debido a que Arabidopsis en el estadio de esporofito es 

diploide, a que su fecundación se realiza por autopolinización, y a que genera una gran cantidad de 

semillas, en pocas generaciones es posible obtener poblaciones homocigotas (Wilson, 2000). Estas 

características hacen de Arabidopsis una especie fácilmente cultivable y manipulable genéticamente, por 

lo que fue adoptada como planta modelo de estudio de genética, biología molecular y evolución del 

desarrollo. Aunado a esto, la secuenciación de su genoma completo, relativamente pequeño, que consta 

de 125 millones de pares de bases, y los bancos de semillas comerciales con mutantes disponibles de 

casi todos los genes han sido herramientas cruciales para el entendimiento de la organización y 

regulación genética de los complejos procesos del desarrollo vegetal (Bolger et al., 2019; Nath et al., 

2005; The Arabidopsis Genome Iniciative, 2000).  

 

1.2. La raíz de Arabidopsis thaliana como modelo de estudio del desarrollo  

El sistema radical es un órgano importante para las plantas, no solo como estructura de anclaje y soporte 

en el suelo, sino que también es responsable de la absorción de agua y nutrientes minerales. Además, la 

raíz es altamente perceptiva de los cambios del medio en el que se desarrolla, ante los cuales responde 

de manera plástica, modulando los procesos de proliferación y diferenciación, y con ello pudiendo 

modificar su arquitectura (Yu et al., 2014b). El meristemo apical de la raíz (o RAM, por sus siglas en 

inglés: “Root Apical Meristem”) de Arabidopsis tiene un crecimiento indeterminado, el cual provee de 

células a todos los tipos celulares de la raíz. Las células transitan a la zona de elongación en donde dejan 

de duplicarse y luego a la zona de diferenciación en donde se diferencian y maduran: por ejemplo, las 

células de la epidermis forman los pelos radicales de (Montiel et al., 2004).  

El pro-meristemo de la raíz primaria se establece durante la embriogénesis, a partir de la división 

asimétrica del cigoto. Una división sucesiva en la hilera inferior del embrión forma el suspensor, cuya 

célula basal, la hipófisis, da origen a las iniciales de columela y al centro quiescente (Dolan et al., 1993). 

A partir de células del embrión también se desarrollan los grupos de las iniciales de los tipos celulares 
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restantes, cuya organización radial se establece desde el embrión y se mantiene después de la etapa 

embrionaria. El centro quiescente junto con las células iniciales forman el nicho de células madre o nicho 

de células troncales (Yang et al., 2014). El centro quiescente es el llamado organizador central en otros 

organismos; en Arabidopsis consta de un grupo de cuatro células que actúa como un reservorio a largo 

plazo de las células iniciales circundantes, manteniéndose en un estado no diferenciado, pluripotente y 

con una división muy lenta (Drisch y Stahl, 2015). Esta relativa inactividad de centro quiescente es 

indispensable para el desarrollo continuo de la raíz (Ortega-Martínez et al., 2007; Sarkar et al., 2007).  

Las células iniciales, que en Arabidopsis forman cuatro grupos, dan lugar a los siguientes tejidos 

de la raíz: 1) el cilindro vascular, 2) la columela, 3) la corteza y la endodermis y 4) la epidermis y la 

cofia lateral. Las células derivadas de las iniciales se diferencian estrictamente de acuerdo con sus 

posiciones en tejidos, resultando en patrones celulares / tisulares bien definidos y altamente predecibles 

(Scheres et al., 2002). En cuanto a la organización concéntrica, los linajes de células que se encuentran 

en la raíz son, de afuera hacia adentro, la epidermis, el córtex, la endodermis, el periciclo y el cilindro 

vascular. Estos tipos celulares de la raíz de Arabidopsis son fácilmente distinguibles y presentan un 

número de células altamente conservado (Rahni y Birnbaum, 2019).  

 Las células derivadas de las células iniciales transitan longitudinalmente y sucesivamente por 

tres diferentes zonas de la raíz que se diferencian por sus tasas de división celular, de elongación y de 

maduración: a) la zona meristemática, que se localiza en el ápice de la raíz, comprende el dominio de 

proliferación (DP) donde las células se duplican, y el dominio de transición (DT) en el cual las células 

presentan menos células dividiéndose, aunque la duración del ciclo celular es la misma que en las células 

que están en el dominio de proliferación y comienzan a alargarse; b) la zona de elongación (ZE) formada 

por las células provenientes del meristemo que dejan de dividirse y se elongan a una mayor velocidad; 

y c) la zona de diferenciación (ZD), en donde las células adquieren su tamaño y función final al 

diferenciarse en varios tipos celulares, es fácilmente distinguible por la aparición de pelos radicales 

(Cajero-Sánchez et al., 2018; Ivanov y Dubrovsky, 2013) 

Debido a la presencia de pocos tipos celulares y al número conservado de células por cada hilera 

de los mismos, el crecimiento de la raíz primaria puede ser analizado usando una sola fila de células que 

es representativa del resto de los tipos celulares (Beemster, 2002; Beemster y Baskin, 1998). Así, 

cualquier desviación significativa del patrón estándar de organización entre genotipos o debido a una 

respuesta a las señales del ambiente, puede ser detectada (Ivanov y Dubrovsky, 2013; Pacheco-Escobedo 

et al., 2016). Por lo anterior, la raíz de Arabidopsis se ha utilizado como un modelo para estudios de 
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desarrollo y de los mecanismos moleculares que lo controlan (Bennett y Scheres, 2010; Dolan et al., 

1993; Garay-Arroyo et al., 2013; Pacheco-Escobedo et al., 2016; Tapia-López et al., 2008). 

 

1.3. Factores de transcripción con dominio-MADS 

Para que se lleven a cabo los diferentes procesos morfogenéticos que determinan el desarrollo de un 

organismo, es necesaria la regulación dinámica de módulos genéticos en coordinación con las señales 

internas, i.e. hormonas y moléculas señalizadoras, que integran las señales ambientales. Los factores de 

transcripción son proteínas que reconocen y se unen al ADN en una secuencia específica de sus genes 

blanco para regular su expresión mediante activación o represión (Herath, 2018). Aproximadamente el 

5% de los genes que conforman el genoma de Arabidopsis codifican para factores de transcripción, los 

cuales han sido clasificados en diferentes familias con base en la estructura de su dominio de unión al 

ADN (Gonzalez, 2016; Riechmann y Ratcliffe, 2000). 

 La familia de genes MADS-box codifica para una gran variedad de factores de transcripción 

involucrados en la regulación de diversos procesos del desarrollo en hongos, plantas y animales 

(Kaufmann et al., 2005; Riechmann et al., 1996; Theißen y Gramzow, 2016). En 1990, Schwarz-Sommer 

et al., acuñaron el nombre de esta familia con el acrónimo formado a partir de la inicial de los primeros 

cuatro genes MADS-box caracterizados en diferentes organismos: MINICHROMOSOME 

MAINTENANCE FACTOR 1 (MCM1) de Saccharomyces cerevisiae (Passmore et al., 1988), AGAMOUS 

(AG) de Arabidopis (Yanofsky et al., 1990) DEFICIENS (DEF) de Antirrhinum majus (Sommer et al., 

1990) y SERUM RESPONSE FACTOR (SRF) de Homo sapiens (Norman et al., 1988). 

 El motivo distintivo de estos factores de transcripción es el dominio-MADS, que es la región 

más conservada de la proteína, localizada en la región N-terminal y consta de ∼56 aminoácidos 

(Rounsley et al., 1995). Mediante este dominio, las proteínas con dominio-MADS se unen a secuencias 

específicas del DNA, conocidas como cajas CArG [5’-CC(A/T)6GG-3’], que actúan como elementos de 

regulación en cis en los promotores o regiones reguladoras de los genes blanco (Hayes et al., 1988; 

Mohun et al., 1987). Adicionalmente, el domino MADS participa en la localización nuclear (McGonigle 

et al., 1996) y en la dimerización con otros miembros de la familia con dominio-MADS (Immink et al., 

2002; Mcgonigle et al., 1996; Treisman, 1995). 

 Las proteínas de esta familia son estructuralmente diversas. Por medio de análisis filogenético 

usando la secuencia del dominio MADS, se han categorizado en dos grandes linajes: de Tipo I (MADS 

SRF-like) y de Tipo II (MEF2-like). Ambos linajes están presentes en todos los eucariotas, así que se 

asume que fueron originados por duplicación antes de la divergencia entre plantas, animales y hongos. 
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No obstante, en plantas, estos linajes se pueden distinguir por la ausencia o presencia del domino keratin-

like (K), respectivamente; lo cual sugiriere que este dominio evolucionó después de que las proteínas 

Tipo II divergieron de las proteínas de Tipo I (Álvarez-Buylla et al., 2000b) 

 Por un lado, las proteínas Tipo-I o Tipo-M solo tienen en común su dominio MADS (M), que 

usualmente está formado por uno o dos exones, y han sido clasificadas en tres subfamilias Mα, Mβ y 

Mγ, con base en la variación de los motivos conservados en la región C-terminal (Nam et al., 2004; 

Pařenicová et al., 2003). Por otro lado, el linaje Tipo-II o Tipo-MIKC, que ha sido mucho mejor 

caracterizado que el linaje Tipo-I, tiene una estructura modular con cuatro dominios: el MADS (M), el 

Intervening (I), el Keratin-like (K) y el dominio carboxilo terminal (C-terminal) (Theißen y Kim, 1996). 

El linaje Tipo-II ha sido subdividido con base en la divergencia estructural de sus dos dominios I y K, 

en lo que se conoce como las proteínas MIKCC (canónicas) y las MIKC* (Henschel et al., 2002; Leseberg 

et al., 2006). En la estructura de las proteínas Tipo MIKCC, el dominio I es relativamente variable, está 

formado por aproximadamente 30 aminoácidos, y contribuye a la especificidad de la unión al DNA y en 

la formación selectiva de los dímeros proteicos. El dominio K, formado por alrededor de 70 aminoácidos, 

es el dominio más conservado; tiene una estructura característica de tres hélices anfipáticas 

superenrolladas que facilitan la formación de dímeros y de complejos multiméricos (Fan et al., 1997; 

Puranik et al., 2014). La proteínas MIKC* presentan una estructura alterada los dominios que se debe a 

la duplicación de exones que codifican una subregión del dominio K (Smaczniak et al., 2012a). 

Finalmente, el dominio C-terminal es el dominio más variable en longitud y secuencia; consiste 

principalmente en aminoácidos hidrofóbicos y tiene diversas funciones, como es la activación 

transcripcional (Cho et al., 1999) y la formación de complejos multiméricos (Kaufmann et al., 2005; 

Parenicová et al., 2003; Riechmann et al., 1996).  

 Con base en la diversidad en la secuencia del dominio C-terminal, los MADS-box Tipo-MICKC 

se han divididos en 13 diferentes subfamilias cuyo nombre hace referencia a la primera proteína 

identificada: AG-, AGL2-, AGL6-, AGL12-, AGL15-, AGL17-, DEF-, FLC-, GGM13-(Bsister), GLO 

 SQUA-, SVP -, y SOC1/TM3-like (Smaczniak et al., 2012a; Theißen et al., 1996). Los miembros de las 

subfamilias son generalmente genes ortólogos altamente conservados. Éstos surgieron en un ancestro 

común de la especie o son parálogos jóvenes que surgieron más recientemente, por duplicación de genes 

en uno solo de los descendientes de ancestro común. Por lo tanto, la evolución de la familia de genes 

MADS-box estuvo dominada por la duplicación de genes y los eventos de especiación. Algunas de las 

subfamilias podrían haberse originado hace más de 1,000 millones de años (Theißen et al., 1996). Dentro 
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de la misma subfamilia, los miembros tienden a compartir patrones de expresión similares y funciones 

altamente relacionadas (Theißen et al., 1996; Zahn et al., 2006).  

 Para regular la transcripción de sus genes blanco, las proteínas con dominio-MADS se unen al 

DNA como homo o heterodímeros, y tetrámeros para llevar a cabo su actividad transcripcional (Melzer 

y Theißen, 2009; Theißen et al., 2016). Además de interactuar de manera combinatoria entre sí, las 

proteínas con dominio-MADS forman complejos multiméricos con factores de transcripción de otras 

familias y con otros tipos de reguladores transcripcionales como son los cofactores, los correpresores o 

los factores remodeladores de la cromatina (Smaczniak et al., 2012a) entre otros. De tal forma, la función 

específica de las proteínas de dominio-MADS está determinada no solo por secuencias dentro del 

dominio MADS, que da especificidad a la unión al ADN, sino también por las secuencias dentro de otros 

dominios, que pueden afectar la interacción con las proteínas asociadas (Kaufmann et al., 2005, 2009; 

Smaczniak et al., 2012b).  

 En el genoma de Arabidopsis hay 108 genes que codifican proteínas con dominio-MADS 

(Theißen, 1996; Theißen y Gramzow, 2016).  Estos genes se expresan en varios órganos y tejidos 

vegetativos como el polen, el endospermo, las células guarda, los tricomas y la raíz (Álvarez-Buylla et 

al., 2000; Arora et al., 2007) y están involucrados predominantemente en procesos de desarrollo llevando 

a cabo múltiples funciones como la transición a la floración, la formación de los órganos florales, el 

desarrollo de raíz, en la formación y maduración del fruto, etc. (Fang y Fernández, 2002; Lohmann et 

al., 2002; Mao et al., 2000; Mouradov et al., 2002; Parenicová et al., 2003; Vrebalov et al., 2002). 

Además, estudios a gran escala de los perfiles de expresión genética en diferentes especies vegetales han 

revelado que los genes MADS-box se expresan de manera diferente en diversos tejidos, lo que indica 

que pueden ejercer diferentes funciones a lo largo de su ciclo de vida (Wei et al., 2018). Los genes 

MADS-box mejor estudiados son los involucrados en la regulación de características reproductivas, 

como son: la transición del estadio vegetativo al reproductivo que ocurre en el meristemo apical del tallo 

y la especificación de la identidad de los órganos de la flor (De Veylder et al., 2001; Liljegren et al., 

2000; Nesi et al., 2002; Samach et al., 2000; Yanofsky et al., 1990).  

 Los genes MADS-box también participan en el desarrollo del sistema radical; sin embargo, su 

función en este órgano ha sido poco estudiada. Se sabe que, al menos 50 genes MADS-box se expresan 

en la raíz de Arabidopsis (Álvarez-Buylla et al., 2019; Rounsley, 1995). Entre los que se expresan 

preferencialmente en la raíz de Arabidopsis se encuentran AGL17, AGL21, ANR1, AGL16, AGL18, 

AGL19, AGL26 y AGL56 (Álvarez-Buylla et al., 2000; Burge et al., 2002; Parenicová et al., 2003; Gan 

et al., 2005, 2012). También, se ha comprobado que ANR1 y AGL21 participan como genes clave en el 
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proceso de proliferación y la plasticidad de desarrollo de las raíces laterales en respuesta a nutrientes 

(Gan et al., 2011; Yu et al., 2014b; Zhang y Forde, 1998); mientras que XAANTAL1 (AGL12/XAL1; 

Tapia-López et al., 2008) y XAL2 (AGL14; Garay-Arroyo et al., 2013) participan en el desarrollo de la 

raíz primaria. 

 

1.4. Función de XAL2 y su interacción con AGL24 y SOC1 en la parte aérea de Arabidopsis 

Como se mencionó anteriormente, XAL2 tienen un papel clave en el desarrollo de la raíz primaria. Se 

expresa fuertemente en este órgano, aumentando con el tiempo de desarrollo y presentando una mayor 

abundancia del RNA mensajero  a los nueve días post siembra (dps), con respecto al día cinco o siete 

(Cerón-Bustamante, 2012; Rounsley et al., 1995; Schönrock et al., 2006). En plántulas de 7 dps la 

expresión del mRNA de XAL2 se localizó, mediante análisis de hibridación in situ, en la región 

meristemática de la raíz, particularmente en células de la cofia lateral, la epidermis y endodermis de la 

columela, mientras que en la zona de diferenciación de la raíz primaria se localizó en el cilindro vascular 

y en los primordios de las raíces laterales (Garay-Arroyo et al., 2013). 

 Para determinar la función que XAL2 desempeña en la raíz primaria, se usaron mutantes de 

pérdida de función de XAL2 (xal2-1 y xal2-2), y se demostró que ambos alelos presentaban raíces cortas. 

Además, usando el alelo más fuerte (xal2-2) se vio que presenta una raíz primaria corta con un menor 

número de células tanto en el meristemo como en la zona de elongación y un menor tamaño de las células 

completamente elongadas (86%) con respecto a plántulas tipo silvestre. En xal2-2, la duración del ciclo 

celular no se altera; sin embargo, se altera la organización del nicho de células troncales y aumentan las 

capas indiferenciadas de la columela (que no presentan gránulos de almidón) lo que implica un retraso 

en la transición a la diferenciación de las células de la columela (Garay-Arroyo et al., 2013). 

 La participación de XAL2 en el desarrollo de la raíz se debe, parcialmente, a que regula los niveles 

de auxinas mediante la inducción transcripcional de PIN1 (PIN FORMED PROTEIN1) y PIN4, que 

codifican proteínas transportadoras de eflujo de las auxinas (Garay-Arroyo et al., 2013). PIN1 y PIN4 

son dos de las cinco proteínas PIN, localizadas polarmente en la membrana plasmática de las células de 

la raíz, que coordinan el movimiento de las auxinas para mantener el gradiente de concentración 

característico de esta hormona a lo largo de la raíz, el cual provee información esencial para la división, 

polaridad y destino celular durante la morfogénesis (Bennett y Scheres, 2010; Blilou et al., 2005). 

Mientras que PIN1 transporta las auxinas desde la base de la planta hacia la punta de la raíz, PIN4 lo 

transporta hacia afuera del nicho de células madre, contribuyendo al maximum de concentración de 

auxinas en el centro quiescente (Bennett y Scheres, 2010). Sin embargo, las mutantes de xal2-2 presentan 

una raíz mucho más corta que las mutantes dobles de PIN1 y PIN4, lo que indica que la regulación de 
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PIN1 y PIN4 por XAL2 no explica totalmente el fenotipo de xal2-2 (Garay-Arroyo et al., 2013).  Por lo 

cual, es necesario emplear otros métodos para encontrar nodos adicionales en el módulo de regulación 

genética de XAL2 (i.e. genes blanco e interactores) que ayuden a entender las bases moleculares por las 

que XAL2 ejerce la función de promotor del crecimiento de la raíz primaria. 

 Recientemente, en la parte aérea de Arabidopsis ha sido probada una compleja interacción 

genética de XAL2 con AGL24 (AGAMOUS LIKE 24; AT4G24540) y SOC1/AGL20 (SUPPRESSOR OF 

OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 / AGAMOUS LIKE 20; AT2G45660), dos genes MADS-box 

cuyo papel es clave durante la transición a la floración (Michaels et al., 2003; Pérez-Ruiz et al., 2015; 

Yu et al., 2002; Lee et al, 2001). Además, en ensayos de doble y triple híbrido en levaduras, se ha visto 

que las proteínas SOC1 y AGL24 interactúan físicamente y forman heterodímeros con XAL2 (De Folter 

et al., 2005; Immink et al., 2009). XAL2 y SOC1 pertenecen al mismo clado (SOC1/TM6) (Lee et al., 

2000), mientras que AGL24 pertenece al clado de SVP (Michaels et al., 2003). 

 SOC1 es un gen que se expresa en raíz, hojas y meristemos, y sus niveles de expresión se 

incrementan de acuerdo con la edad de la planta; la proteína que codifica está altamente conservada entre 

angiospermas (Kazan y Lyons, 2016; Zhao et al., 2014). SOC1 es un regulador de la organogénesis en 

el desarrollo de las plantas y es parte de las redes de regulación genética que integran varias señales 

ambientales y endógenas para promover la floración; incluyendo el fotoperíodo, la vernalización y las 

giberelinas  (Hepworth et al., 2002; Lee et al., 2000a; Lee y Lee, 2010; Moon et al., 2003; Samach et al., 

2000). La función de SOC1 depende de su interacción con diversas proteínas, incluyendo AGL24, con 

la que es capaz de formar un heterodímero en la parte aérea de la planta (Seo et al., 2012). También, se 

ha demostrado que AGL24 y SOC1 interactúan y se regulan transcripcionalmente de manera positiva;  

además, se ha demostrado redundancia funcional en cuanto a la transición a la floración: las mutantes 

dobles de soc1 agl24, tienen un fenotipo más fuerte de floración tardía que cualquiera de las dos mutantes 

sencillas (Lee et al., 2008; Liu et al., 2008; Riboni et al., 2013). 

 AGL24 y SOC1 son regulados diferencialmente en muchos aspectos durante la transición floral. 

Primero, aunque la expresión de AGL24 es regulada por la vernalización, éste es independiente de 

FLOWERING LOCUS (FLC), un potente represor de la floración (Liu et al., 2008; Michaels et al., 2003). 

Por el contrario, FLC junto con SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) reprimen la expresión de SOC1 

en el meristemo de la inflorescencia (Hepworth et al., 2002). Segundo, en la vía del fotoperíodo, AGL24 

es regulado positivamente por CONSTANS (CO), pero no por FT, pues mutantes de co-1 presentan 

reducción en el mRNA de AGL24, pero las mutantes de ft-1 no presentan alteraciones en su expresión; 

mientras que SOC1 es principalmente regulado positivamente por FT e indirectamente por CO (Yu et 

https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26554&type=locus
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al., 2002). La pérdida de función de AGL24 produce un retraso en la transición a la floración similar a 

la que produce la pérdida de función de SOC1, mientras que la sobreexpresión de ambos genes produce 

un fenotipo de transición temprana a la floración (Michaels et al., 2003). Además, los mutantes dobles 

de agl24-2 soc1-2 presentan la misma la floración tardía y con el mismo número de hojas que la mutante 

sencilla soc1 (Riboni et al., 2013; Yu et al., 2002). No obstante, la sobreexpresión de AGL24 puede 

rescatar parcialmente, aunque no totalmente, el fenotipo de floración tardía de SOC1, mientras que la 

pérdida de AGL24 puede suprimir significativamente la floración temprana en plantas 35S::SOC1 (Yu 

et al., 2002). Estos dos factores pueden regularse positivamente entre sí, ya que se ha reportado que la 

sobreexpresión de AGL24 provoca una regulación positiva en la expresión de SOC1 y un fenotipo de 

floración temprana, y la sobreexpresión de SOC1 también puede causar una regulación positiva de la 

expresión de AGL24 (Michaels et al., 2003). Sin embargo, el fenotipo débil de floración temprana tanto 

de 35S::AGL24 como de 35S::SOC1 en fondos mutantes soc1-2 y agl24-2, respectivamente, indica que, 

además de regularse positivamente entre sí, AGL24 y SOC1 también pueden promover la floración de 

forma independiente (Lee et al., 2008; Michaels et al., 2003; Yu et al., 2002).   

 XAL2 está involucrado en la promoción de la floración y en el mantenimiento de la identidad de 

las células del meristemo floral de Arabidopsis a través del mismo módulo de regulación genética que 

SOC1 y AGL24 en respuesta al fotoperíodo y a las giberelinas (Pérez-Ruiz et al., 2015). De hecho, las 

plantas sobreexpresoras de XAL2 presentan un fenotipo de floración precoz y con flores anormales, 

similar al fenotipo de las sobreexpresoras de SOC1 y AGL24. Por lo anterior Pérez-Ruiz et al. (2015)  

evaluaron la interacción genética de XAL2 con SOC1 y con AGL24 durante el proceso de floración, a 

través de un análisis de epistásis con mutantes dobles xal2-2 soc1-6 y xal2-2 agl24-4. Se observó una 

interacción genética distinta dependiendo del fotoperíodo y de las características evaluadas: tiempo de 

floración y número de hojas de roseta presentes en el momento de la emisión de la inflorescencia 

meristemo floral. Lo anterior muestra que XAL2 comparte funciones con SOC1 y con AGL24, y al mismo 

tiempo presenta funciones independientes en la parte aérea de la planta. Concretamente, en fotoperíodo 

de día largo, soc1-6 presenta mayor retraso en la transición a la floración y es epistático a xal2-2; en 

cambio, el número de hojas de roseta en la mutante doble xal2-2 soc1-6 es intermedio al de ambos 

parentales (Pérez-Ruiz et al., 2015). Por otro lado, en fotoperíodo de día corto, xal2-2 es epistático sobre 

agl24-4 en el retraso en la transición a la floración; además xal2-2 tiene un menor número de hojas y es 

epistático a soc1-6 y a agl24-4 (Pérez-Ruiz et al., 2015). De manera interesante, en condiciones de día 

corto, la aplicación de giberelinas suprimió el fenotipo de floración tardía de todas las mutantes, a 

excepción de xal2-2 soc1-6 donde no tuvo efecto aún después de 88 dps, a causa del fenotipo aditivo de 
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los parentales (Pérez-Ruiz et al., 2015). Así mismo, xal2-2 soc1-6, presenta un fenotipo aditivo en la 

alteración de la expresión de genes de biosíntesis y catabolismo de las giberelinas. Lo anterior indica 

que XAL2 y SOC1 participan de forma independiente tanto en el mecanismo de inducción de la floración 

por giberelinas, como en el metabolismo mismo de las giberelinas, aunque formen parte de la misma red 

de regulación genética (Pérez-Ruiz et al., 2015). Además, xal2-2 presenta una disminución en los niveles 

de mRNA de SOC1 y AGL24. A su vez, los transcritos de XAL2 disminuyen en plantas de sobreexpresión 

de SOC1; no obstante, la pérdida de función de SOC1 y AGL24 no afectan la expresión de XAL2. Lo 

anterior sugiere que, en la transición floral en día largo, XAL2 regula positivamente a SOC1 y AGL24, 

mientras que AGL24 no parece regular a XAL2 y SOC1 lo podría estar regulando negativamente (Pérez-

Ruiz et al., 2015). 

  Por otro lado, varios datos muestran que AGL24 y SOC1 se expresan en la raíz de Arabidopsis 

(Bouché et al., 2016; Gan et al., 2005, 2010, 2011; Lee et al., 2000; Schönrock et al., 2006; Yu et al., 

2002). No obstante, la participación de AGL24 en el desarrollo de este órgano no ha sido explorada. En 

cambio, se ha determinado el aumento de la expresión de SOC1 en los sitios de producción de raíces 

laterales en plantas silvestres; y mutantes de pérdida de función agl20-2 exhiben una disminución en los 

sitios de preramificación y en el número de raíces laterales. Lo que indica que SOC1 está involucrado 

en el mecanismo que determina el patrón de distribución de raíces laterales en la zona de diferenciación 

de la raíz primaria y en el número de las mismas (Moreno-Risueno et al., 2010). Además, análisis de 

transcriptómica y de microarreglos de raíz han demostrado que SOC1 presenta una alta coexpresión con 

XAL2 (Bouché et al. 2016; Zluhan- Martínez et al., datos no publicados). 

 Debido al papel que juegan las proteínas con domínio-MADS XAL2, AGL24 y SOC1 en la parte 

aérea y a que AGL24 y SOC1 se expresan en la raíz primaria, pensamos que AGL24 y SOC1 también 

podrían estar involucrados en el crecimiento de la raíz primaria e incluso podrían estar actuando en 

interacción genética con XAL2 en este órgano.  

  

1.5. Efectos del estrés osmótico en el crecimiento de la raíz primaria 

El crecimiento de la raíz requiere de un mecanismo regulador complejo que integra tanto señales 

externas como internas (Drisch y Stahl, 2015; Yu et al., 2014a). Los genotipos se expresan a través de 

mecanismos dinámicos multiestables, dirigidos por factores tanto internos como externos, resultando en 

el ajuste de características funcionalmente apropiadas que modelan el fenotipo. De tal manera que el 

genotipo puede ser entendido como un repertorio de resultados potenciales del desarrollo 

correlacionados con diferentes combinaciones de activación de genes, en lugar de un programa de 
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desarrollo fijo (Sultan y Sultan, 2017). Por lo tanto, una estrategia para explorar los diversos fenotipos 

del crecimiento de la raíz primaria que un mismo genotipo pudiera expresar (en el caso de este trabajo, 

las mutantes de pérdida de función de los genes XAL2, AGL24 o SOC1), es someterlo a diferentes 

condiciones ambientales; ya que los cambios en el crecimiento de la raíz están estrechamente 

relacionados con las perturbaciones internas y externas (Hsiao y Xu, 2000; Malamy, 2005; Rellán-

Álvarez et al., 2016). 

 El estrés es definido como cualquier factor que perturba el funcionamiento normal de un 

organismo (Kramer, 1980). La sequía es un estrés ambiental primario que afecta el crecimiento vegetal, 

debido a que reduce el potencial hídrico del suelo (Ψw), limitando el agua disponible para ser absorbida 

por las plantas y provocándoles un déficit hídrico interno (Blum y Tuberosa, 2018; Boyer, 1982). En las 

plantas, el agua es indispensable para el transporte de nutrientes, como solvente para reacciones 

metabólicas y para generar presión de turgencia para el crecimiento (Hsiao y Xu, 2000; Scharwies y 

Dinneny, 2019). Además, en condiciones óptimas de humedad, el agua llega a constituir cerca del 90% 

del peso total de las plantas herbáceas, como en el caso de Arabidopsis (Gímenez et al., 2005).  

 En el laboratorio, una forma de mimetizar in vitro los efectos producidos por la sequía es 

manipular el componente osmótico del potencial hídrico del medio de cultivo (i.e. el potencial osmótico 

Ψo), mediante la adición de osmolitos o solutos de peso molecular alto como el polietilenglicol o 

azúcares como el manitol o el sorbitol, para generar condiciones de estrés osmótico (Chen y Fluhr, 2018; 

Michel, 1983; Munns, 2002; Verslues et al., 2006). El agua pura tiene un potencial hídrico igual a cero 

MPa (Ψw = 0 MPa); este potencial expresa la energía libre de las moléculas de agua para moverse. La 

presencia de solutos en una solución reduce el potencial químico del agua y el potencial hídrico 

disminuye (Ψw < 0 MPa; Kramer 1983).  

 La raíz tiene un papel crucial para contribuir a la sobrevivencia de las plantas, pues además de 

absorber y transportar agua y minerales, es el órgano que inicialmente percibe los cambios en la 

disponibilidad del agua del suelo o medio de cultivo al estar en contacto directo con él (Davies y Zhang, 

1991; Yu et al., 2014b). Arabidopsis es una planta con la raíz pivotante, típica de las dicotiledóneas, que 

se caracteriza por presentar una dominancia apical de la raíz primaria (Feng y Lindner, 2016; Kooyers, 

2015). En plántulas de diversas accesiones de Arabidopsis, la longitud de la raíz primaria es el parámetro 

de la arquitectura de la raíz más afectado por estrés osmótico severo (Cajero-Sánchez, 2018). La raíz 

responde plásticamente a las condiciones cambiantes del medio ambiente; por ejemplo, a los cambios 

de disponibilidad de agua en el medio. Incluso, el crecimiento de las raíces de diversas plantas en 

respuesta al estrés hídrico es menos inhibido que el de la parte aérea (Castelán-Muñoz et al., 2015; 
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Durand et al., 2016; Turner y Begg, 1981). Por ejemplo, en Arabidopsis, la exposición a potenciales 

osmóticos entre -0.3 y -0.47 MPa en el medio, considerados como estrés moderado, causa la inhibición 

del crecimiento de la parte aérea y promueven el crecimiento de la raíz primaria (van der Weele et al., 

2000; Xu et al., 2013). Idealmente, esta respuesta le permite a la raíz primaria llegar a zonas más 

profundas del suelo donde, en condiciones naturales, hay mayor disponibilidad de agua para poder 

absorberla (Durand et al., 2016). En contraste, potenciales hídricos inferiores a -0.5 MPa causan un 

impacto negativo sobre el crecimiento de la raíz primaria (Hummel et al., 2010; Shabala y Lew, 2002). 

De forma que, la exposición a potenciales hídricos entre -0.5 y -1.6 MPa pueden causar un estrés de 

moderado a severo; mientras que potenciales hídricos por debajo de -1.6 MPa pueden llegar a ser letales 

(Bhaskara et al., 2012, 2015).  

 Los cambios en la regulación genética, el metabolismo y del desarrollo dependen del sistema de 

cultivo, la duración y la severidad del estrés, de la etapa del ciclo de vida en la que se encuentre la planta, 

y de la especie de la que se trate (Verslues et al., 2006). Las plantas presentan diversas respuestas como 

el escape, la evasión o la tolerancia a los bajos potenciales hídricos, o daños irreversibles e incluso la 

muerte (Osakabe et al., 2014). Ante la percepción de déficit hídrico en las plantas se activan múltiples 

mecanismos de señalización de comunicación cruzada; por ejemplo, vías dependientes de calcio, de 

inositol trifosfato, de especies reactivas de oxígeno (EROs) o de nitrógeno, proteínas cinasas, fosfatasas, 

fitohormonas, entre otros; que conducen a la regulación metabólica y transcripcional (Boudsocq y 

Laurie, 2005; Kreps et al., 2002; Xiong et al., 2002; Zhu, 2016). 

  Las principales hormonas vegetales como auxinas, citoquinina, ácido abscísico (ABA), 

brasinoesteroides, etileno, giberelinas son reguladores clave de la división celular y la elongación que 

conducen el crecimiento de la raíz primario en condiciones óptimas de crecimiento y en estrés (Antoniadi 

et al. 2105; Dello Ioio et al., 2007; Kinoshita et al., 2012; Ortega-Martínez et al., 2007; Rowe et al., 

2016). Adicionalmente, hormonas como el ácido salicílico, el ABA y el ácido jasmónico son 

considerados como componentes importantes que regulan las vías de señalización al estrés (Torres y 

Dangl, 2005; Wasilewska et al., 2008). El análisis de mutantes de respuesta a diferentes hormonas ha 

mostrado que existe una comunicación cruzada entre las vías hormonales en el crecimiento de la raíz 

(Bielach et al., 2017; Deak y Malamy, 2005; Li et al., 2017; Thole et al., 2014; Xing et al., 2016). No 

obstante, una gran cantidad de procesos de respuesta a estrés por baja disponibilidad de agua están 

regulados a través del ABA, de tal forma que las respuestas al estrés tradicionalmente se han clasificado 

entre dependientes e independientes de ABA (Hsiao y Xu, 2000, Sharp y LeNoble, 2002; Shinozaki y 

Yamaguchi-Shinozaki, 2000, 2007; Yoshida et al., 2010, 2014). 
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 El análisis de la regulación genética mediante microarreglos y RNAseq ha mostrado que los 

genes inducidos por el estrés podrían clasificarse según las funciones de sus productos en las respuestas 

celulares (Bohnert et al. 2001; Dinneny et al., 2008; Seki et al. 2001; Zhu et al. 2001; Geng et al., 2013).  

Entre éstas destacan los genes involucrados en la biosíntesis de osmolitos para modular la turgencia 

celular como en la osmoprotección, como son la prolina, la glicina betaína y azúcares; genes de las 

enzimas de desintoxicación de EROs; proteínas para la protección de macromoléculas (proteína LEA); 

además de genes que regulan los procesos necesarios para el metabolismo primario y el desarrollo 

(Agarwal 2006; Broeck et al., 2015; 2017; Chen et al., 2002; Ishitani et al., 1997; Kilian et al., 2007; 

Nikonorova et al., 2018; Osakabe et al., 2013; Verslues, 2011).  

 Las proteínas que regulan la transducción de señales y la expresión genética en respuesta al estrés 

osmótico y deshidratación incluyen tanto a los factores de transcripción de las familias: ABRE-

BINDING FACTOR/ABA-RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN (AREB/ABF), 

DEHYDRATION RESPONSIVE ELEMENT BINDING (DREB2), BASIC LEUCINE ZIPPER (bZIP), 

MYC/ MYB, WRKY,  Zn-finger, BASIC HELIX-LOOP-HELIX-ZIP (bHLH),  NAM, ATAF1/2 y 

CUC2 (NAC); como a las proteínas cinasas MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE (MAPK), 

CALCIUM-DEPENDEN PROTEIN KINASE (CDPK), (Li et al. 2019; Agarwal y Jha 2010; Kang et 

al. 2002; Q. Zhu et al. 2019; Liu et al. 2015; Xu et al., 2013b Yoshida et al. 2015; S.-Y. Zhu et al. 2007). 

Además, también se han reportado micro-RNAs (miRNA) que participan en la regulación 

postranscripcional en respuesta al estrés osmótico (Kinoshita et al., 2012). 

 A nivel celular, el estrés osmótico afecta todas las zonas de desarrollo de la raíz (Deak et al., 

2005; Liu et al., 2015; Pritchard, 1994; Rowe et al., 2016). La división celular y la elongación celular se 

reducen, lo que resulta en una menor tasa de crecimiento de la raíz primaria (Rowe et al., 2016; van der 

Weele et al., 2000; West et al., 2004). La disminución del crecimiento del meristemo implica la 

reducción de la producción celular (van der Weele et al., 2000). Análisis de cinéticas de crecimiento de 

la raíz muestran que, en presencia de un estrés osmótico-iónico (NaCl 0.5%), el crecimiento de la raíz 

es aproximadamente constante, pues no hay aumento en el número de células en división. En contraste, 

en el medio sin NaCl la tasa de crecimiento de la raíz primaria se acelera con el tiempo, como resultado 

de un número creciente de células en división; debido a lo anterior, hay más células que transitan a la 

zona de elongación (Beemster y Baskin, 1998; Ivanov y Dubrovsky, 2013; West et al., 2004).  

 Además, en estrés osmótico las células transitan de la proliferación a la elongación en un tamaño 

más pequeño, lo que resulta en un meristemo apical más pequeño y esta reducción inicial se mantiene a 

medida que las células se elongan (van der Weele et al., 2000; West et al., 2004). West et al., (2004) 
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observaron que inmediatamente después de la transferencia al medio con NaCl, las plantas tienen una 

inhibición temporal de la actividad mitótica que permite la adaptación a esta condición de estrés. Estos 

autores además reportan que, después de tres días en NaCl, la actividad del ciclo celular vuelve a los 

valores del control, pero con un tamaño reducido del meristemo, por lo que hay menos producción 

celular. Los autores proponen que la respuesta al estrés osmótico-iónico implica dos fases: primero, una 

rápida fase de inhibición transitoria del ciclo celular que da como resultado que queden menos células 

en el meristemo, y un posterior recobro de la duración del ciclo celular a nivel de las plantas que están 

creciendo en condiciones control (West et al., 2004). Análisis sobre la variación en la regulación 

transcripcional entre las diferentes zonas de la raíz primaria en respuesta al estrés osmótico-iónico. 

Además,  de que hay una alta variación de genes expresados (entre 50-82%) específicos de cada zona, 

lo que indica que el estrés regula distintos procesos en función del contexto de desarrollo (Dinneny et 

al., 2008).  

El proceso de elongación requiere de un incremento irreversible del volumen celular que ocurre 

gracias a que hay una relajación de la pared celular y a la expansión de la vacuola. Por otro lado, la 

elongación depende de la turgencia celular e involucra la remodelación de la pared celular (Osakabe et 

al., 2013; Pacifici et al., 2018). La extensión de la pared celular, explicada por la teoría del crecimiento 

ácido, implica el eflujo de protones desde el citosol hacia el apoplasto, mediado por la H+-ATPase de la 

membrana plasmática (Schopfer et al., 2002). Xu et al. (2013) reportaron que ante un estrés osmótico 

moderado que estimula el crecimiento de la raíz primaria (Ψo = -0.47 MPa), el eflujo de protones hacia 

el apoplasto se promueve en la zona de elongación, generando el ablandamiento y la extensión de la 

pared celular, necesarios para la elongación. Este mecanismo es controlado por procesos diversos entre 

los que destaca la homeostasis del estado de óxido reducción (redox). La homeostasis redox ocurre 

mediante el balance de la producción de EROs como el superóxido (O2
 -), el peróxido de hidrógeno 

(H2O2) y los radicales hidroxilo (-OH) y su remoción mediante la inducción del sistema antioxidante 

(Liszkay et al., 2004). Las EROs, son moléculas relativamente simples que se producen continuamente 

en las células en crecimiento en condiciones aeróbicas. En las plantas, las EROs se producen 

continuamente, predominantemente en cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas (Foyer, 2018).  

 Entre las enzimas productoras de EROs se encuentran las NADPH-oxidasas, amino oxidasas, 

quinona reductasas, lipoxigenasas, peroxidasas clase III y oxalato oxidasas. No obstante, la mayor 

producción de EROs ocurre vía NADPH-oxidasas o vía la superóxido dismutasa (Kärkönen y Kuchitsu, 

2015; Suzuki et al., 2018). Las NADPH-oxidasas Arabidopsis thaliana RESPIRATORY BURST 

OXIDASE HOMOLOG (AtRboh) son las enzimas asociadas a la membrana plasmática que catalizan la 
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reducción de oxígeno en superóxido, como paso previo a la generación de H2O2 de manera dependiente 

de NADPH durante los procesos de respiración en la mitocondria y plastidios (He et al., 2012; Jiao et 

al., 2013; Kwak et al., 2003; Sirichandra et al., 2009). Se ha reportado que, ROOT HAIR DEFECTIVE2 

RHD2/AtRboh C, está involucrado en el crecimiento de pelos radicales (Foreman et al., 2003); mientras 

que AtRboh D y AtRboh F son necesarias para el alargamiento de la raíz (Jiao et al., 2013). 

 El dominio catalítico de la NADPH oxidasa se dirige hacia el apoplasto, por lo cual el superóxido 

se libera hacia el espacio apoplástico. Este superóxido se dismuta en H2O2 y O2 de forma espontánea o 

de forma enzimática por la actividad catalítica de la superóxido dismutasa o las peroxidasas (Cosio et 

al., 2009; Tsukagoshi, 2016). Posteriormente, y a partir de H2O2, de forma enzimática mediante las 

peroxidasas, las catalasas, o de forma no enzimática en presencia de un reductor como el glutatión, el 

ascorbato o un metal de transición como Fe2
+ o Cu+ por la reacción de Fenton, se genera el radical -OH 

(Dunand et al., 2007). El -OH rompe los enlaces entre los polisacáridos de la pared celular y produce el 

ablandamiento de la pared celular, permitiendo la elongación; mientras que la inhibición de la 

producción de -OH provoca la supresión de la elongación de la raíz (Liszkay et al., 2004; Schopfer et 

al., 2002). Además de desempeñar funciones importantes tanto en el ablandamiento de la pared celular 

durante la elongación celular, el radical OH puede actuar enlazándose a los residuos de tirosina, 

abundantes en las proteínas estructurales de la pared celular, y la lignina, ocasionando la rigidez de la 

pared celular y restringiendo el crecimiento celular (Dunand et al., 2007). 

 Si bien las EROs sirven como moléculas de señalización para regular muchos procesos 

biológicos, en las células de la raíz son necesarias para su desarrollo óptimo (revisado por Tsukagoshi, 

2016) y para estimular el crecimiento en estrés moderado (Kwak et al., 2006). Debido a su alta 

reactividad y potencial toxicidad, pueden ser muy perjudiciales para las células vegetales, dañando el 

ADN, y conducir al daño oxidativo en lípidos y proteínas; e incluso, si los niveles de EROs son 

suficientemente altos, pueden provocar muerte celular y en última instancia, conducir a la muerte de las 

plantas (Miller et al., 2010). 

 Los niveles de las EROs están controlados espacio-temporalmente, en las diferentes regiones 

de la raíz, mediante la distribución y actividad de las enzimas productoras de EROs (Apel y Hirt 2004).  

Las células del nicho celular presentan anoxia y por lo tanto están libres de EROs, mientras que en las 

células en proceso de elongación en la zona de elongación, presentan niveles altos de H2O2 y niveles 

bajos de actividad de peroxidasas totales (Dunand et al., 2007; Tsukagoshi et al., 2010; Wrzaczek et al., 

2013). La producción de EROs en el apoplasto, además de regular el metabolismo de la pared celular, 

participa en la transducción de señales. Las EROs son especialmente importantes para mantener el 
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equilibrio entre la proliferación y diferenciación celular (Foyer et al., 2018), por lo tanto, pueden 

funcionar como moléculas de señalización potente que ajustan el crecimiento y el desarrollo en 

respuestas al estado de desarrollo y las condiciones ambientales (Apel y Hirt, 2004). Entre los efectos 

directos del H2O2 se ha señalado la modificación postraduccional de proteínas mediante la oxidación de 

residuos de azufre, cisteína y metionina (Foyer et al., 2018). Entre las proteínas blanco de oxidación se 

encuentran enzimas que ajustan directamente el metabolismo celular y proteínas de señalización, como 

las quinasas, fosfatasas, y factores de transcripción (Considine y Foyer, 2014; He et al., 2012; Noctor y 

Foyer, 2016). Adicionalmente, las EROs pueden modular el crecimiento de la raíz mediante la oxidación 

o la degradación de las hormonas vegetales como son las auxinas y el ABA (Gazarian et al., 1998). Por 

lo tanto, la plasticidad en el crecimiento de la raíz, controlada a través de la señalización de EROs, puede 

ser dependiente o independiente de su interacción con las vías hormonales  (Hong et al., 2013).  

 La concentración de EROs en las plantas puede aumentar desproporcionadamente bajo 

diversas condiciones ambientales adversas (Smirnoff, 2007). Sin embargo, la homeostasis redox se 

produce por una red interconectada con moléculas enzimáticas y no enzimáticas antioxidantes que 

remueven los EROs, incluidas el superóxido dismutasa, catalasa, peroxidasa de ascorbato, glutatión 

peroxidasa, glutatión S-transferasa, dehidroascorbato reductasa, monodehidroascorbato libre y glutatión 

reductasa. Por lo cual, el estado redox resulta ser un sistema regulador flexible en respuesta a condiciones 

de estrés (De Tullio et al., 2010; Rahantaniaina et al., 2013). 

    

1.6. El papel del ácido abscísico en la regulación del desarrollo de la raíz primaria de Arabidopsis 

Las fitohormonas son componentes importantes que integran las señales ambientales al desarrollo de las 

plantas y regulan los procesos de crecimiento en respuesta a estrés (Peleg y Blumwald, 2011). Así 

mismo, destaca una alta interacción entre los componentes de las vías de regulación del metabolismo y 

la señalización de las fitohormonas que participan en el desarrollo de la raíz (Ephritikhine et al., 1999; 

Heja y Benkova, 2009; Ubeda-Tomás et al., 2012; Xing et al., 2006). En Arabidopsis se ha demostrado 

que las respuestas al estrés osmótico son reguladas a través de mecanismos reconocidos como 

dependientes o independientes del ABA (Sakuma et al., 2006; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2000, 

2007; Yoshida et al., 2010, 2014).  

 El aumento en las concentraciones de los niveles fisiológicos del ABA, es una de las respuestas 

primarias ante la disminución del potencial osmótico (Priest et al., 2006; Sivakumaran y Hall, 1978; 

Fujita et al., 2011). El ABA es una fitohormona isopropenoide, sus precursores se sintetizan en los 

plastidios por la vía de los carotenoides a partir de la zeaxantina, que posteriormente se transforma en 
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xantoxina antes de su traslocación al citoplasma donde se completan los últimos pasos de oxidación para 

la síntesis del ABA activo (Nambara y Marion-Poll, 2005). El nivel del ABA celular depende de las 

tasas relativas de su biosíntesis, su catabolismo (Dong et al., 2014; Kushiro et al., 2004) y el transporte 

para su distribución en toda la planta, su conjugación y su activación (Kuromori et al., 2018). De tal 

forma, que el ABA está disponible para actuar como una señal para la regulación de numerosos procesos 

moleculares, fisiológicos y morfológicos durante momentos específicos del desarrollo y frente a 

diferentes condiciones de disponibilidad hídrica (Boudsocq y Laurie, 2005; Du et al., 2018;; Gao et al., 

2016; Smith y Griffiths, 1993; Yoshida et al., 2015b). Cabe resaltar que el ABA tiene una participación 

muy importante, mayor que cualquier otra hormona, en la regulación de genes codificantes de proteínas, 

regulando el 10% de ellos en respuesta a estrés osmótico (Fujita et al., 2011). 

Son varios los procesos de desarrollo que ABA regula: la latencia de semillas y meristemos, el 

crecimiento post germinativo de la raíz y la parte aérea, y la senescencia (Gao et al., 2016; Riboni et al., 

2016; Rohde y Bhalerao, 2007; Yoshida et al., 2015). Adicionalmente, entre las respuestas al déficit 

hídrico mediadas por ABA se encuentran la modulación de la conductividad hidráulica, el control del 

cierre estomático, la síntesis de moléculas osmoprotectoras, la degradación de la clorofila,  el control del 

tiempo de floración, los cambios en la asignación de biomasa en la relación raíz/parte aérea y en la 

arquitectura de la raíz, la latencia de yemas axilares, entre otras (De Smet et al., 2003; Cheng et al., 2002; 

Barrero et al., 2005; Rosales et al., 2019; Wang et al., 2019). 

 La expresión genética dependiente de ABA está regulada principalmente por dos familias de 

factores de transcripción tipo bZIP (Fujita et al., 2011). En el genoma de Arabidopsis los bZIP están 

conformados por nueve miembros divididos en dos grupos: ABA INSENSITIVE 5 (ABI5, EEL, 

DPBF2/ATbZIP67, DPBF4 y AREB3) y los ABF/AREB (ABF1, AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 y 

ABF3) (Ng et al., 2014). Estos factores de transcripción se unen a los elementos de respuesta a ABA 

(cajas ABRE) en las regiones reguladoras de sus genes blanco (Nakashima et al., 2009; Shinozaki y 

Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Adicionalmente, hay otros factores de transcripción de diferentes 

familias: B3-domain, DREB/AP2/ERF, FBH3, MYB, NAC, NF-YB2, HB, HD-ZF, RD, ZAT que 

participan en la vía de transducción de señales de ABA en respuesta a estrés osmótico (Finkelstein et al., 

2005; Fujita et al., 2011; Song et al., 2016; Zhu et al.2010). Un análisis del transcriptoma de Arabidopsis 

mostró que, en respuesta a estrés osmótico, el 70% de los genes río abajo de la vía de ABA son afectados 

en la mutante cuádruple areb1 areb2 abf3 abf1, lo cual indica que esos cuatro AREB/ABFs son los 

factores transcripcionales más importantes en la señalización de ABA durante el crecimiento vegetativo 

(Yoshida et al., 2015).  
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De manera interesante, el control de la plasticidad de la raíz en respuesta a estrés osmótico 

mediado por el ABA tiene un comportamiento bifásico con efectos morfológicos opuestos (Li et al., 

2017b). Esto quiere decir que el ABA puede estimular o reprimir el crecimiento de la raíz dependiendo 

de su concentración en función del déficit hídrico que enfrente la planta (Evans, 1984; Zhang et al., 

2010). De tal forma que, para mantener el crecimiento de la raíz en condiciones ambientales óptimas y 

en estrés osmótico ligero, se requiere de una concentración fisiológica de ABA endógeno cercana a 0.5 

µM (Fujii et al., 2007; Li et al., 2017b; Sharp et al., 2004; Xu et al., 2013). 

En ese mismo sentido, la aplicación exógena de ABA a concentraciones menores a 1 µM en el 

medio de cultivo, estimula el crecimiento de la raíz (Zhang et al., 2010). Por el contrario, en condiciones 

ambientales que generan estrés osmótico medio o severo, los niveles fisiológicos de ABA aumentan 

drásticamente, incluso hasta 50 veces en condiciones de Ψw -0.8 MPa (Christmann et al., 2005; Fujita 

et al., 2011; Sivakkumaran y Hall, 1978). Por otro lado, cuando se aplica ABA exógeno a 

concentraciones mayores a 1 µM, se produce una inhibición del crecimiento de la raíz primaria y de las 

raíces laterales (Ephritikhine et al., 1999; Xing et al., 2016). Además, estudios pioneros mostraron una 

similitud entre los efectos en el crecimiento de la raíz en condiciones de estrés osmótico y los 

tratamientos de aplicación de ABA, indicando que los efectos debido al estrés osmótico son, en parte, 

mediados por cambios en los niveles de ABA endógenos (Creelman et al., 1990). 

Por otro lado, Zhang et al. (2010b) demostraron que concentraciones bajas de ABA estimulan el 

crecimiento de la raíz en plántulas de Arabidopsis debido a un incremento en el número de células del 

meristemo apical de la raíz primaria. Lo anterior se debe a un retardo en la tasa de diferenciación y a un 

desarreglo en el nicho de células madre, ya que ABA participa en el mantenimiento del mismo al 

promover la quiescencia del centro quiescente, y en mantener indiferenciadas las células iniciales de la 

columela a través de la regulación de los genes de respuesta a auxinas. Puesto que ABA induce la 

expresión de MONOPTEROS (MP), WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5) (Zhang et al., 

2010) y reprime la expresión de PLETHORA (PLT1 y PLT2) (Yang et al., 2014). Se ha visto que el ABA 

afecta tanto a la elongación como a la división celular en la zona de crecimiento de la raíz (Han et al., 

2013; Zhu et al.; 2007; Zhang et al., 2010) y algunos de estos procesos, involucran la participación de 

otras hormonas y otras moléculas señalizadoras, como son las EROs y el calcio (Ephritikhine et al., 

1999; Heja y Benkova, 2009; Ubeda-Tomás et al., 2012; Xing et al., 2006).  

Por otro lado, es muy importante la interacción entre las vías de señalización de ABA y de las 

auxinas; ABA regula el transporte de auxinas, las cuales a su vez, activan una H+-ATPasa en la 

membrana plasmática para promover la secreción de protones hacia el apoplasto en el ápice de la raíz, 
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promoviendo la extensión de la pared celular necesaria para el crecimiento de la raíz (Xu et al., 2013). 

De esta forma ABA podría desempeñar un papel en la modulación de la distribución de auxina en la 

zona de elongación de la raíz (Yamaguchi y Sharp, 2010). También se ha reportado que el factor de 

transcripción de la familia con dominio-B3 ABA INSENSITIVE 3 (ABI3), que es fosforilado en 

respuesta a ABA, está involucrado en la señalización de las auxinas y el desarrollo de las raíces (Brady 

et al., 2003). Así mismo, ABI4, de la familia bZIP, está involucrado en la regulación del transporte de 

auxinas hacia la raíz primaria y la iniciación de las raíces laterales a través de la regulación de PIN1. 

Adicionalmente, ABA está involucrado en mantener el crecimiento de la raíz en condiciones de bajos 

potenciales osmóticos, en parte, reduciendo la biosíntesis de etileno (Li et al., 2017a; Sharp et al., 2004). 

Así mismo, ABA induce una enzima involucrada en la degradación de la pared celular, la xiloglucano 

endotransglicosilasas (XET), que es necesaria para que ocurra el ablandamiento y permitir la elongación 

en la raíz en plantas que crecen en bajo potencial hídrico (Wu et al., 1994).  

   

1.7. Participación de AGL24, SOC1 y XAL2 en la regulación del estrés abiótico 

Numerosos trabajos han reportado la alteración en la expresión, así como el papel de diversos genes 

MADS-box en respuesta a factores abióticos estresantes, como el estrés hídrico, osmótico, salino, 

oxidativo o las deficiencias nutrimentales en Arabidopsis y en otras especies vegetales (revisado en 

Castelán-Muñoz et al., 2019). No obstante, pocos trabajos dan cuenta de la participación de AGL24, 

SOC1 y XAL2, en la regulación de los procesos de desarrollo en respuesta a estrés abiótico; de los tres, 

SOC1 ha sido el más estudiado de los tres genes.  

En datos de microarreglos (Kilian et al., 2007) se ha visto que la expresión de AGL24 disminuye 

en el vástago, en respuesta a diversos factores de estrés abiótico como son el estrés osmótico, la 

deshidratación, la salinidad, el estrés oxidativo y por temperaturas altas. Además, su expresión aumenta 

levemente en respuesta a ABA 100 µM exógeno en las células guarda de los estomas (Yang et al., 2008) 

y en células cultivadas en ABA 50 µM (Böhmer y Schroeder, 2011). Sin embargo, no se encontraron 

reportes de análisis funcionales de AGL24 vinculados a los mecanismos de respuesta a estrés abiótico. 

Por otro lado, SOC1 está involucrado en la inducción de la floración precoz ante condiciones de 

sequía en día largo (16 h de luz al día) (Hwang et al., 2019; Riboni et al., 2013, 2016). Este mecanismo 

adaptativo es ampliamente reconocido en plantas herbáceas como una respuesta de escape a la sequía. 

Por otro lado, y según Riboni et al. (2013, 2016), en plantas expuestas a la sequía en condiciones de día 

largo, el aumento en la expresión de SOC1 activa el mecanismo genético que acelera la floración en 

Arabidopsis mediado por ABA. En esas condiciones, las mutantes de soc1-2 no transitan a la floración 
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o presentan una respuesta de escape a la sequía inhibida, y exhiben una reducción de los niveles de TWIN 

SISTER OF FT (TSF). En cambio, las mutantes sencillas de agl24-2 no exhiben defectos en la respuesta 

de escape a la sequía, mientras que la respuesta de la mutante doble soc1-2 agl24-2 es igual a la mutante 

sencilla soc1-2. Lo anterior sugiere que, para que ocurra la respuesta de escape, se requiere que SOC1 

medie el control transcripcional de TSF. Recientemente Hwang et al. (2019) han demostrado que para 

activar dicho mecanismo de escape, la expresión de SOC1 es inducida de forma directa por el complejo 

proteico formado por ABF3/4 y NUCLEAR FACTOR Y SUBUNIT C (NF-YC), de forma dependiente 

de ABA. 

Además, se conoce un proceso de retardo del tiempo de floración ligado a la respuesta a estrés 

ambiental a través de la regulación de un microRNA, el miRNA156. El aumento en la expresión del 

miRNA156 regula negativamente la expresión de SOC1, a través de la inhibición de su activador 

SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEINLIKE 9 (SPL9), que provoca la inhibición del 

desarrollo de la inflorescencia y al mismo tiempo y por otra vía, induce la síntesis de antocianinas (Cui 

et al., 2014; Fornara y Coupland, 2009; Kazan y Lyons, 2016). También, se ha visto que la expresión de 

SOC1 responde diferencialmente a la deficiencia de nutrientes. SOC1 es inducido por deficiencia de 

fósforo y azufre, y es reprimido al ser agregados posteriormente al medio (Gan et al., 2005, 2011).  

Finalmente, la expresión de XAL2 disminuye en 44% cuando se añade azufre después de un 

período de privación de este nutriente mientras que, en privación de nitrógeno, la expresión de XAL2 

aumenta en 80% con respecto a condiciones óptimas de crecimiento (Gan et al., 2011). Además, se ha 

demostrado que el mensajero de XAL2 se mueve de la parte aérea de la planta a la raíz únicamente en 

condiciones de déficit de nitrógeno (Thieme et al., 2015). Todos estos datos sugieren que AGL24, SOC1 

y XAL2 posiblemente podrían ser regulados e incluso de manera conjunta por las vías generales de 

respuesta a estrés abiótico en Arabidopsis, como la vía dependiente de ABA. 

 

 

2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

En esta investigación se realizó una caracterización inicial de la función de los genes MADS-box 

tipo II AGL24, SOC1 y XAL2 sobre el crecimiento de la raíz primaria de Arabidopsis, tanto en 

condiciones óptimas de humedad como en condiciones de estrés osmótico. Para llevar a cabo lo anterior 

se analizó la longitud de la raíz primaria de mutantes sencillas de pérdida de función xal2-2, agl24-4 y 

soc1-6, y mutantes dobles de xal2-2 agl24-4 y xal2-2 soc1-6. Además, para determinar cómo se afecta 

la proliferación y la elongación celular en las diferentes líneas genéticas en condiciones de estrés 
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osmótico severo (Ψo = -0.85 MPa), se analizaron los perfiles de longitud celular en los diferentes 

dominios del meristemo apical y la zona de elongación de dichas mutantes.  

 Posteriormente, para buscar indicios sobre si la actividad de los genes AGL24, SOC1 y XAL2 es 

requerida durante el mecanismo de modulación del crecimiento de la raíz dependiente de ABA; se evaluó 

si las mutantes exhiben una respuesta diferencial a las plantas silvestres en la longitud de la raíz primaria 

en exposición a diferentes concentraciones de ABA y de fluridona, un inhibidor de la síntesis de ABA. 

 Finalmente, decidimos analizar la abundancia de las proteínas de la raíz de Arabidopsis en las 

diferentes líneas genéticas estudiadas, que nos podrían ayudar a hacer asociaciones de AGL24 y SOC1 

con XAL2, en términos de su función molecular de los procesos biológicos que pudieran estar regulando, 

y avanzar en la explicación del fenotipo de raíz corta tanto de la mutante sencilla xal2-2 como de las 

mutantes dobles. Dilucidar la contribución en el crecimiento de la raíz primaria de otros genes MADS-

box, como SOC1 y AGL24, que interactúan con XAL2 en la parte aérea de la planta, puede ayudar a 

interpretar el papel de los genes MADS-box en el crecimiento de la raíz y entender las interacciones 

genéticas existentes entre genes de esta misma familia con XAL2. 

 Aunado a este proyecto de investigación realizamos una revisión de literatura sobre el rol de 

diversos genes MADS-box en respuesta a factores abióticos de estrés en Arabidopsis y en otras especies 

vegetales, esta publicación se encuentra en el Anexo de la tesis. 

 

 

2.1. HIPÓTESIS 

❖ Los genes AGL24 y SOC1 son promotores del crecimiento de la raíz primaria de Arabidopsis y para 

ello interactúan con XAL2.  

 

❖ Los genes MADS-box AGL24, SOC1 y XAL2 participan en la respuesta a estrés osmótico en la raíz 

primaria.  

 

❖ Los genes AGL24, SOC1 y XAL2 participan en la regulación del crecimiento de la raíz mediado por 

ácido abscísico. 
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2.2. OBJETIVOS 

2.2.1. Objetivo general 

Establecer si los genes AGL24, SOC1 y XAL2 participan en la misma vía de regulación del crecimiento 

de la raíz primaria de Arabidopsis, tanto en condiciones óptimas de crecimiento, como en condiciones 

de estrés osmótico y de forma dependiente del ácido abscísico.  

 

2.2.2. Objetivos específicos 

❖ Caracterizar la función de AGL24 y SOC1 en el crecimiento de la raíz primaria y establecer si ocurre 

una interacción genética de estos dos genes con XAL2 para llevar a cabo esa función en condiciones 

óptimas de humedad y en condiciones de estrés osmótico severo.  

 

❖ Establecer si AGL24 y SOC1 participan en la regulación de los procesos de proliferación y 

elongación celular que dirigen el crecimiento de la raíz primaria, en interacción genética con XAL2 

y en función del potencial osmótico en el medio de crecimiento. 

 

❖ Determinar si la función de AGL24, SOC1 y XAL2 en la modulación del desarrollo de la raíz 

primaria está mediada por la señalización del ácido abscísico. 

 

❖ Identificar proteínas cuya abundancia sea afectada por XAL2, AGL24 y SOC1, como posibles 

blancos o componentes adicionales en la red de regulación del crecimiento de la raíz en la que 

participan dichos genes. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Material vegetal 

Se utilizaron plántulas con fondo genético de la accesión Columbia-0 (Col-0) de Arabidopsis con 6 a 11 

días de edad post siembra (dps) de las siguientes líneas: mutantes homocigotas con inserción de T-DNA 

en agl24-4 (GK674F05.3/N385337), soc1-6 (Salk_138131), con inserción de transposón En8130 en 

xal2-2 (Garay-Arroyo et al., 2013) y las mutantes dobles xal2-2 agl24-4 y xal2-2 soc1-6 (Pérez-Ruiz et 

al., 2015).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Modelo de la estructura de los alelos empleados (barra de escala= 200 pb). Los intrones están representados 

por líneas y los exones por rectángulos. Los sitios de inserción tanto del T-DNA para AGL24 y SOC1, como del En-I 

transposón para XAL2 se representan como triángulos. 

 

3.1.1. Genotipificación 

La verificación de las líneas genéticas se llevó a cabo mediante la amplificación de un fragmento de la 

inserción y del gen mediante PCR de punto final (Cuadro 1). Posteriormente se llevó a cabo una 

electroforesis a 100 V en geles de agarosa al 1% para identificar las bandas correspondientes a los genes 

o a las inserciones.  

 

Cuadro 1. Oligonucléotidos utilizados para la genotipificación de las líneas genéticas.  

Alelo Nombre y secuencia del oligonucleótido (5'→3') 

agl24-4 AGL24-F Kim: TCCATCGAAGTCAACTCTGCTGGATC 

  AGL24-R Kim: GTCTTCATGCAAGTAACATCAAC 

  GK-TDNA:  CCCATTTGGACGTGAATGAATGTAGACAC 

soc1-6 Salk_138131 F:  GGAGCTGGCGAATTCATAAAG 

  SALK_138131 R: AAGCAGAGAGAGAAGAGACGAGTG 

  LBb1: TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG 

xal2-2 AGL14MPE F: TGTAACGTTTACATTGTAAGCG 

  AGL14MPE R: GCTGATTTATGTTCTCAATTCT 

  EN8130: GAGCGTCGGTCCCCACACTTCTATAC 
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3.2. Producción de semillas y condiciones de crecimiento inicial 

Las semillas se obtuvieron a partir de ocho plantas madre de cada línea genética. Las semillas se 

desinfectaron y escarificaron durante cinco minutos en una solución de hipoclorito de sodio al 60% y 

0.02% de Tween 20, fueron enjuagadas tres veces con agua bidestilada estéril. Posteriormente, las 

semillas se dejaron estratificando en agua destilada en oscuridad a 4°C durante 2 días. Finalmente fueron 

sembradas en cajas Petri (11 x 11 x 1 cm) con medio estándar que contiene sales MS (Murashige y 

Skoog, 1962) 0.2X (MP biomedicals), 0.5 g/l MES, sacarosa 1% y agar 1%, con un pH de 5.6 ajustado 

con KOH. Las plántulas se mantuvieron en condiciones de crecimiento vertical, con un fotoperíodo de 

día largo (16 h luz/ 8 h oscuridad), con luz blanca y fría a una intensidad de 110 µmoles m-2 s-1 y a una 

temperatura que en la cámara de crecimiento oscilaba entre 20-26.5 ºC con una 44-90 HR%.  

 Después de 15 días de crecimiento, las plantas madre se trasplantaron de las cajas Petri a macetas 

con sustrato Metro Mix 200. Las plantas fueron cultivadas hasta la producción y maduración de los 

frutos en un cuarto de crecimiento con luz blanca y fría a una intensidad de 110 µmoles m-2 s-1, con 

fotoperíodo de día largo y condiciones óptimas de riego para la obtención de semillas. 

 

3.3. Tratamientos 

3.3.1. Inducción de estrés osmótico  

Después de 5 días de crecimiento en cajas Petri, en las condiciones antes mencionadas, las plántulas 

fueron trasplantadas a cajas con el mismo medio de cultivo (tratamiento control: Ψo = -0.22 MPa); y a 

cajas de Petri con el mismo medio, pero suplementado con manitol a una concentración de 300 mM 

(tratamiento de estrés osmótico: Ψo = -0.85 MPa) el cual fue agregado al medio antes de ajustar el pH. 

Las plántulas se mantuvieron en crecimiento vertical y se obtuvieron 12 tratamientos factoriales, 

resultado de la multiplicación de las seis líneas genéticas por los dos tratamientos. 

 

3.3.2. Tratamientos con ácido abscísico y fluridona 

De igual manera, después de 5 días de crecimiento en las condiciones iniciales, las plántulas fueron 

trasplantadas a cajas Petri con el mismo medio de cultivo (tratamiento control); y a cajas Petri con el 

mismo medio adicionado con las concentraciones indicadas de ácido abscísico (tratamiento de ABA) o 

fluridona. El ABA fue disuelto en NaOH 1N y la fluridona en etanol al 100%. 
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3.4. Variables evaluadas 

3.4.1. Medición del Potencial osmótico (Ψo) 

El potencial osmótico del medio  (Ψo) se determinó a partir de la medición de osmolaridad de 10 µl en 

un osmómetro de presión de vapor (Vapro, Modelo-5520, Wescor Inc.), a una temperatura ambiental de 

20 °C, de acuerdo con la ecuación de J. H. van’t Hoff  (Taiz y Zeiger 2010):  

 

Ψo = -cRT [MPa]  

 

en donde: 

 Ψo = potencial osmótico; c = concentración de solutos (mol); R = constante general de los gases 

(0.00831 kg MPa mol-1 K-1) y T = temperatura absoluta (°K).  

 

3.4.2. Evaluación del crecimiento en longitud de la raíz primaria 

La longitud de la raíz primaria de plantas individuales fue marcada cada 24 h en la caja de crecimiento 

a partir del trasplante a los tratamientos. Al final del experimento, la caja fue registrada con un escáner 

y la longitud de cada raíz se midió con el programa ImageJ.  

 

3.4.3. Análisis celular de las zonas de crecimiento de la raíz primaria 

El análisis de las cuantificaciones celulares y el tamaño de las células completamente alargadas de la 

raíz primaria fueron caracterizadas en plántulas con uno y dos días post trasplante (dpt) al tratamiento 

control o al tratamiento con manitol. Para este análisis, las plántulas fueron fijadas y teñidas; lo cual 

consistió en sumergir a las plántulas completas en una solución de 50% metanol y 10% ácido acético 

durante 5 h para posteriormente ser enjuagadas en agua destilada. Enseguida fueron incubadas en 1% de 

ácido periódico a 37°C por 50 min y enjuagadas con agua destilada. Posteriormente se sumergieron en 

reactivo de Schiff (metabiosulfito de sodio 100 mM y ácido hidroclórico 0.15 N) suplementado con 100 

µg/ml de yoduro de propidio durante 50 min. Se eliminó la solución anterior y se añadió una solución 

de DMSO 2% y glicerol al 30% durante 72 h. Finalmente las raíces se montaron en portaobjetos con una 

solución GDTY (20 ml de glicerol al 65%, DMSO 2%, con 0.04 g de tiosulfito de sodio y 17 g de yoduro 

de sodio). La raíz primaria de cada plántula fue fotografiada por secciones en un microscopio de 

interferencia de contraste diferencial (DIC), marca Olympus BX60, con un objetivo 40x, siguiendo una 

línea de células corticales, desde el centro quiescente hasta la zona de diferenciación. Posteriormente, se 

midió la longitud de cada célula cortical usando el programa ImageJ. Los resultados de las células de 
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cada plántula se analizaron con el algoritmo de cambio de estructura múltiple, mediante el programa 

MSC_analysis, de acceso libre en el sitio web www.ibiologia.com.mx/MSC_analysis, para determinar 

el número de células y la longitud de las zonas de crecimiento (Pacheco-Escobedo et al., 2016).  

 

3.4.4. Análisis de la abundancia de proteínas  

Para la extracción de proteínas se emplearon, aproximadamente, 3000 plántulas de 6 días de edad (por 

gramo de tejido), cultivadas en el medio MS descrito anteriormente, de las cuales se recolectó 

únicamente el ápice (1 cm) de la raíz primaria y congelado inmediatamente en nitrógeno líquido y 

mantenidas a -70°C hasta ser utilizadas. 

 

3.4.4.1. Extracción de proteínas totales  

Para la extracción de las proteínas totales de la raíz de plántulas de Arabidopsis se utilizó el primer 

centímetro del ápice de la raíz primaria de plántulas de seis dps, cultivadas verticalmente en cajas Petri, 

en el medio MS antes descrito. La extracción se realizó con el método de Agrawal y Thelen (2009), 

modificado. Se recolectó un gramo de raíces de Arabidopsis y fue congelado inmediatamente en 

nitrógeno líquido. A cada muestra se agregó 6 ml de fenol pH 8.8 y 4 ml de amortiguador de extracción 

pH 8.8 (Tris-HCl pH 8.8 (100 mM), EDTA (10 mM), sacarosa (900 mM) y 2-mercaptoetanol (0.4 %). 

La muestra se trituró con un politrón (Ultra Turrax), en dos rondas de 1 min por muestra, lavando el aspa 

con agua destilada en cada cambio de muestra. Se centrifugó a 4000 rpm, durante 30 min, a 4°C. 

Posteriormente se tomó el sobrenadante a la cual se agregó 25 ml de acetato de amonio (100 mM en 

metanol). La proteína fue precipitada a -20°C durante 24 h y, luego ésta se centrifugó a 4000 rpm, por 

30 min, a 4°C. Se decantó el líquido y se realizaron dos lavados con 5 ml de acetato de amonio (100 

mM), dos con 5 ml de acetona (80 %), y dos con 5 ml de etanol (70 %), agitando en vortex y 

centrifugando a 4000 rpm, por 10 min, a 4°C entre cada lavado. Se dejó secar la pastilla durante 20 min 

y, posteriormente, se resuspendió en 400 µl de IEF, se transfirió a un microtubo (1.5 µl) y se centrifugó 

por 10 min a 14000 rpm para recuperar la fase superior en otro microtubo (0.5 µl). 

 

3.4.4.2. Cuantificación de las proteínas extraídas 

Para la determinación de la integridad y la cuantificación de las proteínas extraídas se empleó la 

electroforesis 1D de SDS-PAGE (12%) a 100 V y 40 mA durante 1 h, seguida de tinción con azul de 

Coomassie. El análisis densitométrico de la concentración de proteínas en las bandas se realizó con el 

programa Image Lab 5.2.1, utilizando como referencia 1 µg/µl de lisozima.  

http://www.ibiologia.com.mx/MSC_analysis
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3.4.4.3. Isoelectroenfoque de proteínas totales 

Se preparó una solución de 80 µl de muestra (con 328 µg de proteína), 3 µl de anfolitos y 135 µl de 

solución de extracción de isoelectroenfoque (IEF) compuesta por urea 8 M, tiourea 2 M, CHAPS 2%, 

triton X-100 2% y DTT 50 mM. Con dicha solución se hidrató la tira de gel IPG (gradientes de pH 

inmovilizados en tres diferentes rangos de pH: 3-10, 4-6 y 5-8) durante 10 min y posteriormente se 

cubrió con 1.5 ml de aceite mineral. Enseguida se realizó el isolelectroenfoque en un focalizador 

PROTEAN i12 IEF Cell (BIO RAD). El programa consistió en 12 h de hidratación, más 7 h de 

isoelectroenfoque que se realizó mediante un aumento gradual de voltaje hasta alcanzar 8000 V durante 

la primera hora y al mismo voltaje durante el tiempo restante.  

 

3.4.4.4. Electroforesis 2D SDS-PAGE 

La separación de las proteínas en función de su peso molecular se realizó mediante una electroforesis 

bidimensional, en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE, 12%), por lo que debían 

tener la misma cantidad de concentración de proteínas. Para ello, las tiras provenientes del 

isoelectroenfoque se lavaron tres veces en una solución de Tris-HCl pH 8,8 (50 Mm), urea (6 M), glicerol 

(30%), SDS (2%) y azul de bromofenol (0.05%), y luego se lavaron tres veces en la solución más 

iodoacetamida, dejándose en agitación durante 15 min después de cada lavado. Posteriormente se 

preparó el gel de poliacrilamida con 30 ml de gel separador y 3 ml de gel condensador. Una vez 

solidificado el gel, se colocaron las tiras y el marcador molecular en los carriles correspondientes, y se 

vertió agarosa al 1% para sellar el gel. La electroforesis se realizó en un buffer compuesto de Tris-HCl 

(25 mM), glicina (192 mM) y SDS (0.1%) a 50 V por 22 h.  Finalmente, los geles fueron teñidos con 

solución coomassie colloidal brilliant blue (800 ml de etanol, 3.2 g de brilliant blue G-250, 64 ml de 

ácido fosfórico, 320 g de sulfato de amonio para preparar 4 litros en agua destilada).  

Las imágenes de los geles fueron capturadas en un escáner de alta resolución (GS-900 Calibrated 

Imaging Densitometer; Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y se analizaron con los programas Image Lab 

5.2.1 y para el análisis global, los puntos fueron detectados, cuantificados y marcados con el programa 

PDQuest 8.1 (Bio-Rad). Para compensar la variabilidad en el teñido de los geles, el volumen de cada 

punto fue normalizado como un volumen relativo y únicamente los puntos que mostraron diferencias 

significativas (P ≤ 0.05) en el análisis de t-student fueron considerados para su posterior análisis. 

3.4.4.5. Identificación de proteínas por cromatografía líquida-espectrometría de masas en tándem 

(LC-MS/MS) 
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La identificación de las proteínas a partir del gel 2D SDS-PAGE se realizó en la Unidad de Servicios de 

Apoyo a la Investigación y a la Industria, de la Facultad de Química de la UNAM. Para lo cual primero 

las proteínas seleccionadas se cortaron en fragmentos más pequeños y se destiñeron con 50% de metanol 

(v/v) y 5% de ácido acético (v/v) por 12 horas. Posteriormente se lavaron con agua destilada y se 

incubaron por 15 minutos, dos veces en 100 mM de bicarbonato de amonio. Se redujeron en 50 mM 

DTT durante 45 minutos y se alquilaron con iodoacetamida 30 mM durante 2 horas. Posteriormente se 

lavaron 3 veces con 100 mM de bicarbonato de amonio. Se deshidrataron completamente con 100% de 

acetonitrilo. La digestión en el gel fue llevada a cabo con 30 μl de tripsina de porcino modificada de una 

solución que contiene 20 ng/μl y se incubaron por 18 horas a 37 °C. Los péptidos fueron extraídos con 

50% acetonitrilo (v/v) y 5% de ácido fórmico (v/v) en sonicación y deshidratados totalmente. Los 

péptidos se resuspendieron en 20 μl de ácido fórmico al 1% (v/v), fueron desalados y concentrados por 

Ziptip C18 y eluidos en 12 μl de fase móvil (97% agua 3% acetonitrilo 0.1% de ácido fórmico) Se realizó 

un análisis LC-MS / MS de mezclas de péptidos digeridos utilizando una trampa Agilent 1100 LC / 

MSD Trap XCT (Agilent Technologies). Para la identificación de los péptidos por espectrometría de 

masas en un espectrómetro Modelo Synapt G2S, (WATERS). Los péptidos identificados fueron 

contrastados contra la base de datos de Arabidopsis de UNIPROT. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1. Comparación de los perfiles de expresión transcripcional de AGL24, SOC1 y XAL2 en la 

raíz de Arabidopsis. 

Con el fin de comparar visualmente el patrón anatómico transcripcional de AGL14/XAL2, AGL24 y 

SOC1 se analizaron los microarreglos Affymetrix del genoma completo de Arabidopsis ATH1 

disponibles actualmente (Redman et al., 2004). El análisis se realizó mediante GENEVESTIGATOR, 

una herramienta de minería de datos para microarreglos públicos, disponible en 

https://www.genevestigator.ethz.ch (Zimmermann et al., 2004). Es importante mencionar que los 

datos de microarreglos disponibles fueron generados a partir de muestras de plantas en diversos 

estados de desarrollo, condiciones ambientales y medios de crecimiento i.e. agar, hidroponia o 

sustrato. 

 Los patrones espaciales de expresión transcripcional de AGL24 y SOC1 en la raíz 

primaria de Arabidopsis son similares a los de XAL2.  El análisis de datos de microarreglos 

muestran que el mayor nivel de expresión y de coexpresión de XAL2 y SOC1 ocurre en las raíces 

laterales (Figura 2). De manera contrastante, AGL24 muestra el menor nivel de expresión en las raíces 

laterales y en la raíz total. No obstante, en la raíz primaria, AGL24, SOC1 y XAL2 muestran un patrón 

de expresión transcripcional muy similar, con niveles entre bajos y medios de expresión (Figura 2). 

En la raíz primaria AGL24 presentó la mayor expresión, mientas que XAL2 presentó la menor, y SOC1 

tuvo una expresión intermedia. En el eje longitudinal de la raíz primaria, se observa que la expresión 

de cada uno de estos MADS-box casi no difiere entre zonas. Se puede identificar que en el meristemo 

apical de la raíz AGL24 y SOC1 presentan el mayor nivel de expresión. Además, es en el meristemo 

apical donde se observa la mayor diferencia de expresión entre AGL24 y SOC1 con respecto a XAL2. 

De forma que, XAL2 presenta la menor expresión en el meristemo apical, mientras que presenta la 

mayor expresión en la zona de elongación. En la zona de elongación y en la zona de diferenciación 

los tres MADS-box presentan un patrón muy similar (Figura 2).  

https://www.genevestigator.ethz.ch/
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Figura 2. Los patrones de expresión de SOC1 y AGL24 concuerdan con los de XAL2 en las diferentes zonas de 

crecimiento de la raíz primaria. Los datos fueron obtenidos mediante la herramienta Genevestigator de experimentos 

llevados a cabo con microarreglos (https://www.genevestigator.ethz.ch/; Zimmermann et al., 2004). 

 

 

4.2. Caracterización del crecimiento de la raíz primaria de AGL24 y SOC1, y su interacción 

genética con XAL2 en respuesta al estrés osmótico   

 

4.2.1. Longitud de la raíz primaria  

En esta sección buscamos establecer tres cosas: en primer lugar, si los factores de transcripción 

MADS-box tipo II AGL24 y SOC1 están implicados en la regulación del crecimiento de la raíz 

primaria de Arabidopsis; en segundo lugar, si AGL24 y SOC1 presentan interacciones genéticas con 

XAL2 en el crecimiento de la raíz primaria; en tercer lugar, si dichas interacciones genéticas se alteran 

en condiciones de estrés osmótico. Para cumplir con estos objetivos, caracterizamos el fenotipo de la 

raíz primaria de las mutantes sencillas agl24-4, soc1-6, xal2-2, comparando su longitud con respecto 

al de las plantas tipo silvestre (Col-0 de aquí en adelante). También se determinó el crecimiento de la 

raíz primaria de las mutantes dobles xal2-2 agl24-4 y xal2-2 soc1-6 de plántulas de Arabidopsis, y se 

comparó con respecto a sus parentales; tanto en condiciones óptimas de crecimiento, en un medio de 

cultivo con alta disponibilidad de agua, como en estrés osmótico severo, provocado por una baja 

disponibilidad de agua en el medio generado.  

 La estrategia experimental que planteamos para la realización de este trabajo es cultivar las 

plantas en medio de cultivo sólido con sales MS 0.2X adicionado con manitol (300 mM), con el fin 

de modificar el potencial osmótico del medio. La presencia de moléculas con actividad osmótica, 

https://www.genevestigator.ethz.ch/
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como el manitol, disminuye la disponibilidad del agua para las plantas mimetizando la sequía e 

induciendo déficit hídrico a nivel celular. En estas circunstancias, las plantas exhiben respuestas 

típicas del estrés hídrico incluyendo la alteración en el crecimiento y la expresión de genes de 

respuesta a estrés (Christensen y Feldmann, 2007). El manitol es utilizado para evaluar la respuesta 

de las plantas ante condiciones de estrés osmótico ya que es un soluto que no es fácilmente absorbido 

por las raíces, y a su vez disminuye el potencial osmótico del medio (Déjardin et al., 1999; Fu et al., 

2019; Jang et al. 2007; Martínez et al. 1991). 

 El estrés osmótico severo se consiguió disminuyendo el potencial osmótico (Ψo) del medio 

de cultivo de -0.22 a -0.85 MPa, mediante la adición de manitol (de 300 mM; ver métodos), un azúcar 

no metabolizable que actúa como soluto no-iónico. El potencial osmótico de -0.85 MPa representa 

un estrés severo para plántulas silvestres de Arabidopsis (Bhaskara et al., 2015; Deak et al., 2005; 

van der Weele et al., 2000) y experimentos previos en nuestro laboratorio han demostrado que la 

concentración de 300 mM no inhibe por completo el crecimiento de la raíz, por lo que esta 

concentración se ha empleado para detectar diferencias en la respuesta al estrés entre diferentes 

genotipos y accesiones de Arabidopsis (Cajero-Sánchez, 2018; Romero-Yahuitl, 2018). Para evaluar 

las diferencias en la longitud de la raíz primaria, plántulas con 5 dps de edad se transfirieron al 

tratamiento control (medio MS 0.2X) o al tratamiento de estrés hiperosmótico (medio MS 0.2X + 

manitol 300 mM) y durante los seis días posteriores se midió el aumento en la longitud de la raíz cada 

24 h (Figura 3). Se analizó estadísticamente la longitud de la raíz primara a los seis días de tratamiento 

(Cuadro 2 y Figura 4). El ANOVA de dos vías indicó que hay diferencias altamente significativas en 

la longitud de la raíz primaria entre genotipos (P < 0.0000) y entre los tratamientos (P < 0.0000), 

además indica que hay interacción estadística entre genotipos y tratamientos (P < 0.0000). Por lo 

cual, posteriormente se aplicó la prueba de comparación múltiple de medias Tukey 0.05 (Figura 4B).  

 AGL24 y SOC1 son supresores del crecimiento de la raíz primaria. Nuestras mediciones 

muestran que, en el medio de cultivo con un Ψo = -0.22 MPa (condiciones control) la raíz primaria 

Col-0 (planta silvestre) creció en longitud 6.37 ± 0.11 cm en seis días de experimento. Así mismo, la 

raíz de las mutantes sencillas de agl24-4 presenta una longitud igual al de las plantas silvestres en el 

mismo período (Figura 3). En cambio, la longitud de la raíz primaria de las mutantes soc1-6 fue 

ligeramente mayor (6%) y estadísticamente distinta que la longitud de las plantas tipo silvestre 

(Figura 4). Lo cual indica que AGL24 solo no tiene un efecto sobre el crecimiento de la raíz primaria, 

mientras que SOC1 tiene un efecto de supresor. Por otro lado, cabe mencionar que las mutaciones 
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sencillas en agl24-4 y en soc1-6 inducen un aumento visible en el crecimiento de las raíces laterales, 

aunque en este trabajo no se cuantificaron (Figura 4A). 

 

 

 

Figura 3. AGL24 y SOC1 son represores del crecimiento de la raíz, actuando de manera opuesta a XAL2. Longitud 

de la raíz primaria (cm) de plántulas de Arabidopsis con pérdida de función de los diferentes alelos de los genes MADS-

box señalados. Las plántulas cultivadas en medio MS (0.2X) fueron transferidas a los 5 dps (días post siembra) a medio 

MS (0.2X) A) control o B) con manitol (300 mM), para su crecimiento durante un período de 6 días. Los datos son la 

media ± EE (n ≈ 30 por réplica experimental) de tres réplicas experimentales independientes con tres cajas Petri por 

réplica y 10 plantas por caja. 

 

  Las mutantes de xal2-2 exhibieron una raíz primaria mucho más pequeña que la de las plantas 

silvestres Col-0 (57%; Figura 3A y Figura 4), esta observación concuerda con lo reportado por Garay-

Arroyo et al. (2013). De manera interesante, las mutantes dobles xal2-2 agl24-4 y de xal2-2 soc1-6 

presentaron una raíz de tamaño intermedio y estadísticamente diferente al de las parentales (Figura 

3A y Figura 4). Además, Pérez-Ruiz et al. (2015) reportan una regulación positiva de XAL2 sobre la 

expresión de AGL24 en la parte aérea, mientras que AGL24 no regula a XAL2; ya que plántulas 

mutantes de xal2-2 de 14 dps presentaron afectaciones en los niveles de expresión de AGL24, pero 

no viceversa. 
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Figura 4. La mutación doble de XAL2 y AGL24 causa un incremento en la sensibilidad a la sequía en la raíz 

primaria comparado con la mutación sencilla de cada gen. (A) Plántulas de Arabidopsis y (B) longitud de la raíz 

primaria (cm) a seis días de tratamiento con manitol 300 mM. Las plántulas cultivadas en medio MS (0.2X) de 5 dps 

fueron transferidas a medio MS (0.2X) control o medio MS (0.2X) con manitol 300 mM, para su crecimiento durante 6 

días. Los datos son la media ± EE (n = 30 por réplica experimental) de tres réplicas experimentales independientes, con 

tres cajas Petri por réplica y 10 plantas por caja. Letras distintas indican diferencias significativas en la prueba de 

comparación múltiple de medias Tukey (0.05).  
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 La raíz primaria de xal2-2 agl24-4 y de xal2-2 soc1-6 fue significativamente más pequeña 

(16% y 6%, respectivamente) que la raíz de las plantas silvestres y, además, 19% y 11%, 

respectivamente, más pequeñas que los parentales agl24-4 y soc1-6 (Figura 4A). Estos fenotipos 

intermedios sugieren que el efecto de AGL24 y SOC1 en el crecimiento de la raíz primaria es opuesto 

y, por lo menos parcialmente, independiente al de XAL2. Por lo que, posiblemente no actúen en la 

misma vía, sino que convergen, regulando blancos comunes de forma opuesta a través de la misma 

red de regulación genética para mediar el balance en el crecimiento de la raíz primaria. 

 El estrés osmótico severo afectó dramáticamente el crecimiento de la raíz primaria de 

Arabidopsis. La disminución del potencial osmótico en el medio de cultivo, mediante la adición de 

300 mM de manitol (Ψo = -0.85 MPa), ocasionó una inhibición dramática en el crecimiento de la raíz 

primaria (Figura 3B y Figura 4). Como resultado, después de seis días de exposición al estrés, la 

longitud de la raíz primaria de las plantas silvestres fue 81% más pequeña que su control sin estrés 

(Figura 3).  

 XAL2 está involucrado de manera positiva en la regulación del crecimiento de la raíz 

primaria en respuesta al estrés osmótico. A su vez en estrés osmótico xal2-2 presentó una raíz 72% 

más pequeña que en condiciones óptimas. Lo anterior denota una menor sensibilidad al estrés 

osmótico en mutantes de xal2-2 versus las silvestres (Figura 4). Cabe resaltar que, como la raíz de 

xal2-2 es más corta que la raíz de las plantas silvestres en condiciones control, la mejor manera de 

ver el efecto en condiciones de estrés osmótico es que se normalice el crecimiento de cada línea con 

respecto a su crecimiento en condiciones control (esta última tendría un 100% de crecimiento). No 

obstante, la diferencia en el tamaño de la raíz de xal2-2 con respecto a la planta silvestre se redujo 

por efecto del estrés (57% en condiciones óptimas y 36% en estrés).  

 La mutante doble xal2-2 agl24-4 presenta una inhibición mayor en el crecimiento de la 

raíz primaria a causa del estrés osmótico que sus parentales y que las plantas silvestres. La 

mutante agl24-4 no presentó diferencias en el tamaño de la raíz en estrés osmótico (Figura 3B). En 

contraste, la doble mutante xal2-2 agl24-4, si es estadísticamente más sensible al estrés osmótico, en 

comparación con las parentales y las plantas silvestres (Figura 4A): a los seis días de tratamiento de 

estrés, la inhibición de la raíz de xal2-2 agl24-4 fue del 85%; de tal forma que el tamaño de su raíz 

primaria resultó igual al observado en xal2-2 (Figura 3B y Figura 4). Con base en lo anterior podemos 

decir que la regulación de XAL2 sobre el tamaño de la raíz en condiciones control es independiente 
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de AGL24, pero la inhibición del crecimiento de la raíz de AGL24 en estrés osmótico, no es 

independiente de XAL2.  

 Además, a pesar de que la longitud de la raíz primaria de soc1-6 resultó estadísticamente igual 

que la de las plantas silvestres y no levemente mayor, como en el tratamiento control; el efecto del 

estrés en soc1-6 fue proporcional al de las plantas silvestres (81% de inhibición por el estrés), (Figura 

3A y B). Así mismo, xal2-2 soc1-6 exhibió una inhibición proporcional a la de soc1-6 y a la de las 

plantas silvestres. Es interesante, como la respuesta al estrés de xal2-2 agl24-4 fue distinta a la de 

xal2-2 soc1-6, lo cual demuestra una interacción genética distinta entre SOC1 y XAL2 en estrés 

osmótico a la observada en condiciones control. En la parte aérea se ha demostrado que la interacción 

genética entre SOC1 y XAL2 varía dependiendo de las condiciones ambientales, particularmente del 

fotoperiodo; en día largo (16 h luz) soc1-6 presenta mayor retraso en la transición a la floración y es 

epistático a xal2-2, mientras que en día corto (8 h luz) el efecto de cada uno es independiente (Pérez-

Ruiz et al., 2015).  

  Nuestros resultados en conjunto sugieren que, en condiciones control, la mutación sencilla 

agl24-4, por sí misma no es suficiente para causar un fenotipo de represión del crecimiento de la raíz 

primaria, mientras que la mutación sencilla de soc1-6 causa un fenotipo sutil, de crecimiento 

ligeramente mayor a la silvestre. Fue interesante observar que, los fenotipos de las mutantes dobles 

xal2-2 agl24-4 y xal2-2 soc1-6 resultaron intermedios y estadísticamente distintos a los fenotipos de 

los parentales. La mutación de SOC1 o AGL24 aunada a la de XAL2 permitió detectar que SOC1 y 

AGL24 tienen una función similar como represores del crecimiento. No obstante, AGL24 parece tener 

una participación menor que SOC1. Además, SOC1 y AGL24 actúan de forma opuesta a XAL2, que 

está involucrado en la promoción del crecimiento de la raíz primaria.  

 Estos resultados descriptivos son novedosos e inesperados porque AGL24 y SOC1 se han 

asociado en mayor medida al comportamiento de meristemo apical del brote y no se había reportado 

que interactuara con genes que claramente están involucrados en la respuesta de la raíz primaria con 

XAL2. Además, estos resultados contrastan a lo observado en la parte aérea pues, en esa zona las 

mutantes de pérdida de función de XAL2 tienen un fenotipo de floración tardía y las mutantes de 

sobreexpresión de XAL2 tienen un fenotipo de floración temprana, similar al de AGL24 y SOC1; 

mientras que en la raíz primaria la función de represores de crecimiento AGL24 y SOC1 es opuesta a 

la función de promotor de crecimiento de XAL2. 
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 En nuestro laboratorio se encontró que, en la raíz, XAL2 regula positivamente a SOC1 mientras 

que SOC1 regula negativamente a XAL2 igual que en la parte aérea (Pérez-Ruiz et al., 2015; Zluhan-

Martínez et al., datos no publicados). Además, algunos de los genes analizados por Zluhan-Martínez 

et al., (datos no publicados) que son regulados por XAL2, son regulados de forma opuesta por SOC1, 

como son AGL19, AGL42, PIN1, PIN4, SVP/AGL22, TCP24, ATHB34, ATHB53, ARF9, ARF11. 

Estos datos podrían explicar los fenotipos intermedios de la mutantes doble xal2-2 soc1-6.  

 Es interesante observar que las mutantes sencillas agl24-4 y soc1-6 no presentan un fenotipo 

dramático de crecimiento en condiciones control, mientras que las mutantes dobles xal2-2 agl24-4 y 

xal2-2 soc1-6 sí. Se sabe que los genes MADS-box funcionan como dímeros para unirse al DNA y 

como tetrámeros para la activación transcripcional, por lo que la formación de complejos proteicos 

es necesaria para que se lleve a cabo su función (Egea-Cortines et al., 1999; Jetha et al., 2014; Melzer 

y Theißen, 2009b; Schwarz-Sommer et al., 1992; Theißen et al., 2018). Por ejemplo, el modelo 

emblemático del cuarteto floral en donde la combinatoria diferencial de la interacción de proteínas 

homeóticas (AP1, AP3, PI, AG y SEP3) da lugar a los diferentes órganos florales como los sépalos, 

pétalos, estambres y carpelos (Smaczniak et al., 2012b). Cabe resaltar que, estudios del interactoma 

de las proteínas de distintos miembros de la familia de proteínas con dominio-MADS han mostrado 

que el número de interacciones por proteína no es uniforme (Immink et al., 2002, 2012; Verelst et al., 

2007). La gran mayoría de las proteínas presentan solo algunas interacciones con otras proteínas con 

dominio-MADS, como es el caso de XAL2; mientras que otras interactúan con muchas otras como en 

el caso de SOC1 y AGL24 (de Folter et al., 2005; Immink et al., 2009, 2012). En un ensayo que 

incluyó a más de cien AGL´s (de Folter et al., 2005), XAL2 formó dímeros únicamente con AGL16, 

AGL24, FUL y SOC1; mientras que AGL24 formó dímeros con 11 y SOC1 con 24; de éstos, habría 

que confirmar in vivo la interacción de sus proteínas y asegurar que estén presentes en la misma célula 

al mismo tiempo para llevar a cabo una función en complejos multiméricos (de Folter et al., 2005). 

Adicionalmente, se sabe que las proteínas con dominio-MADS interactúan con proteínas de otras 

familias; por ejemplo, con proteínas remodeladoras de la cromatina (Brambilla et al., 2007; Liu et al., 

2009; Smaczniak et al., 2012b; Sridhar et al., 2006).  

 En ese mismo sentido, nuestros resultados y los análisis del crecimiento de la raíz primaria de 

la mutante doble agl24-4 soc1-6 obtenidos recientemente en nuestro laboratorio indican que AGL24 

y SOC1 tienen una función redundante en este órgano, pues las mutantes dobles agl24-4 soc1-6 

presentan una raíz más larga que las plantas silvestres y que soc1-6 (Patiño-Olvera, datos no 
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publicados). Lo anterior concuerda con la redundancia reportada en la transición a la floración entre 

AGL24 y SOC1, en la cual en período de día corto, la mutante doble de soc1-2 agl24-1 solo florece 

en presencia de giberelinas, y presentan un retardo en la floración mayor que las mutantes sencillas; 

sugiriendo que, SOC1 y AGL24 determinan sinérgicamente el tiempo de floración en condiciones de 

días cortos (Liu et al., 2008; Riboni et al., 2013). De manera interesante se ha demostrado que la 

interacción de las proteínas de SOC1 con AGL24 es determinante para que SOC1 se mueva al núcleo 

y, junto con AGL24, lleven a cabo su actividad como factores de transcripción (Lee et al., 2008).  

 Nuestros resultados permiten suponer que, AGL24, SOC1 y XAL2 están actuando en la misma 

red de regulación genética en la raíz, pero contrario a lo reportado en la parte aérea AGL24 y SOC1 

actúan de forma opuesta a XAL2 (Pérez-Ruiz et al., 2015). Por lo que es pertinente preguntarse si 

existen proteínas con dominio-MADS adicionales a AGL24 y a SOC1 que tengan una función 

redundante con ellos. Uno de nuestros candidatos podría ser FRUITFULL (FUL), cuya mutante de 

pérdida de función ful7 presenta un fenotipo similar al de xal2-2 ag24-4 y xal2-2 soc1-6 al ser cruzada 

con xal2-2 tanto en la parte aérea (Pérez-Ruiz et al., 2015) como en la raíz primaria (Garay et al., 

datos no publicados). Por lo cual, también sería interesante caracterizar el crecimiento de la raíz 

primaria de la cruza triple de agl24-4 soc1-6 ful7. En cambio, proteínas con dominio-MADS con 

funciones similares a XAL2 en el crecimiento de la raíz podrían ser SHORT VEGETATIVE PHASE 

(SVP) y FLOWERING LOCUS C (FLC), los cuales tienen una función opuesta a AGL24 y SOC1 en 

la parte aérea (Pérez-Ruiz et al., 2015). Por otro lado, un posible gene blanco de AGL24, SOC1 y 

XAL2 podría ser TERMINAL FLOWER 1 (TFL1), miembro de la familia de FT/TFL1. De manera 

interesante, TFL1 es un gen represor de la longitud de la raíz primaria, cuyos mutantes de pérdida de 

función muestran raíces más largas que las plantas silvestres (Lachowiec et al., 2015). TFL1 es 

regulado por AGL24 y SOC1 durante la especificación del meristemo floral, e incluso es regulado 

directamente por XAL2 (Pérez-Ruiz et al., 2015). Por lo tanto, es probable que TFL1 sea regulado por 

AGL24, SOC1 y XAL2 en la raíz.  

 En cuanto a la respuesta en estrés osmótico, xal2-2 muestra una menor sensibilidad relativa al 

estrés en comparación con la planta silvestre; esto sugiere que la actividad de XAL2 inhibe la respuesta 

de la raíz primaria ante el estrés osmótico. En condiciones óptimas, las mutantes de xal2-2 muestran 

una disminución en la expresión de PIN1 y alteraciones en el transporte y la concentración de auxinas 

en la raíz (Garay-Arroyo et al., 2013). Por lo tanto, es probable que la reducción de la expresión de 

PIN1 y del transporte de auxinas en respuesta al estrés osmótico sea diferente en xal2-2, con respecto 
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a las plantas silvestres porque ya están reducidas a causa de la pérdida de función de XAL2. Lo anterior 

también podría explicar la leve insensibilidad al estrés en el crecimiento de la raíz primaria o a que 

XAL2 inhibe algunos de los componentes de la respuesta a estrés osmótico (Figura 4).  

 Por otro lado, los resultados muestran que SOC1 está involucrado en la supresión del 

crecimiento de la raíz primaria tanto en condiciones control, pero no en condiciones de estrés 

osmótico. No obstante, el fenotipo de la doble mutante xal2-2 soc1-6, sugiere que se necesita de XAL2 

para ver el efecto inhibitorio de SOC1.  

 De manera interesante, la respuesta al estrés de xal2-2 agl24-4 fue distinta a la de xal2-2 soc1-

6 (Figura 3 y 4). Lo cual demuestra que la interacción genética de AGL24 con XAL2 es distinta de la 

interacción de SOC1 con XAL2, en condiciones de estrés osmótico, en el crecimiento de la raíz 

primaria de Arabidopsis. Por lo tanto, dichas interacciones son dinámicas y varían en función del 

potencial osmótico y de la disponibilidad de agua en el medio, ya que el efecto de xal2-2 agl24-4 

cambia en respuesta a estrés osmótico. Lo anterior permite suponer que, ante cambios severos de 

potencial osmótico, AGL24 y SOC1 podrían estar interactuando con XAL2, por lo que especulamos 

que AGL24, SOC1 y XAL2 también pueden desempeñar un papel en el crecimiento de la raíz primaria 

en respuesta al estrés osmótico. Sería importante demostrar si el estrés osmótico afecta la expresión 

de AGL24, SOC1 y XAL2 en plantas silvestres mediante RT-PCR y/o con líneas reporteras 

transcripcionales y traduccionales de dichos genes. 

 Con el fin de obtener información más precisa sobre la participación de AGL24, SOC1 y su 

interacción genética con XAL2 en la modulación del crecimiento de la raíz primaria en condiciones 

óptimas y en respuesta al déficit hídrico, consideramos importante evaluar su efecto sobre los 

procesos de proliferación y elongación celular en la zona de crecimiento de la raíz primaria, lo cual 

será abordado en la siguiente sección de este trabajo.    

 

4.2.2. Bases celulares de la función de SOC1, AGL24 y XAL2 en la zona de crecimiento de la raíz 

primaria de Arabidopsis. 

Trabajos previos han mostrado que la longitud de la raíz está determinada por el número de células 

en división y por el tamaño final en la zona de diferenciación, derivados de la combinación de dos 

procesos celulares fundamentales que ocurren en la zona de crecimiento de la raíz: la proliferación y 

la elongación celular (Beemster y Baskin, 1998; Tsukagoshi, 2016). Dichos procesos están separados 

espacialmente en zonas funcionales bien establecidas en la raíz primaria de Arabidopsis, lo cual hace 
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muy fácil su estudio. En la zona meristemática ocurre la división celular y el inicio de la expansión 

celular, mientras que en la zona de elongación ha cesado por completo la división celular y se produce 

la mayor expansión celular (Ivanov y Dubrovsky, 2013; Ubeda-Tomás et al., 2012; Verbelen et al., 

2006).  

 Con el fin de conocer la función de AGL24 y SOC1 y su interacción genética con XAL2 en los 

procesos de división y elongación celular, caracterizamos el patrón espacial celular dentro de la zona 

de crecimiento de la raíz, en mutantes sencillas de xal2-2, agl24-4 y soc1-6 y en mutantes dobles 

xal2-2 agl24-4 y xal2-2 soc1-6 tanto en condiciones control como en respuesta a estrés osmótico. 

Para ello, transferimos plántulas de 5 dps de edad a cajas con medio MS 0.2X (control) o MS 0.2X 

con 300 mM de manitol (estrés osmótico) por 24 y 48 h. Cuantificamos el número y la longitud de 

cada una de las células de una hilera de la corteza, en el eje longitudinal de la raíz primaria, desde el 

centro quiescente hasta 10 células después de la aparición del primer pelo (Figura 5), mediante el 

programa ImageJ. De acuerdo a la definición previa, la célula cortical adyacente a la célula 

epidérmica que presentó el primer pelo fue considerada como el límite basípeto de la zona de 

elongación; mientras que se consideraron células del RAM a las células localizadas entre el centro 

quiescente y la zona de elongación (Ivanov y Dubrovsky, 2013). No obstante, datos recientes de 

nuestro laboratorio demuestran que, después del primer pelo todavía crecen las células, en ese artículo 

se sugiere que hay que contar 6 células después del primer pelo y contar 15-20 células para tener el 

tamaño de las células completamente alargadas (Cajero-Sánchez et al., 2017). 

 El número de células, la longitud del dominio de proliferación, dominio de transición del 

meristemo apical de la raíz y la zona de elongación fueron determinados mediante el algoritmo de 

cambio de estructura múltiple, de acceso libre en el sitio web www.ibiologia.com.mx/MSC_analysis; 

el cuál estima el límite de los dominios y las zonas de la raíz mediante la función de dos puntos de 

quiebre de la librería “strucchange”, del programa estadístico R (Pacheco-Escobedo et al., 2016). 

Adicionalmente, para estimar la producción celular, medimos el flujo celular al final de la zona de 

elongación. El flujo celular fue estimado como la relación entre la tasa de crecimiento de la raíz 

primaria y la longitud de las 10 células a partir del primer pelo, para cada día (van der Weele et al., 

2000). Finalmente, para evaluar la significancia estadística de las diferencias entre los genotipos 

mutantes con respecto a las plantas tipo silvestre, realizamos una prueba t de student a cada una de 

las variables determinadas. Este enfoque provee un perfil detallado de los parámetros que influencian 

el crecimiento de la raíz (Beemster y Baskin, 1998; Ivanov y Dubrovsky, 2013).  

http://www.ibiologia.com.mx/MSC_analysis
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Figura 5. Disminución por efecto del estrés osmótico en el tamaño de los dominios del meristemo apical y la zona 

de elongación de la raíz primaria de plántulas tipo silvestre (Col-0) de Arabidopsis. Microscopía óptica de 

interferencia de contraste diferencial (DIC) del ápice de la raíz primaria; se resalta el contorno de una hilera de células 

corticales. Las plantas fueron crecidas en condiciones control (MS 0.2X) hasta 5 dps y luego se trasplantaron a las 

diferentes condiciones de crecimiento: control (MS 0.2X) y estrés osmótico (300 mM manitol) durante 24 h. 

 

 Para detectar los cambios a corto plazo en el número y longitud celular del RAM, graficamos 

la longitud de cada célula cortical en el eje longitudinal, a partir del centro quiescente hasta diez 

células después del primer pelo radical a las 24 y 48 h después del trasplante (Figura 5 y 6). Los 

perfiles de la longitud y posición de las células en el ápice de la raíz corresponden a una función 

sigmoidal (Figura 6; Bizet et al., 2015) iniciando con un tamaño pequeño en las células más cercanas 

al centro quiescente, en el dominio de proliferación; pasando por una transición donde se produce un 

mayor crecimiento en la parte intermedia inferior; seguida de la típica progresión del tamaño, a 

medida que la posición de las células es más distante del centro quiescente; hasta llegar al tamaño 

final, en la zona de diferenciación (Figura 5 y 6).  
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Figura 6. Longitud de las células corticales a partir del centro quiescente y hasta diez células del primer pelo 

radical de plántulas de Arabidopsis de los genotipos indicados, sometidas al tratamiento control (MS 0.2X) o de 

estrés osmótico (0.2X MS adicionado con 300 mM Manitol) en dos diferentes tiempos 24 h y 48 h. Las plantas fueron 

cultivadas en condiciones control (MS 0.2X) hasta 5 dps y luego se trasplantaron a las diferentes condiciones de 

crecimiento: control y estrés osmótico (300 mM manitol) (n = 10). La punta de flecha marca la transición entre el dominio 

de proliferación y el dominio de transición; la punta de flecha indica la transición entre el dominio de transición y la zona 

de elongación.  
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Figura 7. Cambios en el tamaño de los dominios del meristemo apical y la zona de elongación de la raíz primaria 

en respuesta a estrés osmótico. Plántulas de Arabidopsis de los genotipos indicados, sometidas al tratamiento control 

(0.2X MS) o de estrés osmótico (300 mM Manitol) durante 24 h (n = 10). Las plantas fueron cultivadas en condiciones 

control (MS 0.2X) hasta los 5 dps y luego se trasplantaron a las diferentes condiciones de crecimiento: control y estrés 

osmótico (300 mM manitol). Se indica el límite basal con puntas de flecha blanca del dominio de proliferación, azul el 

dominio de transición y en amarillo la zona de elongación.  

 

 En Col-0, el tamaño del meristemo apical de la raíz primaria aumenta a través del 

tiempo debido a un incremento en el número de células en el dominio de proliferación. A las 24 

h de trasplante, en condiciones óptimas de crecimiento, el meristemo apical midió 506 µm (que 

incluye los dominios de proliferación y de transición) y la zona de elongación 651 µm (Figura 8). 

Además, las células de la zona de elongación aportan la mayor parte de la longitud en la zona de 

crecimiento de la raíz conformada por el meristemo apical y la zona de elongación. Por otro lado, a 

pesar de que la producción celular se incrementa de las 24 a las 48 h, la diferencia no fue significativa 

(Cuadro 2). No obstante, el tamaño del meristemo se modifica con relación a la edad, puesto que, 

aumentó 13% (P < 0.05) de las 24 h a las 48 h post trasplante, es decir, de los seis a los siete dps de 

edad, respectivamente (Figura 8). Lo anterior se debió a un incremento proporcional (13%; P < 0.01) 

en el número de las células en el dominio de proliferación ya que el número de células en el dominio 

de transición no cambia (Figura 6 y Figura 9A). De manera similar a lo reportado por Dello Ioio et 
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al. (2007), en cuyas condiciones experimentales el número de células en el meristemo aumenta hasta 

que el día cinco post germinación (que representa al menos el día siete post siembra) comienza a ser 

constante. En cambio, la longitud de la zona de elongación y el tamaño de las células completamente 

elongadas en la zona de diferenciación no cambió por efecto de la edad, sino que permanecieron 

constantes (Figura 8 y Cuadro 2). La longitud de las células completamente elongadas depende de la 

longitud de las células que dejan el meristemo, el tiempo de residencia de las células en la zona de 

elongación y la tasa de expansión mientras están en la zona de elongación (West et al., 2004). 

 Lo anterior es consistente con lo reportado previamente por Tsukagoshi et al. (2010) y Ubeda-

Tomás et al. (2009), cuyo resultados indican que durante los primeros días después de la germinación, 

el crecimiento de la raíz primaria de Arabidopsis no es estable o continuo, sino acelerado, a causa del 

incremento del tamaño del meristemo apical de la raíz. La aceleración del crecimiento del meristemo 

depende del incremento del número de células en el meristemo y de la tasa de división celular, y 

además del retraso en la transición a la elongación (Beemster y Baskin, 1998). No obstante, se ha 

reportado que posteriormente el crecimiento de la raíz se vuelve constante, aunque la edad varía 

dependiendo de las condiciones experimentales. Por ejemplo, Ubeda-Tomás et al. (2009) y Hacham 

et al., (2011) reportan un crecimiento constante de la raíz primaria a los cinco o seis días post 

germinación, mientras que Beemster y Baskin (2000) reportan un crecimiento acelerado incluso a los 

10 dps. El crecimiento constante es posible solamente cuando el número de células meristemáticas 

producidas por unidad de tiempo es igual al número de células que se desplazan a la zona de 

elongación (Ivanov y Dubrovsky, 1997). Esto quiere decir que, en el presente trabajo, en condiciones 

control, la medición celular se realizó en un momento en el que la raíz primaria de Col-0 exhibió un 

crecimiento acelerado, de 0.78 cm de las 0 a las 24 h después del trasplante, y de 93 cm de las 24 a 

las 48 h (Cuadro 2). 

  El estrés osmótico severo afecta el crecimiento de la raíz primaria reduciendo tanto la 

elongación como la división celular. El impacto del estrés osmótico en el tamaño de la zona de 

crecimiento, conformada por el meristemo y la zona de elongación tiene la misma tendencia que el 

impacto en el tamaño de la raíz primaria (Figura 4B, 7 y 8). En condiciones de estrés, a las 24 h de 

trasplante, el meristemo midió 290 µm y la zona de elongación 427 µm (Figura 8). Lo que significa 

que el aporte del meristemo en el tamaño de la zona de crecimiento disminuyó a causa del estrés; 

pues en condiciones óptimas el aporte del meristemo fue del 44%, mientras que la de la zona de 

elongación aportó el 56%; y en estrés osmótico el meristemo aportó el 40% del tamaño, mientras que 
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la zona de elongación el 60% (Figura 10). La zona de crecimiento apical disminuyó de un tamaño de 

un 1.1 mm a otro de 0.717 mm por efecto del estrés, constituyendo el 3% de la raíz primaria a los 6 

dps de edad en esas condiciones (Figura 8). 

 El estrés osmótico severo inhibió el incremento en el número de células en el dominio de 

proliferación, de las 24 a las 48 h con respecto a lo que se observa en condiciones control. En 

plantas tipo silvestre, el meristemo fue 43% y 51% más pequeño a causa del tratamiento estrés 

osmótico durante 24 h y 48 h, respectivamente (P < 0.001 en ambos tiempos; Figura 10 y A1). Lo 

anterior indica que el impacto del estrés osmótico severo en el meristemo se acentuó con el tiempo 

de exposición. El impacto varía entre los dominios del meristemo, afectando más al dominio de 

proliferación que al de transición; puesto que, el número de células en el dominio de proliferación 

disminuyó drásticamente en el tratamiento de estrés con respecto al control (47% y 50%; P < 0.001 

ambos; Figura A4). Además, de forma interesante, el número de células en el dominio de 

proliferación permaneció constante entre las 24 y las 48 h de estrés (Figura 6). En consecuencia, el 

estrés inhibió el incremento en el tamaño del meristemo, en contraste con lo observado en este estadio 

de desarrollo en condiciones control (Figura 6). Por otro lado, el número de células del dominio de 

transición aumentó a las 24 h del trasplante a condiciones de estrés osmótico (28%; P <0.05) 

creciendo en manitol 300 mM (Figura 9A y A4). Además, la producción celular se redujo en 56% a 

causa del estrés osmótico en ambos tiempos (Cuadro 2). Por lo tanto, la disminución en el crecimiento 

de la raíz a causa del estrés osmótico está correlacionada con los cambios en la producción celular. 

 El estrés osmótico severo también afectó drásticamente el proceso de elongación celular. 

Las plantas silvestres expuestas a manitol 300 mM presentaron células más pequeñas en todas las 

zonas (Figura 9B y C, Cuadro 2). El tamaño máximo que alcanzan las células en el dominio de 

proliferación se redujo por efecto del estrés (17%; P < 0.01); mientras que el tamaño alcanzado por 

las células del dominio de transición a la zona de elongación fue afectado en mayor medida (50%; P 

< 0.001). Así mismo, las primeras células completamente elongadas después del primer pelo, en la 

zona de diferenciación, fueron 41% más pequeñas en condiciones de estrés (P < 0.01; Cuadro 2). 



44 

 

 

Figura 8. Longitud de la zona de crecimiento de la raíz primaria conformada por el meristemo apical (dominio de 

proliferación más dominio de transición) y la zona de elongación. Las plántulas cultivadas en medio MS (0.2X) fueron 

transferidas a los 5 dps a medio MS (0.2X) sin manitol (Control) o suplementado con manitol 300 mM, para su 

crecimiento durante 24 o 48 h. Los datos son la media ± DE (n = 10). Se presentan las comparaciones pareadas de los 

genotipos mutantes contra Col-0 WT, en la prueba t de Student: *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001.  

 

 Además, las plantas en estrés presentaron una zona de elongación 34% más corta (P < 0.01), 

con respecto al control, a las 24 h (Figura 7, 8 y 10). La afectación en las anteriores cuatro variables 

permaneció constante de las 24 a las 48 h. El proceso de elongación es el que más aporta al tamaño 

de la raíz; sin embargo, el estrés osmótico afecta de manera proporcional a la elongación celular y al 

número de células en el meristemo. En trabajos pioneros, Beemster y Baskin (1998) observaron que 

la inhibición de la elongación celular es una respuesta inmediata al cambio de potencial osmótico y 

que el crecimiento de la raíz en cierto nivel de déficit hídrico, está determinado principalmente por el 

suministro de células en la zona de rápida elongación y las células en el dominio de proliferación. 
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 El menor número de células en el meristemo se debe a que tiene un menor número de células 

en el dominio de proliferación y un menor tamaño, tanto en el dominio de proliferación como en el 

dominio de transición. Estos resultados concuerdan con lo establecido en la literatura en donde se ha 

demostrado que tanto el estrés osmótico como el  iónico-osmótico afectan el tamaño del meristemo 

y el número de células (Beemster y Baskin, 1998; Dinneny et al., 2008; Rowe et al., 2016; van der 

Weele et al., 2000). 

 

Cuadro 2. Longitud de las células corticales completamente elongadas, tasa de producción celular y tasa de 

crecimiento de la raíz primaria. Las plántulas de Arabidopsis fueron cultivadas en medio MS desde el día 0 hasta el día 

5 y posteriormente trasplantadas a: MS (control = C) o MS + manitol 300 mM (estrés = M) durante 24 o 48 h. 

Longitud de las células corticales completamente elongadas (µm)  

  Horas de 

tratamiento 
Col-0 agl24-4 soc1-6 xal2-2 xal2-2 agl24-4 xal2-2 soc1-6 

24 C 162 ± 19 179 ± 16 * 178 ± 19 121 ± 13 *** 166 ± 15 148 ± 22 

48 C 167 ± 20   182 ± 17 178 ± 23 120 ± 10 *** 157 ± 14 157 ± 21 

24 M   95 ± 15***   86 ± 13***   78 ± 20 *, ***   51 ± 16 ***, ***   47 ± 8 ***,***   76 ± 7 **, *** 

48 M   92 ± 14***     99 ± 17***   95 ± 18***   82 ± 11***   91 ± 12***   98 ± 13*** 

Tasa de producción celular (células d-1) 

0-24  C   48 ± 4   42 ± 2   45 ± 3   29 ± 2 *   39 ± 2   46 ± 1 

24-48  C   55 ± 5   54 ± 4   57 ± 4   35 ± 3 *   52 ± 3   54 ± 2 

0-24  M   21 ± 4*   22 ± 3*   30 ± 7   21 ± 5   26 ± 5   26 ± 3* 

24- 48  M   23 ± 6*   23 ± 5*   24 ± 6*   16 ± 2*   15 ± 4**   22 ± 3** 

Tasa de crecimiento de la raíz primaria (cm d-1) 

0-24  C 0.78 ± 0.14 0.75 ± 0.10 0.81 ± 0.16 0.35 ± 0.07*** 0.65 ± 0.08*** 0.68 ± 0.11 

24-48  C 0.93 ± 0.17 0.99 ± 0.18* 1.02 ± 0.16*** 0.42 ± 0.10*** 0.81 ± 0.12*** 0.84 ± 0.15** 

0-24 M 0.21 ± 0.10*** 0.20 ± 0.08*** 0.25 ± 0.10**, *** 0.12 ± 0.07***, *** 0.13 ± 0.07***,*** 0.21 ± 0.07*** 

24- 48  M 0.23 ± 0.13*** 0.25 ± 0.12*** 0.25 ± 0.11*** 0.14 ± 0.09***, *** 0.16 ± 0.09***,*** 0.22 ± 0.09*** 

Los datos son la media ± DE (n = 10), seguidos de la prueba de t-student de cada genotipo contra Col-0 (asteriscos en 

negro) y del tratamiento de manitol contra el control (asteriscos en rojo), donde: * P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01, *** P ≤ 0.001.    
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Figura 9. A) Número de células en el dominio de proliferación y en el dominio de transición. B) Longitud crítica 

de las células en que transitan del dominio de proliferación al dominio de transición. C) Longitud crítica de las 

células que transitan del dominio de transición a la zona de elongación. Las plántulas se cultivaron en medio MS 

(0.2X) y a los 5 dps se transfirieron a medio MS (0.2X) sin manitol (Control) o suplementado con manitol 300 mM, para 

su crecimiento durante 24 o 48 h. Los datos son la media ± DE (n = 10). Se presenta el análisis comparativo de genotipos 

mutantes versus Col-0 WT en la prueba t de Student: * P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01, *** P ≤ 0.001. 
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Figura 10. Inhibición causada por el estrés osmótico en las diferentes zonas de crecimiento de la raíz primaria, a 

las 24 h y 48 h, por genotipo. Los valores en la gráfica de radar representan el cambio porcentual, normalizado con 

respecto al control (100-(tratamiento*100) / control). Las plantas (n = 10) fueron cultivadas en condiciones control (MS 

0.2X) hasta 5 dps y posteriormente trasplantadas al tratamiento control (MS 0.2X) o estrés osmótico (Manitol 300 mM).  
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 XAL2 promueve la elongación y la proliferación celular. En concordancia con lo reportado 

por Garay-Arroyo et al. (2013), los análisis celulares nos permitieron observar que el tamaño pequeño 

de la raíz primaria de xal2-2 (Figura 3A) se debe a alteraciones en el meristemo, en la zona de 

elongación, en el tamaño final de las células completamente elongadas y en la producción celular 

(Figura 6 y Cuadro 2). A las 24 h del trasplante, el meristemo de xal2-2 fue 20% (P < 0.01) más 

pequeño en comparación con el de las pantas silvestres (Figura 8 y A1). Lo anterior es debido a que 

presenta 23% menos células en el dominio de proliferación, un menor tamaño celular alcanzado del 

dominio de proliferación hacia el dominio de transición (12%) y del dominio de transición hacia la 

zona de elongación 25%, así como una reducción del 39% en la producción celular, con respecto a 

las silvestres (Figura 9B y C, Cuadro 2), de manera concordante con lo reportado por  Beemster 

(2019), y Beemster y Baskin (1998).  Además, estas alteraciones permanecieron constantes a las 48 

h. De lo que se infiere que, con la pérdida de función de xal2-2 no ocurre el incrementó en el número 

de células en el dominio de proliferación, que se observa de las 24 a las 48 h en las plantas silvestres 

(Figura 6 y 9A); lo cual sugiere que XAL2 es necesario para que se de este incremento. Por el 

contrario, el tamaño de la zona de elongación de las plantas silvestres permanece constante a las 24 

y 48 h de trasplante en condiciones control mientras que, en la mutante xal2-2 disminuye en 10% y 

24%, respectivamente, versus las plantas silvestres (Figura 7 y 8). Lo anterior indica que XAL2 está 

involucrado en el mantenimiento de la zona de elongación, confirmando los resultados previamente 

reportados (Garay-Arroyo et al., 2013). 

 En condiciones de estrés osmótico XAL2 también está involucrado en el mantenimiento 

del meristemo. En condiciones de estrés osmótico, xal2-2 tiene un menor número de células en el 

dominio de proliferación a las 24 h de exposición al estrés osmótico, con respecto a las plantas 

silvestres, de manera proporcional a lo observado en condiciones control (Figura 9A). De manera 

interesante, a las 48 h de exposición al estrés osmótico, xal2-2 tiene un número de células en el 

dominio de proliferación con respecto a lo observado a las 24 h (Figura 6). Además, a diferencia de 

las plantas tipo silvestre, xal2-2 no exhibió un aumento transitorio del número de células en el 

dominio de transición ante los cambios abruptos de potencial osmótico (Figura 8 y 10). Por otro lado, 

XAL2 no participa en el tamaño crítico de las células en el dominio de proliferación al dominio de 

transición en respuesta estrés, ya que no hay un cambio con respecto a las plantas silvestres (Figura 

10).  
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 Adicionalmente, en condiciones de estrés osmótico, en las plantas xal2-2 hay un efecto mayor 

en la zona de elongación y en el tamaño de las células completamente elongadas (Figura 7 y Cuadro 

2). Este impacto fue transitorio pues, posteriormente, a las 48 h de estrés osmótico, el tamaño de la 

zona de elongación de xal2-2 presentó las mismas diferencias porcentuales con respecto a las plantas 

silvestres, que en condiciones óptimas (Figura 10). Lo cual indica que la participación de XAL2 en el 

mantenimiento de la zona de elongación, además de ocurrir en condiciones óptimas también ocurre 

en condiciones de estrés osmótico. De manera inesperada, a las 48 h de estrés, el tamaño de las células 

completamente elongadas y la producción celular de xal2-2 fue igual al de las plantas silvestres, a 

diferencia de lo observado en condiciones control (Cuadro 2). En conjunto, los datos anteriores 

indican que, ante cambios abruptos en potencial osmótico la pérdida de función de XAL2 afecta la 

elongación, repercutiendo en el tamaño final de las células maduras de manera transitoria, lo cual 

podría explicar por qué la raíz primaria de xal2-2 presenta una inhibición porcentual menor que las 

plantas silvestres, en comparación con sus respectivos controles (Figura 4).  

 SOC1 tiene un efecto negativo sobre la elongación celular en condiciones control. El 

análisis cuantitativo de las células corticales mostró que las mutantes soc1-6 presentan una zona de 

elongación 11% (P > 0.05) y 33% (P < 0.001) más larga que las plantas silvestres, a las 24 y 48 h, 

respectivamente (Figura 6). Lo cual explica el aumento leve, pero estadísticamente significativo, en 

la longitud de la raíz primaria de soc1-6, observado el día 6 post trasplante (Figura 4). Lo anterior 

sugiere que SOC1 está involucrado en la regulación del crecimiento de la raíz primaria de 

Arabidopsis, afectando negativamente el proceso de elongación. 

  Además, se requiere de SOC1 para el mantenimiento de la proliferación celular en 

condiciones de estrés osmótico a mediano plazo (a las 48 h de exposición). soc1-6 no muestra 

diferencias en el tamaño ni en el número de células en el meristemo a las 24 h de aplicado el estrés. 

Por otra parte, a las 48 h de estrés, soc1-6 presentó un meristemo más pequeño que las plantas 

silvestres, a causa de una disminución (26%; P < 0.001) en el número de células en proliferación 

(Figura 9A y Figura 10A y C). Lo anterior indica que SOC1 es necesario para que se mantenga la 

proliferación durante el estrés osmótico.  

  SOC1 actúa transitoriamente en el mantenimiento de la elongación durante el estrés 

osmótico. Contrario al aumento en la zona de elongación observado en condiciones control, a las 24 

h de exposisión al estrés osmótico, la zona de elongación de las mutantes soc1-6 fue 17% más pequeña 

que en la plantas silvestres (P < 0.05; Figura 8 y A1). Así mismo, las células corticales completamente 
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elongadas de soc1-6 fueron 18% más pequeñas (P < 0.05; Cuadro 2). Sin embargo, dichas 

disminuciones en la elongación fueron transitorias, pues a las 48 h de tratamiento con manitol no se 

registraron diferencias significativas, en la zona de elongación ni en el tamaño de las células corticales 

de soc1-6, versus las plantas silvestres (Figura 8 y Cuadro 2). En conjunto, estos resultados explican 

por qué en condiciones de estrés osmótico soc1-6 no exhibe el aumento en longitud de la raíz primaria 

en contraste a lo observado en condiciones óptimas al final del experimento (Figura 4). Lo anterior 

sugiere que SOC1 es requerido sólo inicial y transitoriamente para el mantenimiento de la elongación 

y la proliferación celular ante la exposición a un estrés osmótico severo. Sin embargo, de manera 

controversial, dichas funciones no se mantienen a mediano plazo, y sería interesante observar que 

pasa posteriormente a largo plazo.  

 En la doble mutante xal2-2 soc1-6 observamos que SOC1 está por abajo de XAL2 en la 

modulación de la proliferación celular.  La mutante doble xal2-2 soc1-6 es estadísticamente igual 

a soc1-6 y significativamente diferente a xal2-2 en el número de células del dominio de proliferación 

(Figura 9) y en la producción celular (Cuadro 2). Esto sugiere que soc1-6 es epistático a xal2-2 sobre 

la proliferación celular en el meristemo de la raíz. A pesar de que soc1-6 es epistático a xal2-2 sobre 

la proliferación celular, la mutante doble xal2-2 soc1-6 exhibe una raíz primaria más chica que las 

plantas silvestres (Figura 3 y 4); lo cual sugiere que en la raíz primaria de xal2-2 soc1-6 tiene que 

estar afectada la elongación celular, ya que es el proceso que más aporta al tamaño de la raíz primaria 

(Figura 8). 

  En la doble mutante xal2-2 soc1-6, SOC1 actúa como represor de la elongación celular, 

de forma opuesta a XAL2. En condiciones control, la zona de elongación y las células 

completamente elongadas de la mutante doble xal2-2 soc1-6 tienen un tamaño intermedio al de ambos 

parentales y significativamente distinto a ellos; de forma interesante, no hay diferencias significativas 

con respecto a los valores que presentan las plantas silvestres (Figura 8 y Cuadro 2). Lo cual indica 

que XAL2 y SOC1 tienen un efecto opuesto y posiblemente independiente sobre la elongación celular 

y esto explica por qué se revierte casi totalmente la longitud de la raíz primaria de la doble mutante.  

 En estrés, la interacción genética entre SOC1 y XAL2 se modifica. La zona de elongación 

y las células completamente elongadas de las mutantes dobles xal2-2 soc1-6 son del mismo tamaño 

que en soc1-6 y más grandes que en xal2-2 (Figura 8 y Cuadro 2). Lo mismo ocurre con el número 

de células, la producción celular y el tamaño del meristemo (Figura 9). Lo que significa que en estas 

condiciones soc1-6 es epistático a xal2-2 en la modulación de la producción y la elongación celular.  
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 La pérdida de función de AGL24 no causa un efecto en el crecimiento de la raíz primaria 

en condiciones control con respecto a lo observado en las plantas silvestres. Sin embargo, la 

pérdida de función de este gen causó una inhibición transitoria en el proceso de elongación en 

respuesta al estrés osmótico. A las 24 h de exposición al estrés, la longitud de la zona de elongación 

de agl24-4 fue 23% (P < 0.001) menor, con respecto a las plantas silvestres (Figura 7). Sin embargo, 

a las 48 h de estrés osmótico, agl24-4 presentó un tamaño de meristemo, de zona de elongación y de 

células completamente elongadas, y una producción celular igual al de las plantas silvestres, de 

manera consistente con los resultados de la longitud de la raíz primaria (Figura 3, 4A y C). A 

consecuencia de ello, la longitud de la raíz primaria de agl24-4 fue similar a la silvestre (Figura 4). 

Lo anterior implica que la pérdida de función de AGL24 causó una inhibición transitoria en el proceso 

de elongación, de forma similar a lo observado en las plantas de pérdida de función de SOC1 y XAL2 

(Figura 8 y 10). Lo cual sugiere que los tres genes pudieran regular mecanismos de aclimatación a 

corto plazo (24 h de estrés). 

 La doble mutante xal2-2 agl24-4 mostró que la interacción genética entre AGL24 y XAL2 

es distinta en cada parte de la zona de crecimiento de la raíz primaria, en condiciones control. 

El fenotipo de xal2-2 agl24-4 presenta una raíz primaria de tamaño intermedio al de sus parentales 

xal2-2 y agl24-4, en condiciones control. Esto se debe a que, por un lado, xal2-2 agl24-4 tiene un 

tamaño de meristemo similar al de xal2-2, con un número de células similar en el dominio de 

proliferación (Figura 7 y 9). Esto indica, que xal2-2 es epistático a agl24-4 sobre el control del tamaño 

del meristemo.  

 XAL2 y AGL24 regulan de manera opuesta la elongación celular en condiciones control. 

Por otro lado, en la doble mutante xal2-2 agl24-4, el tamaño de las células de la transición del dominio 

de transición a la zona de elongación, de las células completamente elongadas y de la zona de 

elongación tienen intermedio al de ambos parentales, y además es estadísticamente igual al de las 

plantas silvestres (Figura 8 y 9, Cuadro 2). Estos datos muestran que la mutación de agl24-4 revierte 

el efecto de la mutación de xal2-2 en la elongación. Lo cual es consistente con la compensación en el 

crecimiento de la raíz primaria (Figura 3). Además, xal2-2 agl24-4 tiene una producción celular 

similar a la de agl24-4 y diferente a la de xal2-2 (Cuadro 2), a pesar de tener un tamaño del meristemo 

similar a xal2-2, lo cual sugiere que la duración del ciclo celular debería estar alterada en agl24-4. 

 Estos resultados sugieren que la interacción genética entre AGL24 y XAL2 es distinta en cada 

parte de la zona de crecimiento de la raíz primaria. Por un lado, la inhibición de la elongación, 
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observada en la mutante de XAL2, se revierte en la cruza con AGL24, pero eso no sucede en el tamaño 

del meristemo. Por otro lado, la interacción de ambos genes afecta la elongación celular de manera 

diferente a como la hace la mutante sencilla de xal2-2. Estos datos en conjunto explican el fenotipo 

intermedio entre ambos parentales de raíz primaria de xal2-2 agl24-4 (Figura 4), debido a que la 

elongación es el proceso que más aporta al tamaño de la raíz primaria. 

 La raíz primaria de la mutante doble xal2-2 agl24-4 se afecta proporcionalmente más en 

estrés osmótico que la de sus parentales. La mutante doble de xal2-2 agl24-4 tiene un dominio de 

proliferación con tamaño y un número de células igual al xal2-2 y menor que el agl24-4 y las plantas 

silvestres a las 24 y a las 48 h de estrés osmótico (Figura 9). Así mismo, xal2-2 agl24-4 tiene un 

tamaño de células completamente elongadas drásticamente menor que agl24-4 y las plantas silvestres 

e igual al de xal2-2, a las 24 de exposición al estrés (Cuadro 2). Lo anterior ocasiona que xal2-2 

agl24-4 presente un fenotipo similar al de xal2-2 (Figura 3). Esto explica el tamaño de la raíz primaria 

de la doble mutante (Figura 4). De manera contrastante, a las 48 h, el tamaño final de las células 

completamente elongadas de xal2-2 agl24-4 y xal2-2 fue igual al de las plantas silvestres y al de 

agl24-4 (Cuadro 2). Por otro lado, la zona de elongación de la mutante doble presenta un tamaño 

igual al de ambos parentales, y menor que las plantas silvestres, a las 24 h de estrés; pero igual a xal2-

2 y a las plantas silvestres, y menor que agl24-4, a las 48 h (Figura 8 y 10). Lo que sugiere que, en 

estas condiciones de estrés xal2-2 es epistático a agl24-4 en el tamaño de la zona de elongación a las 

48 h de aplicado el estrés. Lo anterior apunta a que la participación de XAL2 es necesaria para que 

AGL24 regule la elongación. Por lo tanto, se puede decir que XAL2 está por abajo de AGL24 en la vía 

de la regulación del tamaño de la zona de elongación a las 48 h estrés osmótico. 
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4.3. Modulación del crecimiento de la raíz mediado por ácido abscísico (ABA).   

Las hormonas son componentes clave en los módulos de regulación del desarrollo de la raíz primaria, 

dirigen tanto la división como la elongación celular (Garay-Arroyo et al., 2012; Heja y Benkova, 

2009). En ese sentido, evaluar la participación de XAL2, AGL24, SOC1 sobre la función hormonal 

podría proporcionar una base molecular para explicar su participación en la regulación del tamaño 

del meristemo de la raíz.  

 ABA es reconocida como una hormona maestra en la regulación del crecimiento en respuesta 

a estrés osmótico, y además se requiere que ABA esté presente en una cierta concentración para el 

crecimiento adecuado en condiciones óptimas. La inhibición del crecimiento de la raíz por efecto del 

estrés osmótico está bajo el control de diferentes vías de señalización hormonal. Específicamente, se 

ha establecido que la modulación del crecimiento de la raíz frente al estrés osmótico es en gran medida 

dependiente de ABA (Fujita et al., 2011). El aumento en los niveles endógenos de ABA es una de las 

respuestas primarias ante el estrés osmótico (Sivakumaran y Hall, 1978). Así mismo, al aplicar 

concentración de ABA mayores a 1 µM, el crecimiento de la raíz primaria y de las raíces laterales 

disminuye (Xing et al., 2016), mimetizando lo que ocurre en condiciones de estrés (Bartels y Sunkar, 

2005). El ABA regula el crecimiento de la planta afectando tanto los procesos de proliferación, 

mediante la supresión de la división celular en la parte proximal del meristemo como de 

diferenciación, controlando la tasa de elongación a nivel celular (Rowe et al., 2016 Zhang et al., 

2010).  

 En este trabajo previamente identificamos que el efecto de los genes AGL24, SOC1 y XAL2 

es requerida para la regulación del crecimiento de la raíz primaria en estrés osmótico. Por lo tanto, 

nos hicimos la siguiente pregunta: ¿en qué vía de señalización de respuesta al estrés osmótico están 

involucrados AGL24, SOC1 y XAL2 para llevar a cabos su función? Las repuestas a estrés hídrico y 

osmótico son reguladas a través de las vías de transducción de señales dependientes o independientes 

de ABA (Chen y Fluhr, 2018; Yoshida et al., 2014). Por lo cual, en este trabajo consideramos abordar 

la siguiente hipótesis: AGL24, SOC1 y XAL2 regulan el crecimiento de la raíz primaria en condiciones 

óptimas y de estrés osmótico de manera dependiente de ABA. Para explorar esta posibilidad 

utilizamos una aproximación química, examinando si la longitud de la raíz de las mutantes sencillas 

y dobles responde de manera diferencial en un medio adicionado con concentraciones inhibitorias del 

crecimiento de esta fitohormona. Previamente, fue necesario determinar la concentración adecuada 

en la que el ABA inhibe el crecimiento de la raíz primaria en las plantas silvestres, en nuestras propias 
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condiciones experimentales. Para ello, plántulas de 5 dps fueron transferidas a concentraciones 

distintas de ABA, en un gradiente de 2.5 a 25 µM, para su crecimiento durante seis días (Figura 11). 

La longitud de la raíz primaria resultó gradualmente afectada dependiendo de la concentración de 

ABA, de forma similar a reportes previos (Jiao et al., 2013; Ling et al., 2007). Decidimos seguir 

trabajando con una concentración de ABA 10 µM que inhibió el crecimiento de manera intermedia 

(Figura 11).  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Efecto de un gradiente de concentraciones de ABA exógeno en la disminución del crecimiento de la raíz 

primaria de Arabidopsis. A) Plántulas tipo silvestre a los 6 dpt (días post trasplante). B) Longitud de la raíz primaria de 

plántulas tipo silvestre a los 6 dpt en diferentes concentraciones de ABA. Las plántulas fueron transferidas a los 5 dps al 

medio control (MS 0.2X) o al medio con diferentes concentraciones de ABA. Los datos son la media ± EE, n = 30. C) 

Inhibición del crecimiento de la raíz primaria por efecto de diferentes concentraciones de la ABA. Calculada partir de la 

media de la longitud de la raíz primaria (100-(tratamiento de ABA*100) / control).   

 Posteriormente, se evaluó si el crecimiento de la raíz de nuestras mutantes sencillas y dobles 

responde de manera diferencial en un medio adicionado con ABA 10 µM. El experimento se realizó 

con un diseño factorial con tres repeticiones, donde las fuentes de variación fueron el Factor A) 

Genotipo con seis niveles (Col-0 WT, agl24-4, soc1-6, xal2-2, xal2-2 agl24-4 y xal2-2 soc1-6), y el 

Factor B) Tratamiento con dos niveles (Control (MS 0.2X) y ABA 10 µM). Las plántulas fueron 

cultivadas en un medio MS 0.2X y posteriormente trasplantadas al mismo medio adicionado con 
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ABA 10 µM o sin ABA (control), para su crecimiento durante seis días. La longitud de la raíz primaria 

fue marcada en la caja de crecimiento diariamente durante el tratamiento para su posterior medición 

(Figura 13). El ANOVA de dos vías mostró que la longitud de la raíz primaria a los seis días del 

tratamiento fue afectada por el genotipo (P<0.0000), el tratamiento de ABA (P<0.0000) y la 

interacción estadística de ambos factores (P<0.0000).  

 Crecimiento de la raíz primaria de las diferentes mutantes en ABA 10 µM. Las dos líneas 

donde se ve más claro el efecto inhibitorio de la adición de ABA 10 µM son xal2-2 y xal2-2 agl24-

4. 

 xal2-2 exhibe una relativa insensibilidad a la inhibición del crecimiento causada por 

ABA 10 µM. En plantas silvestres el tratamiento con ABA 10 µM tuvo un efecto inhibitorio del 49%, 

en tanto que, en las mutantes xal2-2 la inhibición fue de 34%, con respecto al control (Figura 12). 

Estos resultados sugieren que XAL2 puede promover el crecimiento de la raíz parcialmente de forma 

dependiente de ABA, y que participa en la respuesta a esta fitohormona, así como en la respuesta a 

estrés osmótico. Lo anterior concuerda con la relativa insensibilidad observada en xal2-2 en altas 

concentraciones de manitol (Figura 4). Probablemente la modulación del crecimiento de la raíz por 

XAL2 ante condiciones que generen altas concentraciones endógenas de ABA, como el estrés 

osmótico, sea parcialmente dependiente de ABA. 

 agl24-4 y soc1-6 son levemente menos sensibles a ABA 10 µM que las plantas silvestres. 

A su vez, en ABA 10 µM las mutantes sencillas agl24-4 y soc1-6 exhibieron una inhibición del 

crecimiento levemente menor que las plantas silvestres. Pues tanto agl24-4 como soc1-6 presentaron 

una raíz 44% más pequeña a causa del tratamiento con ABA, en contraste con el 49% de inhibición 

presentado por las plantas silvestres (Figura 12). Por lo tanto, las diferencias en la longitud raíz 

primaria de agl24-4 y soc1-6 con respecto a las plantas silvestres se incrementaron de 4% y 7% 

respectivamente en el tratamiento sin ABA, a cerca del 18% más largas en ABA 10 µM, lo cual 

representó diferencias significativas. Esto contrasta con lo observado en estrés osmótico, donde 

agl24-4 y soc1-6 responden igual que las plantas silvestres (Figura 12). Lo anterior sugiere que 

AGL24 y SOC1 podrían estar participando de manera positiva en la respuesta de inhibición del 

crecimiento dependiente de ABA.  
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Figura 12. Las mutantes dobles xal2-2 agl24-4 como los parentales agl24-4 y xal2-2 son significativamente menos 

sensibles al efecto inhibitorio de ABA 10 µM en el crecimiento de la raíz primaria. Longitud de la raíz primaria (cm) 

de plántulas de Arabidopsis. Las plántulas cultivadas en medio MS (0.2X) fueron transferidas a los 5 dps a A) medio 

control (MS 0.2X) o B) suplementado con ABA 10 µM, para su crecimiento durante un período de 6 días C) Longitud de 

la raíz primaria a los 6 días de tratamiento con ABA. Los datos son la media ± EE, de al menos n = 20 por réplica 

experimental de 3 réplicas experimentales independientes. Letras distintas indican diferencias significativas en la prueba 

de comparación múltiple de medias Tukey (0.05). D) Inhibición del crecimiento por efecto del ABA 10 µM a los 6 días 

de tratamiento. Calculada partir de la media de la longitud de la raíz primaria (100-(tratamiento de ABA*100) / control).  
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 El efecto inhibitorio del crecimiento de la raíz de ABA 10 µM en la mutante doble xal2-

2 agl24-4 es proporcional al de xal2-2. De manera interesante, el tratamiento de ABA 10 µM causó 

una inhibición del 37% en el crecimiento de la raíz de la mutante doble xal2-2 agl24-4, exactamente 

igual que la respuesta de xal2-2 (Figura 12). Sin embargo, la longitud de la raíz no es diferente a lo 

observado en las plantas silvestres y en la mutante sencilla agl24-4. En contraste, en condiciones de 

estrés osmótico, la doble mutante es más sensible al tratamiento que la planta silvestre. Estos 

resultados muestran una interacción genética distinta entre XAL2 y AGL24 en la respuesta inhibitoria 

de la raíz causada por estrés osmótico ABA 10 µM y por manitol 300 mM, lo cual sugiere que el 

efecto en estrés osmótico es independiente o parcialmente independiente de ABA (Figura 4). 

 El efecto de SOC1 sobre el crecimiento de la raíz primaria es opuesto al de XAL2, 

independientemente de las altas concentraciones de ABA en el medio. Tanto la mutante sencilla 

de SOC1 (soc1-6) como la mutante doble xal2-2 soc1-6, no presentan cambios en la longitud de raíz 

primaria con respecto a las plantas silvestres. Para el caso de la doble mutante esto implica que la 

mutación de soc1-6 compensa totalmente el efecto inhibitorio de la raíz causado por la mutación de 

xal2-2 sobre la raíz primaria, en esta concentración de ABA. Lo anterior sugiere que SOC1 es 

epistático sobre XAL2, lo que quiere decir que actúan en la misma vía, y que SOC1 está abajo de 

XAL2. Esta respuesta se asemeja a lo observado en condiciones de estrés osmótico severo, donde la 

mutante doble presenta una raíz de tamaño igual al de las plantas silvestres y presenta una inhibición 

del crecimiento igual que la de soc1-6 (Figura 12).  

 A pesar de que el ABA ha sido ampliamente estudiado como inhibidor del crecimiento, 

también se ha demostrado que es necesario para el crecimiento normal de la raíz en condiciones no 

estresantes (Zhang et al., 2010). Incluso cuando ABA se aplica a concentraciones cercanas a 1 µM, 

promueve el crecimiento de la raíz de forma similar a lo observado en plantas expuestas a un déficit 

hídrico moderado (Ephritikhine et al., 1999; Li et al., 2017; Xu et al., 2013). Para profundizar en la 

respuesta de nuestras mutantes ante ABA, decidimos reducir el contenido endógeno de ABA 

mediante un tratamiento químico con fluridona que es un inhibidor de la síntesis de ABA (Fong et 

al., 1983; Rowe et al., 2016). Además, en otro experimento, utilizamos una concentración de ABA 

que promueve el crecimiento. En ambos experimentos las plántulas de 5 días de edad post 

germinación, fueron transferidas a medio con o sin ABA 0.1 µM, o con o sin fluridona 0.1 µM. A 

partir del trasplante la longitud de la raíz primaria se midió diariamente y se analizó estadísticamente 

al día 6 después de los tratamientos (Figura 13 y 14).  
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Figura 13. A diferencia de las plántulas tipo silvestre Col-0, xal2-2 y las mutantes dobles xal2-2 agl24-4, xal2-2 

soc1-6 no presentaron una estimulación significativa por el efecto de ABA 0.1 µM. Longitud de la raíz primaria (cm) 

de plántulas de Arabidopsis. Las plántulas cultivadas en medio MS (0.2X) fueron transferidas a los 5 dps a medio A) 

control (MS 0.2X) o B) suplementado con ABA 0.1 µM, para su crecimiento durante un período de 6 días. C) Longitud 

de la raíz primaria a 6 días de tratamiento con ABA 0.1 µM. Los datos son la media ± EE, de al menos n = 20 por réplica 

experimental. Letras distintas indican diferencias significativas en la prueba de comparación múltiple de medias Tukey 

(0.05). D) Estimulación del crecimiento por efecto del ABA 0.1 µM a los 6 días de tratamiento. Calculada partir de la 

media de la longitud de la raíz primaria ((tratamiento de ABA*100 / control)-100). 

A B 
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Los ANOVAs de dos vías de la longitud de la raíz primaria al día seis indicaron que existe una 

variación altamente significativa entre los genotipos (P < 0.0000) y entre los tratamientos (P < 

0.0000); además, indicaron que hay interacción estadística de los genotipos con los tratamientos (P < 

0.0000).  

 Crecimiento de la raíz primaria de las diferentes mutantes en ABA 1 µM. Todas las líneas 

mutantes que se probaron en este trabajo se comportan de manera diferente a la planta silvestre, 

aunque la que se parece más es agl24-4.  

 Las mutantes xal2-2, xal2-2 agl24-4 y xal2-2 soc1-6 tienen menos sensibilidad al efecto 

estimulatorio de ABA 0.1 µM en el crecimiento de la raíz. ABA 0.1 µM estimula el crecimiento 

de la raíz primaria del Col-0 en un 12%; en cambio, este efecto no se observó en ninguna de las líneas 

mutantes con las que se trabajó, indicando que los tres genes son importantes para que se de este 

crecimiento en la planta silvestre (Figura 13). agl24-4 tiene una respuesta a esta concentración de 

ABA muy parecida a la de la planta silvestre. En cambio, la raíz primaria de la doble mutante xal2-2 

soc1-6 casi no presenta la estimulación en el crecimiento, por efecto de esta concentración de ABA. 

Asimismo, las tres líneas xal2-2, soc1-6 y xal2-2 agl24-4 tienen una respuesta intermedia (Figura 13). 

Todo lo anterior indica que AGL24 es el gen que menos participa en esta respuesta mediada por ABA 

y se requiere de la interacción entre los genes SOC1 y XAL2 para tener el efecto estimulatorio que se 

ve en la planta silvestre (Figura 13).  

 Crecimiento de la raíz primaria de las diferentes mutantes en fluridona 0.1 µM. Las dos 

líneas que se comportan diferente a la planta silvestre en estas condiciones de crecimiento son agl24-

4 que es ligeramente más sensible a la inhibición de fluridona y la doble mutante xal2-2 agl24-4 que 

es menos sensible. 

 La regulación de XAL2 y SOC1 del crecimiento de la raíz en condiciones óptimas de 

crecimiento es independiente de ABA. En este trabajo, disminuir la síntesis de ABA mediante el 

tratamiento con fluridona 0.1 µM tuvo un efecto inhibitorio en el crecimiento de la raíz primaria, 

afectando en 35% el tamaño de la final en las plantas silvestres, con respecto al control (Figura 14). 

Así mismo, la respuesta de xal2-2, soc1-6 y xal2-2 soc1-6 al tratamiento con fluridona no es diferente 

al que presentan las plantas silvestres, lo que sugiere que el efecto de XAL2 y SOC1 no es requerida 

para el crecimiento mediado por ABA en condiciones óptimas.  
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Figura 14. Las mutantes de agl24-4 fueron más sensibles a la inhibición por fluridona. Longitud de la raíz primaria 

(cm) de plántulas de Arabidopsis. Las plántulas cultivadas en medio MS (0.2X) fueron transferidas a los 5 dps a medio 

A) control (MS 0.2X) o B) suplementado con fluridona 0.1 µM, para su crecimiento durante un período de 6 días. C) 

Longitud de la raíz primaria a 6 días de tratamiento con fluridona 0.1 µM. Los datos son la media ± EE, de al menos n = 

20 por réplica experimental. Letras distintas indican diferencias significativas en la prueba de comparación múltiple de 

medias Tukey (0.05). D) Inhibición del crecimiento por efecto del fluridona 0.1 µM a los 6 días de tratamiento. Calculada 

a partir de la media de la longitud de la raíz primaria (100-(tratamiento de ABA*100) / control).  

A B 
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 Así mismo, la hipótesis de que en condiciones óptimas el fenotipo de raíz corta de xal2-2 se 

pudiera deber a altas concentraciones de ABA endógenas que generara una respuesta inhibitoria en 

el crecimiento, queda descartada. Pues en ese caso, al inhibir la biosíntesis de ABA mediante 

fluridona la raíz de xal2-2 tendría que crecer más que en condiciones control; sin embargo, la raíz de 

xal2-2 es afectada de forma proporcional a Col-0. Por otro lado, no se descarta que la inhibición de 

crecimiento pudiera ser resultado de una respuesta al estrés mediada por una vía independiente de 

ABA, como se aborda en la siguiente sección subsecuente de este trabajo (Sección 6.4). 

 El crecimiento de la raíz de agl24-4 es levemente más sensible a la inhibición por 

fluridona. Por otro lado, la doble mutante xal2-2 agl24-4 se inhibe menos que la planta silvestre 

(29% vs. 35%) por efecto de la fluridona, mientras que la mutante sencilla agl24-4 presentó una 

inhibición del 41% con respecto a su crecimiento en condiciones control (Figura 14). Lo anterior 

muestra un ligero aumento en la sensibilidad a la fluridona a causa de la pérdida de función de AGL24.  

 Con todos estos datos podemos decir que estos tres genes (AGL24, SOC1 y XAL2) participan 

en el crecimiento de la raíz primaria mediada por ABA. Aunque no hay análisis funcionales previos 

que demuestren si AGL24 está involucrado en la vía de ABA, se sabe que los niveles de mRNA de 

AGL24 aumentan levemente en respuesta a ABA (100 mM) en las células guarda y en células 

cultivadas (Böhmer y Schroeder, 2011; Yang et al., 2008). Lo cual concuerda con el efecto positivo 

de AGL24 sobre la inhibición de la raíz causado por ABA 10 µM observado en el presente trabajo 

(Figura 12).   

 Asimismo, está reportado que SOC1 participa en el catabolismo de ABA, y como un gen de 

respuesta a ABA; además, actúa por debajo de la vía de la transducción de señales de ABA, durante 

la germinación y en la respuesta de escape a la sequía (Bezerra et al., 2004; Chiang et al., 2009; Du 

et al., 2018; Hwang et al., 2019; Riboni et al., 2013, 2016; Wang et al., 2018b). Estos datos 

concuerdan con la respuesta en el crecimiento de la raíz primaria de SOC1 causado por el efecto de 

ABA exógeno.  

 Inicialmente, para establecer si AGL24, XAL2 o SOC1 actúan en respuesta a estrés osmótico 

a través de la vía de ABA, se podría medir la expresión de dos marcadores de ABA: RAS-RELATED 

SMALL GTPASE HOMOLOG B18 (RAB18) y RESPONSIVE TO DESICCATION 29B (RD29B), en 

las mutantes xal2-2, agl24-4 y soc1-6, en condiciones de estrés y de ABA 10 µM (Finkelstein et al., 

2005; Hauser et al., 2018; Rosales et al., 2019). Si en las mutante hubiera una menor expresión de los 
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marcadores que en Col-0 en estrés osmótico y no en ABA, entonces podríamos especular que, estos 

tres genes AGL24, XAL2 o SOC1 responden al estrés osmótico por la vía independiente de ABA. 

 

 4.4. Análisis del patrón de expresión de proteínas en 2D SDS-PAGE  

Con la intención de identificar proteínas involucradas en el desarrollo de la raíz primaria que sean 

regulados por la actividad de las proteínas con dominio-MADS XAL2, AGL24 y SOC1, realizamos 

un análisis del patrón proteico en geles 2D de poliacrilamida con SDS-PAGE de las líneas de 

mutantes sencillas xal2-2, agl24-4 y soc1-6 y dobles xal2-2 ag24-4 y xal2-2 soc1-6. Las proteínas 

que nos interesaban eran aquellas que cambiaran su abundancia en xal2-2 con respecto a las plantas 

tipo silvestre (Col-0), y que en las xal2-2 ag24-4 y xal2-2 soc1-6 presentaran una abundancia similar 

a Col-0. Esto con la finalidad de correlacionar el fenotipo observado en las diferentes mutantes con 

los procesos biológicos que pudieran estar regulando traduccionalmente. 

 Extrajimos las proteínas totales del primer centímetro apical de la raíz de plántulas de seis dps 

de edad de todas las líneas genéticas trabajadas en este estudio. Para verificar la integridad y calibrar 

la concentración de las proteínas extraídas se corrió un gel y se cuantificó la densidad óptica que 

refleja la concentración de proteínas de todo el carril (Figura 15). Una vez que las muestras fueron 

calibradas, se realizó la separación y visualización del contenido de proteínas en geles 2D SDS-PAGE 

en función de su punto isoeléctrico y su peso molecular; esto permite ver los componentes del 

proteoma como puntos en una superficie con un patrón característico para cada genotipo. 

 Inicialmente, se realizaron pruebas en tres diferentes rangos de pH (3-10, 4-6 y 5-8) 

únicamente para las muestras de Col-0 y xal2-2. Para el análisis final, se optó por utilizar el 

isoelectroenfoque (IEF) de pH 3 a 10, por ser el rango en el que se apreciaron mejor los puntos en las 

imágenes de los geles capturados mediante un escáner de alta resolución (GS-900 Calibrated Imaging 

Densitometer; Bio-Rad, Hercules, CA, USA) (Figura 16). Realizamos tres réplicas para cada uno de 

los genotipos estudiados: Col-0, xal2-2, agl24-4, soc1-6, xal2-2 agl24-4 y xal2-2 soc1-6, en las cuales 

el patrón de proteínas fue reproducible. Se observó que la pérdida de función del alelo xal2-2 altera 

la regulación de una gran cantidad de proteínas (Figura 16). 

 Realizamos un análisis global preliminar del patrón 2D del proteoma de las dos réplicas de 

xal2-2 y Col-0. En este caso, la detección, el marcaje y la cuantificación de la abundancia de proteína 

se realizó para cada punto de cada uno de los dos geles. Los valores cuantificados fueron 

normalizados para corregir la variación entre geles que no está relacionada con cambios en la 
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expresión de las proteínas, sino con el error experimental. Para cada punto se comparó la abundancia 

de proteína entre genotipos, y para seleccionar los puntos con diferencias estadísticas (P ≤ 0.05) se 

empleó el programa de Spot Detection Wizard y se aplicó un análisis estadístico t de student en 

PDQuest 8.1. 

 

 

Figura 15. SDS-PAGE 1D de verificación de integridad y cuantificación de la concentración de las proteínas 

extraídas (4 µg) de 1 cm del ápice de la raíz primaria de los diferentes genotipos. Se utilizó 1 µg de lisozima como 

referencia. Los valores representan la concentración de proteínas cuantificada en la muestra de 1 cm del ápice de raíz 

primaria de cada genotipo mediante Image Lab 5.2.1. 

 Los resultados del análisis global mostraron 9901 puntos en los geles de los cuales, 894 fueron 

regulados afectados por la pérdida de función de xal2-2, de los cuales la abundancia de 459 proteínas 

aumentó y de 435 disminuyó, con respecto a Col-0. Esto evidencia la importancia de XAL2 en la 

regulación de la abundancia de una gran cantidad de proteínas, muchas de las cuales seguramente 

participan en el desarrollo de la raíz primaria y son responsables del fenotipo que observamos en la 

mutante xal2-2.  
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Figura 16. XAL2 es necesario para la expresión normal de una gran cantidad de proteínas en el ápice de la raíz 

primaria de Arabidopsis. Patrón de expresión de proteínas 2D SDS-PAGE del 1er cm apical de la raíz primaria de 

plántulas de Arabidopsis, con 6 dps, de los genotipos Col-0, xal2-2, agl24-4, soc1-6, xal2-2 agl24-4 y xal2-2 soc1-6. Las 

proteínas fueron analizadas en un gradiente de pH 3-10 por IEF seguido de una SDS (12% PAGE). Los puntos marcados 

fueron escogidos para su comparación con Col-0. Seis puntos fueron seleccionados para comparar su abundancia entre 

genotipos, se indica la clave y las veces de cambio a partir del procedimiento densométrico del volumen ajustado en 

Image Lab 5.2.1. Las imágenes representan tres repeticiones.  
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 A continuación, seleccionamos seis puntos que presentaron alteraciones visualmente 

evidentes en la abundancia de las proteínas entre los geles de xal2-2 versus Col-0 (Figura 16 y 17A). 

Posteriormente, las seis proteínas seleccionadas fueron purificadas a partir de la extracción del gel de 

Col-0 (proteínas 1 y 2) y del gel de xal2-2 (proteínas 3-6) (Figura 15). La secuenciación de los 

péptidos de las proteínas se realizó mediante espectrometría de masas, posteriormente se identificaron 

y compararon con una base de datos especializada de Arabidopsis (UNIPROT), mediante el programa 

computacional PLGS (Protein Lynx Global Server, versión 2.5.3). A su vez, cuantificamos las 

diferencias en la abundancia de las proteínas mediante el procedimiento de cuantificación del 

volumen ajustado del programa Image Lab a partir de las imágenes escaneadas de los geles (Figura 

17B). Paralelamente, a este trabajo mediante qRTPCR en mutantes de xal2-2 se midió la expresión 

transcripción de los genes que codifican las proteínas identificadas (Zluhan-Martínez et al., datos sin 

publicar). 

  

 

Cuadro 3. Proteínas identificadas  

 Proteína Clave UNIPROT Descripción mW (Da) pI (pH) 

PLGS 

Score 

Gen que la 

codifica 

1 NAI2_ARATH TSA1-like protein  84964 4.4194 16613.53 AT3G15950 

2 A0A178VP05_ARATH GSTF9  24130 6.1831 27991.88 AT2G30860 

3 Q9SXE9_ARATH T3P18 4  16618 3.8174 85687.13 AT1G62480 

4 A0A178VHF3_ARATH 60S acidic ribosomal protein P0  34111 4.7769 17661.09 AT3G09200 

5 A0A178UHL8_ARATH Uncharacterized protein  21781 5.9458 5090.021 AT5G54500 

6 Q9SUR0-ARATH Uncharacterized protein 17506 5.9004   35563.49 AT4G23670 

 

 

 

 

 

 

https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39059&type=locus
http://www.ensemblgenomes.org/id/AT1G62480
http://www.ensemblgenomes.org/id/AT3G09200
http://www.ensemblgenomes.org/id/AT5G54500
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Figura 17. Ampliación de la imagen de las proteínas del gel 2D SDS-PAGE del 1er cm apical de la raíz primaria de 

plántulas de Arabidopsis con 6 dps, de los genotipos Col-0, xal2-2 agl24-4 soc1-6, agl24-4 y xal2-2 soc1-6 de la 

Figura 16. Se muestran las veces de cambio en abundancia en las proteínas en los genotipos mutantes señalados con 
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respecto a Col-0. B) Volumen ajustado de abundancia de proteína obtenido a partir del análisis en el programa Image  

Lab. C) Veces de cambio entre los puntos de lo genotipos mutantes con respecto a Col-0.  

 De las seis proteínas seleccionadas, XAL2 regula positivamente la acumulación de las 

proteínas 1 y 2, mientras que regula negativamente a la 3, 4, 5 y 6 (Figura 17). La proteína 1 TSA1-

like es miembro de una familia de proteínas que únicamente se encuentra en las Brassicaceae 

(Yamada et al., 2008). En Arabidopsis, esta proteína está codificada por el gen NAI2 que se expresa 

en toda la planta, pero preferencialmente en la raíz. La proteína está localizada en los cuerpos del 

retículo endoplásmico, y participa en su formación, regulando su número y forma. Además, TSA1-

like está involucrada en la acumulación de la proteína PYK10, una -glucosidasa que porta la señal 

de retención KDEL, un péptido señal (Lys-Asp-Glu-Leu) que dirige a las proteínas desde otros 

lugares al retículo endoplasmático; sin embargo, no está involucrada en su transcripción (Yamada et 

al., 2008). No se reportan cambios morfológicos en Arabidopsis por efecto de la mutación de nai2, 

lo que sugiere que el gen NAI2 no está involucrado en el control del crecimiento (Yamada et al., 

2009). Sin embargo, en raíces de Arabidopsis se ha visto que la proteína TSA1-like responde a estrés 

salino, aumentando su abundancia a las 6 y 48 h de exposición de 150 mM NaCl (Jiang et al., 2007). 

Se puede ver que la abundancia de la TSA1-like se altera en todos los fondos genéticos estudiados, 

aunque en mayor medida en las mutantes xal2-2 y xal2-2 agl24-4 y soc1-6 (Figura 17). De manera 

interesante podemos observar que la mutante doble xal2-2 soc1-6 tiene una mayor abundancia que 

los parentales casi igual a la planta silvestre (Figura 17). 

 XAL2 regula positivamente la traducción de la GSTF9. La proteína 2, fue identificada 

como glutation S-transferasa F 9 (GSTF9), que es una proteína constitutiva, localizada en el citosol 

y en el cloroplasto (Dixon y Edwards, 2009). GSTF9, pertenece a la superfamilia GST que, en 

Arabidopsis, está compuesta por 54 proteínas solubles y una proteína de membrana. La superfamilia 

GST se divide en varias clases: zeta, theta, TCHQD, phi, tau, y lambda (Dixon y Edwards, 2010). La 

proteína GSTF9 pertenece a la clase phi que anteriormente estaba clasificada dentro de la clase teta 

o era llamada GST Tipo I, que es una de las tres clases de GSTs que se encuentran específicamente 

en plantas y también es la segunda clase más numerosa, compuesta por 13 genes (Rahantaniaina et 

al., 2013). Además, es una proteína abundante y ha sido reportada como altamente detectable en 

análisis de proteómica (Sapp et al., 2004; Wagner et al., 2002). Se ha reportado que los genes que 

codifican para las proteínas GSTF son altamente inducibles por exposición a factores de estrés como 

el ácido salicílico (GSTF6; Sappl et al., 2004; Uquillas et al., 2004), H2O2 (GSTF8; Chen et al., 1996; 
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Horváth et al., 2019) e infección por patógenos (Jones et al., 2004). No obstante, se sabe muy poco 

acerca de su función; ni siquiera en mutantes múltiples (gstf6 gstf7 gstf9 gstf10) presentan una 

alteración en el fenotipo (Horváth et al., 2019; Sappl et al., 2009). Las GSTs son enzimas que 

típicamente presentan actividad de conjugación, transferencia y de peroxidasa dependiente de 

glutatión. Para la actividad peroxidasa, las GSTs usan el glutatión reducido (GSH) para catalizar la 

reducción del peróxido de hidrógeno (H2O2), moléculas pequeñas o la desglutationilación de los 

residuos de cisteína de las proteínas (Dixon y Edwards, 2010a; Rahantaniaina et al., 2013; Wagner et 

al., 2002). La diversificación en función de estas enzimas en las plantas ha sido revisada 

exhaustivamente por Dixon y Edwards (2010a).  

 El gen que codifica a GSTF9  (GSTF9) ha sido reportado con un gen de repuesta a estrés 

debido a que es inducido por NaCl y ácido salicílico (Sappl et al., 2004; Wagner et al., 2002). La 

pérdida de función de gstf9 produce una disminución en la actividad GPOX, y una mayor 

acumulación de ácido ascórbico y de GSH en condiciones control, mientas que en exposición a ácido 

salicílico causa una aumento mayor en los niveles de H2O2 (Horváth et al., 2015). Lo anterior indica 

que GSFT9 juega un papel en la homeostasis en el estado de reducción-oxidación (Horváth et al., 

2015). 

 Nuestros resultados muestran que GSTF9 es regulada positivamente por XAL2 y 

negativamente por AGL24 y por SOC1. La abundancia de GSTF9 aumenta en las dos mutantes dobles 

xal2-2 agl24-4 y xal2-2 soc1-6 con respecto a Col-0, menos que en agl24-4 y de forma similar al de 

soc1-6, respectivamente (Figura 17). Lo cual sugiere que soc1-6 es epistático sobre xal2-2. Lo 

anterior indica que AGL24 y SOC1 regulan de forma opuesta a XAL2 la abundancia de GSTF9 en la 

raíz primaria. Adicionalmente, de manera interesante, los niveles de transcritos de GSTF9 en xal2-2 

exhiben una disminución con respecto a los de Col-0, indicando que XAL2 tiene un efecto positivo 

sobre la regulación transcripcional de GSTF9 (Zluhan-Martínez et al., datos no publicados). Así 

mismo en trabajos futuros sería interesante probar el efecto de AGL24 y SOC1 y de su interacción 

genética con XAL2 sobre la expresión transcripcional de GSTF9, en las líneas mutantes agl24-4, soc1-

6, xal2-2 agl24-4 y xal2-2 soc1-6 (Figura 17). 

 XAL2 regula negativamente la abundancia de la proteína de T3P18_4, mientras que 

AGL24 y SOC1 la regulan positivamente. La proteína 3 (Figura 18) fue identificada como una 

T3P18_4 que es una proteína vacuolar calcium-binding protein-like, clasificada en Gene Ontology 

como un componente en la señalización del Ca2+ (Cuadro 3).  En mutantes de xal2-2 la abundancia 
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de T3P18_4 se aumentó mientras que en agl24-4, soc1-6, xal2-2 agl24-4 y xal2-2 soc1-6 disminuyó, 

con respecto a Col-0 (Figura 17). Lo que sugiere que, XAL2 participa negativamente en la 

acumulación de T3P18_4, mientras que AGL24 y SOC1 lo hacen de forma positiva. Análisis de 

proteómica reportan un aumento de T3P18_4 en respuesta a estrés salino y estrés por cadmio (Jiang 

et al., 2007; Sarry et al., 2006). XAL2 únicamente regula la abundancia de la proteína, pero no regula 

su expresión, puesto que los niveles mRNA de T3P18_4 no son similares a los de Col-0 (Zluhan-

Martínez et al., datos no publicados).  

 Por otro lado la proteína 4, identificada como una 60S acidic ribosomal protein P0, pertenece 

a la familia ribosomal protein L10 P. Participa en la biosíntesis del ribosoma y es una proteína 

candidata como sustrato de fosforilación de SnRK2 en respuesta a ABA (100 μM) en maíz (Wang et 

al., 2018a). Nuestras cuantificaciones indican que la 60S acidic ribosomal protein P0 aumentó 

drásticamente en xal2-2 y disminuyó en agl24-4 y soc1-6. En la mutante doble xal2-2 agl24-4 

también se ve una acumulación de la proteína como en la de xal2-2 aunque es menor. Mientras que 

por, la abundancia de la proteína es intermedia en la doble mutante soc1-6 xal2-2 con respecto a sus 

parentales (Figura 17). 

 La pérdida de función de xal2-2 aumenta la abundancia de la proteína 

A0A178UHL8_ARATH, codificada FQR1. La proteína 5 es una quinona reductasa de tipo 

flavodoxina de unión a mononucleótidos de flavina. A0A178UHL8_ARATH está codificada por el 

gen FLAVODOXIN-like QUINONE REDUCTASE 1 (FQR1), que es un gen involucrado en la 

respuesta celular al estímulo de auxinas y a los procesos de oxidación-reducción y cuya expresión 

aumenta con la aplicación del ácido indol-3-acético (Laskowski et al., 2002). FQR1 cataliza la 

transferencia de electrones de NADH y NADPH a varios sustratos y exhibe actividad de quinona 

reductasa como enzimas de desintoxicación, posiblemente para proteger contra el estrés oxidativo 

(Laskowski et al., 2002). De manera interesante, se observó la presencia de la proteína 5 en los geles 

de las mutantes de xal2-2 y xal2-2 soc1-6, mientras que en el gel de Col-0 no se presenta, y en el de 

los demás genotipos su presencia es muy ligera (Figura 17). 

Finalmente, la proteína 6, identificada como Q9SUR0-ARATH pertenece a la superfamilia de 

transporte de lípidos Proteína policetida ciclasa/deshidrasa (POLYKETIDE 

CYCLASE/DEHYDRASE AND LIPID TRANSPORT SUPERFAMILY PROTEIN).  

La pérdida de función de xal2-2 aumenta la abundancia de las proteínas 4, 5 y 6 (Figura 17). 

No obstante, de manera similar que las proteínas 1 y 3, las proteínas 4, 5 y 6 no son reguladas de 

http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR001790
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manera transcripcional por XAL2 (Zluhan-Martínez et al., datos no publicados). Los datos anteriores 

implican que XAL2 podría estar regulándolas a través de proteínas intermediarias que dirijan su 

transcripción o la estabilidad de la proteína, pero no directamente. En cambio, XAL2 sí regula la 

transcripción del gen de la proteína 6 (GSTF9).  

La mayoría de estas seis proteínas afectadas por la pérdida de función de xal2-2 han sido 

relacionadas o responden a diferentes factores de estrés en reportes previos (Jiang et al., 2007; 

Laskowski et al., 2002; Sarry et al., 2006; Sirichandra et al., 2009). Lo cual sugiere que la pérdida de 

función de xal2-2 pudiera generar un estado celular similar al estrés, y que XAL2 podría estar 

involucrado en modular las respuestas al estrés. 

Por lo tanto, el efecto de XAL2 sobre la expresión de GSTF9, podría tener implicaciones en el 

mantenimiento de la homeostasis del estado redox durante el desarrollo post germinatorio de la raíz 

primaria. Resultados del laboratorio indican que las mutantes xal2-2 presentaron un aumento en la 

tinción con DAB diaminobenzidina en el meristemo apical de la raíz, con respecto a Col-0; lo cual 

refleja un aumento en la concentración de H2O2 (Zluhan-Martínez et al., datos no publicados). Lo 

anterior indica que XAL2 tiene un efecto positivo en la regulación de los niveles de H2O2, y la 

homeostasis de redox en el meristemo de la raíz primaria, posiblemente de manera dependiente de 

GSTF9. 

 

5. CONCLUSIONES  

En esta investigación caracterizamos el efecto de AGL24 y SOC1 y de su interacción genética con 

XAL2 sobre el crecimiento en longitud de la raíz primaria en condiciones óptimas y en condiciones 

de estrés osmótico severo. El análisis de la longitud celular de una hilera de la corteza en sentido 

basípeto (del ápice a la base) de la raíz nos permitió precisar la localización en la zona de crecimiento 

de la raíz donde AGL24 y SOC1, y su interacción genética con XAL2, ejercen su efecto para modular 

el tamaño final de la raíz primaria.  

 Nuestros resultados indican que tanto SOC1 como AGL24, participan en el desarrollo de la 

raíz primaria de Arabidopsis, regulando el crecimiento de manera negativa, como represores, de 

forma opuesta y parcialmente independiente de XAL2. Se propone que el efecto de SOC1 y AGL24, 

opuesto al de XAL2, sobre la producción celular y la elongación, permiten un balance y compensan 

parcialmente el crecimiento de la raíz primaria. Lo cual contrasta con la función redundante de XAL2 

con AGL24 y SOC1 observada en la parte aérea durante la transición a la floración, reportada en la 
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literatura. Por un lado, corroboramos que XAL2 regula el crecimiento a través de los procesos de 

producción y elongación celular. A su vez, demostramos que AGL24 inhibe la elongación. No 

obstante, esto solo pudo ser evidenciado en ausencia de la actividad de XAL2 en la mutante doble, 

donde XAL2 y AGL24 regulan de manera opuesta la elongación celular.  Lo cual es consistente con 

la compensación en el crecimiento de la raíz primaria, mientas que xal2-2 es epistático a agl24-4 

sobre el control del tamaño del meristemo. Además, SOC1 también inhibe la elongación celular, 

regulación opuesta a la de XAL2, mientras que SOC1 está por abajo de XAL2 en la modulación de la 

proliferación celular. Por lo anterior, la interacción genética entre AGL24 y XAL2 o entre SOC1 y 

XAL2 varía dependiendo del proceso celular.  

 En otro aspecto, también demostramos que de los genes AGL24, SOC1 y XAL2 participan en 

la modulación de la longitud de la raíz primaria en respuesta a estrés osmótico severo (Ψo = -0.85 

MPa). En condiciones de estrés osmótico XAL2 también está involucrado en el mantener el 

crecimiento del meristemo. Además, en estrés osmótico, la interacción entre XAL2 y AGL24 se 

modifica: XAL2 está por abajo de AGL24 en la vía de la regulación del tamaño de la zona de 

elongación. En condiciones de estrés, la interacción entre los genes SOC1 y XAL2 también se 

modifica, SOC1 está por abajo de XAL2 en la modulación de la producción y la elongación celular. 

 Lo anterior revela que SOC1 y AGL24 tienen funciones similares, como la inhibición de la 

elongación celular, pero al mismo tiempo presentan funciones distintas en la raíz primaria, como la 

modulación de la proliferación celular, y su interacción genética con XAL2. Lo cual, varía 

dependiendo de la disponibilidad de agua en el medio. Es posible que estos dos genes MADS-box 

tengan una función redundante o parcialmente redundante en la raíz primaria, como ha sido 

demostrado por otros autores para la parte aérea. Estos resultados son novedosos e inesperados, 

porque la función de AGL24 y SOC1 está ampliamente asociada al comportamiento del meristemo 

apical y no se había pensado su posible interacción con genes claramente involucrados en la respuesta 

de la raíz. Por lo cual, nuestros hallazgos sugieren un mayor el alcance funcional de estos reguladores 

multifuncionales. No obstante, en trabajos futuros se requiere determinar la expresión espacio-tempo-

ambiental de XAL2, AGL24 y SOC1 mediante marcadores transcripcionales y traduccionales, para 

dar una mayor claridad y sustento al análisis funcional en respuesta al estrés osmótico.  

 Así mismo, en este estudio se comprobó que los genes AGL24, SOC1 y XAL2 participan en la 

respuesta ante concentraciones de ácido abscísico (ABA) inhibitorias del crecimiento de la raíz. No 

obstante, la interacción genética de AGL24 y XAL2 en la modulación del desarrollo de la raíz primaria 
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en condiciones de estrés osmótico no parece estar mediada por el ABA, pues la doble mutante xal2-

2 agl24-4 responde distinto a manitol 300 mM que a ABA 10 µM. Por otro lado, parece que AGL24 

es el gen que menos participa en esta respuesta de estimulación del crecimiento mediada por ABA 

0.1 µM y se requiere de la interacción entre los genes SOC1 y XAL2 para tener el efecto estimulante 

que se ve en la planta silvestre. Además, el crecimiento de la raíz de agl24-4 levemente más sensible 

a tratamiento con fluridona (un inhibidor de la biosíntesis de ABA), lo cual evidenció que la 

regulación del crecimiento mediado por AGL24, sugiriendo que en condiciones óptimas de 

crecimiento podría ser dependiente de ABA. Sin embargo, queda por aclarar en qué paso de la vía de 

señalización del ABA están involucrados AGL24, SOC1 y XAL2. 

 Finalmente, mediante el análisis visual de cambios en la abundancia de las proteínas del ápice 

de la raíz primaria en SDS-PAGE, pudimos reconocer seis proteínas afectadas por la pérdida de 

función de xal2-2. La identificación por espectrometría de masas reveló que son GSTF9, TSA1-like, 

T3P18_4, 60S acidic ribosomal protein P0, A0A178UHL8_ARATH y Q9SUR0-ARATH. Un trabajo 

paralelo a esta tesis realizado en nuestro laboratorio por Zluhan-Martínez et al. (datos sin publicar) 

corroboró que sólo la expresión transcripcional de GSTF9 es afectada, regulada positivamente por 

XAL2; además, la raíz primaria de las mutantes xal2-2 mostraron un aumento en la concentración de 

H2O2. Esto sugiere que GSTF9 posiblemente es un componente en la red de regulación del crecimiento 

de la raíz en la que participa XAL2, y que este último está involucrado en la regulación de la 

homeostasis redox en la raíz, mediante el mantenimiento de concentraciones adecuadas de H2O2. 
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ANEXO 
 

 

 
Figura A 1. A) Longitud del meristemo apical de la raíz primaria (RAM). B) Longitud de la zona de elongación. 

Las plántulas cultivadas en medio MS (0.2X) fueron transferidas a los 5 dps a medio MS (0.2X) sin manitol o 

suplementado con manitol 300 mM, para su crecimiento durante 24 o 48 h. Los datos son la media ± DE (n = 10). Se 

presentan las comparaciones pareadas de los genotipos mutantes contra Col-0 (plantas silvestres), y del tratamiento de 

manitol 300 mM contra el tratamiento control, en la prueba de t de Student: *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001.  
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Figura A 2. A) Longitud del dominio de proliferación. B) Longitud del dominio de transición. Las plántulas 

cultivadas en medio MS (0.2X) fueron transferidas a los 5 dps a medio MS (0.2X) sin manitol o suplementado con manitol 

300 mM, para su crecimiento durante 24 o 48 h. Los datos son la media ± DE (n = 10). Se presentan las comparaciones 

pareadas de los genotipos mutantes contra Col-0 (plantas silvestres), y del tratamiento de manitol 300 mM contra el 

tratamiento control, en la prueba de t de Student: *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001.  
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Figura A 3. A) Tamaño crítico de las células que transitan del dominio de proliferación al dominio de transición. 

B) Tamaño crítico de las células que transitan del dominio de transición a la zona de elongación. Las plántulas se 

cultivaron en medio MS (0.2X) y a los 5 dps se transfirieron a medio MS (0.2X) sin manitol (Control) o suplementado 

con manitol 300 mM, para su crecimiento durante 24 o 48 h. Los datos son la media ± DE (n = 10). Se presenta el análisis 

comparativo de genotipos mutantes versus Col-0 (plantas silvestres), en la prueba t de Student: * P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01, 

*** P ≤ 0.001. 
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Figura A 4. A) Número de células en el meristemo apical de la raíz primaria. B) Número de células en el dominio 

de proliferación. C) Número de células en el dominio de transición. Las plántulas se cultivaron en medio MS (0.2X) 

y a los 5 dps se transfirieron a medio MS (0.2X) sin manitol (Control) o suplementado con manitol 300 mM, para su 

crecimiento durante 24 o 48 h. Los datos son la media ± DE (n = 10). Se presenta el análisis comparativo de genotipos 

mutantes versus Col-0 (plantas silvestres), en la prueba t de Student: * P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01, *** P ≤ 0.001. 
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