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  Resumen 

 

 

 El gineceo es, probablemente, el órgano floral más complejo. Se compone de diferentes 

tejidos y tipos celulares que, una vez fertilizados los óvulos, proporcionan el principal componente 

estructural del fruto. Además de su gran importancia económica, el fruto representa una innovación 

clave de las Angiospermas, responsable en gran medida de su éxito evolutivo, ya que proporciona 

protección a las semillas en desarrollo y asegura su posterior dispersión. Por todo ello, son numerosos 

los estudios que se han llevado a cabo con la finalidad de conocer las bases genéticas de la 

diferenciación y la diversidad morfológica del fruto. 

 En  Arabidopsis se han identificado muchos de los genes necesarios para la morfogénesis del 

fruto y la formación de los tejidos necesarios para la dispersión de las semillas, aunque en la mayoría 

de los casos no se conocen con precisión las rutas genéticas implicadas en estos procesos. Por ello es 

importante ampliar los estudios genéticos y moleculares encaminados a desvelar las interacciones 

funcionales entre los genes implicados, así como identificar nuevos factores con funciones clave en la 

morfogénesis del gineceo. 

 En la presente tesis se ha llevado a cabo la caracterización funcional de la pequeña subfamilia 

de factores de transcripción NGATHA (NGA) de Arabidopsis, y se ha estudiado el papel que 

desempeñan estos factores en las rutas genéticas responsables de la morfogénesis del gineceo. Los 

resultados obtenidos han contribuido a mejorar nuestro conocimiento de los mecanismos genéticos y 

moleculares implicados en este proceso. 

 Para la caracterización funcional de los genes NGA se han identificado y caracterizado 

mutantes de pérdida de función para cada uno de estos loci, y se han generado y analizado 

combinaciones múltiples de estas mutaciones. Estos estudios han puesto de manifiesto el papel esencial 

que los genes NGA desempeñan en la morfogénesis de los tejidos apicales del gineceo en Arabidopsis, 

y en particular en la especificación del estilo y del estigma. El análisis de los patrones de expresión 

temporal y espacial de los genes NGA muestra que su expresión tiene lugar en dominios que 

experimentan una proliferación activa y coincide, en general, con regiones que acumulan niveles altos 

de auxinas. 

 Para profundizar en la relación entre los genes NGA y las rutas de señalización de auxinas se 

han realizado diferentes análisis, como el estudio de las respuestas clásicas a auxinas en los mutantes 

nga, la caracterización del efecto fenotípico de las auxinas y de inhibidores del transporte de auxinas en 

estos mutantes, y el análisis de expresión de genes implicados en la biosíntesis de auxinas, como los 

genes YUCCA (YUC), en los mutantes nga. Los resultados obtenidos indican que los fenotipos 

observados en el gineceo de los mutantes nga probablemente son debidos a una menor síntesis de 

auxinas en la región apical del gineceo como consecuencia de la falta de inducción de los genes YUC 

en este dominio. Por tanto, los factores NGA parecen estar implicados en la biosíntesis de auxinas a 

través de la regulación de los genes YUC. Además de las auxinas, los genes NGA podrían regular 

respuestas a brasinosteroides en la raíz, ya que se ha demostrado la interacción física entre las proteínas 

NGA y BRX. 

 Así mismo, se ha llevado a cabo un exhaustivo análisis genético para determinar el papel de 

los genes NGA en las rutas que dirigen la morfogénesis del gineceo. Los estudios realizados con 

combinaciones múltiples de mutantes, tanto de pérdida como de ganancia de función, junto con análisis 

de expresión, han hecho posible una mejor comprensión del papel y de la posición de los genes NGA en 

estas rutas. Del análisis fenotípico de los mutantes correspondientes y de la similitud de sus patrones de 

expresión se deduce que los factores de transcripción de la familia STY/SHI tienen funciones similares 

en este proceso a las de los factores NGA, pese a no estar relacionados estructuralmente. En este 

trabajo se muestra que estas dos familias probablemente no se regulan mutuamente, sino que actúan de 

manera cooperativa sobre dianas comunes. Además se muestra que STY1 y NGA3 no interaccionan de 

forma directa a nivel de proteína, siendo necesaria la presencia de un tercer factor. CRABS CLAW, 

perteneciente a la familia YABBY, ha sido identificado como este tercer factor al menos en un  

determinado contexto.  Los resultados obtenidos indican que un posible trímero NGA/STY1/CRC sería 

el responsable específico de la formación del estilo. 

 Se muestra también que los genes NGA participan en la regulación de genes que dirigen la 

formación de la zona de dehiscencia y la apertura del fruto y que también parecen tener un papel en la 

formación de las regiones apicales del gineceo. Los análisis genéticos realizados indican que los 

factores NGA podrían estar implicados en la inducción de genes de la zona de dehiscencia como 

SHATTERPROOF (SHP) o INDEHISCENT (IND) e interferir con la activación del gen de identidad de 

valva FRUITFULL (FUL). Este efecto diferencial en la regulación de SHP/IND y FUL podría depender 

de la formación de complejos proteicos de los factores NGA con YABBY3 y posiblemente otros 

factores YABBY. 

 



Resum   

 

 

 El gineceu és, probablement, l'òrgan floral més complex. Es compon de diferents teixits i tipus 

cel∙lulars que, un cop fertilitzats els òvuls, proporcionen el principal component estructural del fruit. A 

més de la seua gran importància econòmica, el fruit representa una innovació clau de les 

Angiospermes, responsable en gran mesura del seu èxit evolutiu, ja que proporciona protecció a les 

llavors en desenvolupament i assegura la seua posterior dispersió. Per tot això, són nombrosos els 

estudis que s'han dut a terme amb la finalitat de conèixer les bases genètiques de la diferenciació i la 

diversitat morfològica del fruit. 

En Arabidopsis s‟han identificat molts dels gens necessaris per a la morfogènesi del fruit i la 

formació del teixits necessaris per a la dispersió de les llavors, en la majoria dels casos no es coneixen 

amb precisió les rutes genètiques implicades en aquests procesos. Per això és important ampliar els 

estudis genètics i moleculars encaminats a desvetllar les interaccions funcionals entre els gens 

implicats, així com identificar nous factors amb funcions clau en la morfogènesis del gineceu. 

En la present tesi s'ha dut a terme la caracterització funcional de la xicoteta subfamília de 

factors de transcripció NGATHA (NGA) d'Arabidopsis, i s'ha estudiat el paper que exerceixen aquests 

factors en les rutes genètiques responsables de la morfogènesi del gineceu. Els resultats obtinguts han 

contribuït a millorar el coneixement dels mecanismes genètics i moleculars implicats en aquest procés. 

Per a la caracterització funcional dels gens NGA s'han identificat i caracteritzat mutants de 

pèrdua de funció per a cada un d'aquests loci, i s'han generat i analitzat combinacions múltiples 

d'aquestes mutacions. Aquests estudis han posat de manifest el paper essencial que els gens NGA 

exerceixen en la morfogènesi dels teixits apicals del gineceu en Arabidopsis, i en particular en 

l'especificació de l'estil i l'estigma. L'anàlisi dels patrons d'expressió temporal i espacial dels gens NGA 

mostra que la seua expressió té lloc en dominis que experimenten una proliferació activa i coincideix, 

en general, amb regions que acumulen nivells alts de auxines. 

Per aprofundir en la relació entre els gens NGA i les rutes de senyalització de auxines s'han 

realitzat diferents anàlisis, com l'estudi de les respostes clàssiques a auxines en els mutants nga, la 

caracterització de l'efecte fenotípic de les auxines i d'inhibidors del transport de auxines en aquests 

mutants, i l'anàlisi d'expressió de gens implicats en la biosíntesi de auxines, com els gens YUCCA 

(YUC), en els mutants nga. Els resultats obtinguts indiquen que els fenotips observats en el gineceu dels 

mutants nga probablement són deguts a una menor síntesi de auxines a la regió apical del gineceu com 

a conseqüència de la falta d'inducció dels gens YUC en aquest domini. Per tant, els factors NGA 

semblen estar implicats en la biosíntesi de auxines a través de la regulació dels gens YUC. A més de les 

auxines, els gens NGA podrien regular respostes a brassinoesteroides en l'arrel, ja que s'ha demostrat la 

interacció física entre les proteïnes NGA i BRX. 

Així mateix, s'ha dut a terme un exhaustiu anàlisi genètic per a determinar el paper dels gens 

NGA en les rutes que dirigeixen la morfogènesi del gineceu. Els estudis realitzats amb combinacions 

múltiples de mutants, tant de pèrdua com de guany de funció, juntament amb anàlisis d'expressió, han 

fet possible una millor comprensió del paper i de la posició dels gens NGA en aquestes rutes. De 

l'anàlisi fenotípic dels mutants corresponents i de la similitud dels seus patrons d'expressió es dedueix 

que els factors de transcripció de la família STY / SHI tenen funcions similars en aquest procés a les 

dels factors NGA, tot i no estar relacionats estructuralment. En aquest treball es mostra que aquestes 

dues famílies probablement no es regulen mútuament, sinó que actuen de manera cooperativa sobre 

dianes comuns. A més es mostra que STY1 i NGA3 no interaccionen de forma directa a nivell de 

proteïna, i és necessària la presència d'un tercer factor. CRABS CLAW, pertanyent a la família 

YABBY, ha sigut identificat com este tercer factor, almenys en un determinat context. Els resultats 

obtinguts indiquen que un possible trímer NGA/STY1/CRC seria el responsable específic de la 

formació de l'estil. 

Es mostra també que els gens NGA participen en la regulació dels gens que dirigeixen la 

formació de la zona de dehiscència i l'obertura del fruit i que també pareixen tindre un paper en la 

formació de les regions apicals del gineceu. Les anàlisis genètiques realitzades indiquen que els factors 

NGA podrien estar implicats en la inducció de gens de la zona de dehiscència com SHATTERPROOF 

(SHP) o INDEHISCENT (IND) i interferir amb l'activació del gen d'identitat de valva FRUITFULL 

(FUL). Aquest efecte diferencial en la regulació de SHP /IND i FUL podria dependre de la formació de 

complexos proteics dels factors NGA amb YABBY3 i possiblement altres factors YABBY. 



  Summary 

 

 

 The gynoecium is probably the most complex floral organ, composed of many different 

tissues and cell types, and, after fertilization of the ovules, provides the major structural component of 

the fruit. In addition to its huge economic importance, the fruit represents a key innovation of the 

Angiosperms, greatly responsible of their evolutionary success, since it provides protection for the 

developing seeds and ensures their dispersal. For these reasons, there is an incredible wealth of studies 

directed to unravel the genetic basis for fruit patterning and its morphological diversity. 

 Many of the genes required for fruit morphogenesis and seed dispersal have been identified in 

Arabidopsis, although, in most cases, the precise architecture of the genetic pathways involved is still 

far from understood.  To get further insights on these questions, it is essential to expand the genetic and 

molecular studies directed to unravel the functional interactions among these genes, as well as to 

identify new factors with key roles in gynoecium morphogenesis still uncharacterized. 

 In this thesis, the functional characterization of the small NGATHA (NGA) subfamily of 

transcription factors of Arabidopsis has been carried out. Moreover, the position and role of the NGA 

factors in the genetic routes directing gynoecium morphogenesis has been studied. The results obtained 

have allowed to increase our knowledge on the genetic and molecular mechanisms of gynoecium 

patterning in Arabidopsis. 

 Functional characterization of the NGA genes has been performed by identifying and 

characterizing loss-of-function mutants in each loci, as well as through the generation of multiple 

combinations of these mutations. This work has revealed the essential role of the NGA genes in the 

morphogenesis of the apical tissues of the Arabidopsis gynoecium, in particular directing the 

specification of the style and the stigma. Spatial and temporal patterns of expression of the NGA genes 

have been determined. In general, NGA genes appear to be expressed in domains undergoing active 

proliferation, and showing, in general, an overlap with domains that accumulate auxin. 

 To obtain further insights on the relationship of the NGA genes and the auxin signaling 

pathways, different experiments were performed, such as the study of classic auxin responses in the 

nga mutants, the characterization of the phenotypic effect of auxin or auxin transport inhibitors in these 

mutants, or the expression analysis of genes involved in auxin biosynthesis, namely the YUCCA (YUC) 

genes, in nga mutants. Our results indicate that the gynoecium phenotypes of nga mutants are likely 

produced by the reduced synthesis of auxin in the apical region of the gynoecium, as a consequence of 

a failure to upregulate YUC genes in this domain. Therefore, NGA factors appear to be involved in 

auxin biosynthetic routes through YUC regulation. In addition to auxin, NGA genes may regulate 

brassinosteroid responses in the root, since physical interaction of NGA and BRX proteins has been 

revealed. 

 Genetic analyses of the role of NGA genes in the genetic pathways directing gynoecium 

morphogeneis has been carried our extensively. Multiple combinations of loss and gain-of-function 

mutants, as well as expression studies have allowed to better understand the role and position of the 

NGA genes in these routes. The unrelated STY/SHI family of transcription factors have similar roles to 

NGA genes as revealed by the phenotypes of the corresponding mutants and the similarity of their 

expression patterns. This work has shown that both families likely do not regulate each other, but act 

on common targets cooperatively. In this thesis, it has been shown that STY1 and NGA3 are not able to 

interact directly at the protein level unless a third factor, CRABS CLAW (CRC), belonging to the 

YABBY family, is present. Our results indicate that a putative NGA/STY1/CRC trimer is specifically 

responsible of style formation. 

 NGA genes have also been shown to participate in the regulation of genes directing dehiscence 

zone formation and fruit shattering, which also appear to have a role in apical gynoecium patterning. 

Genetic analyses indicate that NGA factors could be mediating the upregulation of dehiscence zone 

genes, such as SHATTERPROOF or INDEHISCENT, while interfering with the activation of the valve 

identity gene FRUITFULL. This differential effect on the regulation of SHP/IND and FUL could be 

mediated by the formation of protein complexes of NGA factors with YABBY3 and possibly other 

YABBY factors.  
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3 Introducción 

1. La flor de Arabidopsis. 
 

En la flor de Arabidopsis los órganos florales están dispuestos en cuatro 

anillos concéntricos o verticilos (fig.1-A y B); en el primer verticilo, se disponen 

cuatro sépalos, en el segundo verticilo, cuatro pétalos blancos en posiciones alternas 

con respecto a los sépalos; en el tercer verticilo, seis estambres, que consisten en un 

filamento y una antera en su extremo distal, donde se produce el polen; y en el cuarto 

verticilo se encuentra el órgano reproductor femenino, el gineceo, el cual está 

compuesto por dos carpelos fusionados. El gineceo contiene los óvulos que, tras la 

fertilización, darán lugar a las semillas.  

 

 
A             B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Flor de Arabidopsis. (A) Fotografía a bajo aumento de una flor, donde se pueden observar los 
cuatro verticilos florales. (B) Diagrama floral. Cada uno de los órganos florales se representa de un color. 
Sépalos (verde), pétalos (gris), estambres (amarillo) y carpelo (morado).   

 

El gineceo es probablemente el órgano más complejo de la planta, dado que 

está formado por muchos tipos celulares y tejidos diferentes. Tiene un papel 

fundamental en la continuidad de la especie, ya que está implicado en la recepción y 

germinación del polen, asegurando la fertilización de los óvulos. Tras la fertilización 

de los óvulos el gineceo pasa a denominarse fruto. Se trata de una estructura 

especializada en proteger las semillas durante su desarrollo y dispersarlas cuando 

estén maduras.  

El fruto de Arabidopsis, al final de su maduración, se seca y abre permitiendo 

así la diseminación de las semillas. Para que se produzca la dehiscencia del fruto es 

necesario que tenga lugar la diferenciación de varios tipos celulares especializados 

que contribuyen a la apertura de la silicua cuando alcanza la madurez (Robles y Pelaz 

2005; Roeder y Yanofsky; 2005; Ferrándiz et al., 1999). El fruto seco y dehiscente de 

Arabidopsis thaliana, también llamado silicua, es representativo de más de tres mil 

especies de la familia de las brasicáceas. 

 

2. Desarrollo floral. 
 

 Tanto el desarrollo floral como la morfogénesis del gineceo han sido descritos 

en detalle. Smyth et al. (1990) dividieron el desarrollo temprano de la flor de 

Arabidopsis desde el inicio hasta la antesis en 13 estadios. Esta división ha sido 

utilizada como referencia para describir el efecto de numerosas mutaciones en genes 

de Arabidopsis. Ferrándiz et al. (1999), basándose en estos estadios, describieron los 
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principales cambios que tienen lugar durante el desarrollo del gineceo añadiendo 

observaciones realizadas por otros autores (fig. 2).  

En líneas generales, el desarrollo del gineceo de Arabidopsis se inicia con la 

formación, en el centro de la flor, de un primordio que aparece alrededor del estadio 5 

(Smyth et al., 1999). Posteriormente se forma una invaginación central y el primordio 

se elonga como un cilindro hueco (estadio 6 al 8). En estadios posteriores se forman 

dos protuberancias meristemáticas internas en posición medial que se desarrollan 

hacia el interior del gineceo, y que darán lugar a la placenta y los óvulos. Estas 

protuberancias se fusionan a lo largo del centro del gineceo para formar una pared 

denominada septum. Poco antes de antesis se termina de cerrar la zona apical y se 

empiezan a diferenciar los tejidos localizados en esta región. En antesis, momento en 

el que tiene lugar la apertura de la flor y la dehiscencia de las anteras para liberar el 

polen, los tejidos necesarios para la maduración y dehiscencia del fruto ya están 

presentes, aunque seguirán desarrollándose después de la fructificación (Bowman et 

al., 1999; Roeder y Yanosfky, 2005). 

  

 En la figura 2 se describen los estadios del desarrollo floral en Arabidopsis, 

indicándose los cambios morfológicos que marcan el inicio de cada estadio y los 

cambios en el desarrollo del gineceo que llevan asociado (adaptado de Roeder y 

Yanosfky, 2005). 

 

Estadio Cambio morfológico Desarrollo del gineceo 

1 Aparición del meristemo floral  

2 Formación del meristemo 

floral y separación del 

meristemo inflorescente. 

 

3 Aparición de los primordios de 

sépalos. 

 

4 Los sépalos sobrepasan el 

meristemo floral. 

 

5 Aparición de los primordios de 

pétalos y estambres. 

 

6 Los sépalos envuelven la yema 

floral. 

Aparece el primordio del gineceo. 

 

 

 

 

 

 

7 Los estambres elongan al 

formarse el pedúnculo basal. 

El primordio del gineceo elonga y se 

desarrolla como un cilindro hueco. 

8 Formación de los lóculos de los 

estambres. 

Aparición de la placenta. Los haces 

vasculares mediales se diferencian. 
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9 Los pétalos desarrollan un 

pedúnculo basal. 

Aparecen los primordios de los óvulos. En 

la pared del carpelo se diferencian el 

exocarpo, mesocarpo y endocarpo. 

Aparecen los haces vasculares laterales.  

10 Los pétalos crecen al nivel de 

los estambres cortos. 

Se cierra el gineceo en el extremo apical. 

Se forma el septum. 

11 Aparecen las papilas 

estigmáticas. 

Diferenciación de la epidermis del estilo y 

de las dos capas del endocarpo. 

Ramificación de los haces vasculares 

mediales en el extremo distal del gineceo. 

Los óvulos desarrollan el funículo. 

 

 

 

 

 

 

 

12 Los pétalos crecen al nivel de 

los estambres largos. 

Crecimiento general. Diferenciación del 

tracto transmisor. 

13 Antesis. Tiene lugar la polinización. 

14 Las anteras largas sobrepasan el 

estigma. 

Tienen lugar la fertilización. Surcos 

visibles a ambos lados del replum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

15 El estigma crece sobrepasando 

las anteras largas. 

Lignificación del xilema. 

 

16 Sépalos y pétalos degeneran. Expansión general. 

17A Todos los órganos florales 

senescen a excepción del fruto. 

Formación de la capa de separación del 

margen de la valva. Desarrollo de la 

cutícula externa del exocarpo; las células 

del endocarpo b (enb) forman el 

esclerénquima. 

17B La silicua alcanza su tamaño 

final. 

Comienza la lignificación del enb y de la 

zona de lignificación del margen de la 

valva. 
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18 Las silicuas se vuelven 

amarillas. 

Degeneración del ena, el enb se lignifica 

completamente y el mesocarpo se seca. 

19 Dehiscencia de las valvas.  

20 Dispersión de las semillas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Estadios del desarrollo del gineceo y del fruto de Arabidopsis. Se pueden observar 
fotografías de microscopio electrónico de barrido, cortes histológicos, fotografías de campo oscuro o 
fotografías in vivo del gineceo de Arabidopsis a lo largo de sus diferentes estadios de desarrollo. También se 
hace referencia a los cambios morfológicos que marcan el inicio en cada uno de ellos. Modificado a partir 
de Roeder y Yanosfky (2005). 

 

3. Estructura del fruto de Arabidopsis. 
 

En el gineceo maduro (estadio 13 o antesis) se pueden diferenciar distintas 

regiones a lo largo de los diferentes ejes del desarrollo. En el eje apical-basal, de la 

parte superior a la base, se diferencian las siguientes partes: el estigma, una capa 

unicelular de células epidérmicas especializadas que forman las papilas estigmáticas; 
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un estilo corto y compacto; el ovario, que contiene los óvulos y que ocupa la mayor 

parte de la longitud del gineceo; y el ginóforo, una estructura corta y similar a un 

pedicelo, que une el ovario a la base de la flor (fig. 3-A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Estructura del gineceo de Arabidopsis thaliana. (A) Dibujo esquemático del gineceo de 
Arabidopsis y la distribución de los tejidos a lo largo del eje apical-basal, así como de otros tejidos señalados. 
(B) Esquema de una sección transversal del gineceo de Arabidopsis. Se señalan en colores distintos los tipos 
celulares presentes en las valvas (v): epidermis (verde oliva), mesófilo (verde), y endocarpo, diferenciándose 
el endocarpo a (marrón) y el endocarpo b (azul). En posición medial se señala el replum (r) (azul), el 
septum (s) (rojo), el tracto transmisor (tt) (amarillo) y los óvulos (o) (gris). Las orientaciones medio-lateral y 
abaxial-adaxial están indicadas. (C) Detalle esquemático de la región valva-margen de la valva (mv)-replum. 
Se señala en el margen de la valva la capa de lignificación (marrón) y la capa de separación (en azul claro). 
Modificado de Ostergaard, 2009. 

 

En una sección transversal del ovario podemos ver la distribución de los 

tejidos a lo largo del eje medio-lateral: las valvas, en posición lateral, corresponden a 

las paredes de los dos carpelos y terminando en 2 o 3 filas de células más pequeñas 

que forman un hundimiento longitudinal llamado margen de la valva. En posición 

central o medial, es decir, en la zona donde se fusionan los carpelos, se encuentran 

internamente el septum, placenta y óvulos y externamente el replum. Los tejidos 

apicales (estilo y estigma) son de origen medial, como los que se acaban de nombrar, 

aunque sólo ocupen posiciones apicales y muestren simetría radial. El tracto 

transmisor, tejido especializado que facilita el crecimiento del tubo polínico, discurre 

a lo largo de toda la longitud del gineceo, comenzando en el estigma y continuando a 

través del centro del estilo y el septum.  

Todos estos tejidos muestran polaridad adaxial-abaxial.  Así pues, en la zona 

medial del ovario se encuentra el replum en posición abaxial, formando una estrecha 

capa entre los márgenes de la valva, mientras que septum, tracto transmisor, placenta 

y óvulos son adaxiales. Las valvas, en posición lateral, también muestran polaridad 

abaxial-adaxial, lo cual se refleja en las diferentes capas celulares que las constituyen 

(ver más abajo) (fig. 3-B) (Balanzá et al., 2006).  

Tras la fecundación de los óvulos, las células del ovario se dividen y 

expanden, el fruto se alarga y se diferencian una serie de tipos celulares distintos, que 

permiten la maduración óptima y la dispersión de las semillas (Ferrándiz et al. 1999; 

Ferrándiz, 2002). Así, el fruto maduro consta fundamentalmente de un ovario 

elongado (Vivian-Smith y Koltunow, 1999). Internamente, la silicua consta de dos 
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cavidades o lóculos separados por un septum. Externamente se aprecian las valvas, el 

replum y los márgenes de las valvas (fig. 3-C) (Robles y Pelaz, 1999). Las valvas 

están constituidas por seis capas celulares: la epidermis externa o exocarpo, con 

células alargadas y estomas intercalados; tres capas de tejido fotosintético o 

mesocarpo; y el endocarpo, conformado por dos capas celulares, el endocarpo a o 

epidermis interna, y el endocarpo b o esclerénquima de apoyo (fig. 3-B). El replum es 

la acanaladura central que hay entre las valvas y corresponde a la parte externa del 

septum. El tercer componente estructural del fruto son los márgenes de las valvas, que 

se encuentran entre las valvas y el replum, y que al alcanzar la madurez se convierten 

en la zona de dehiscencia. Los márgenes de las valvas son visibles como una 

constricción en la frontera entre estas dos zonas, a consecuencia de la expansión más 

lenta de sus células durante la maduración del fruto. La diferenciación de tejidos 

requerida para la dehiscencia del fruto es, junto con el desarrollo de las semillas en el 

interior de la silicua, el principal proceso de desarrollo que ocurre durante el 

desarrollo del fruto en Arabidopsis (Robles y Pelaz, 1999). La zona de dehiscencia 

comprende una capa de células pequeñas que constituyen la zona de separación y que 

definen un plano longitudinal de ruptura a ambos lados del replum, y una zona 

adyacente de células lignificadas (fig. 3-C). El endocarpo b, la capa de células interna 

contigua a la epidermis, también se lignifica. Estas dos regiones de células 

lignificadas suministran, cuando el fruto maduro se seca, tensiones mecánicas que 

facilitan la apertura de la silicua (Ferrándiz, 2002). Una vez abierta la silicua, las 

semillas se desprenden por la fuerza mecánica del viento, la lluvia o el contacto físico.  
 

4. Factores genéticos que controlan el desarrollo del gineceo. 
 

4.1- De hoja a carpelo. 

 

Los estudios genéticos y moleculares llevados a cabo en Arabidopsis thaliana, 

Anthirrinum majus y Petunia hybrida a partir de mutantes homeóticos, es decir, 

mutantes que presentaban la transformación de un tipo de órgano en otro distinto, 

permitieron postular un modelo ampliamente aceptado hoy en día, el modelo ABC, 

que permite explicar las interacciones genéticas que confieren la identidad de los 

distintos órganos florales (Bowman et al., 1991; Coen y Meyerowitz, 1991; Weigel y 

Meyerowitz, 1994; Krizek y Fletcher, 2005; Theissen y Melzer, 2007). El modelo 

postula la existencia de tres funciones (A, B y C), según el cual la actividad 

combinada o individual de los productos de estos tres tipos de funciones especifica la 

identidad de los distintos órganos florales: la función A sola especifica los sépalos; las 

funciones A+B especifican los pétalos; B+C da lugar a estambres; y la función C sola 

da lugar a los carpelos (fig. 4). Este modelo explicaría los fenotipos de los mutantes 

homeóticos encontrados. Así, mutantes en la clase A, como es el caso de los mutantes 

apetala2 (ap2) de Arabidopsis, darán lugar a transformaciones homeóticas en los dos 

primeros verticilos, diferenciándose carpelos en lugar de sépalos, y estambres en lugar 

de pétalos. Los mutantes de clase B, como son pistillata (pi) y apetala3 (ap3) de 

Arabidopsis, presentarán sépalos en lugar de pétalos y carpelos en lugar de estambres. 

Finalmente, en los mutantes de clase C, como agamous (ag) en Arabidopsis, se 

producirá el cambio de identidad de estambres a pétalos y de carpelos a sépalos. La 

función C es además necesaria para  la determinación del meristemo floral, de modo 

que en los mutantes correspondientes, se producen estructuras de flor-dentro-de-flor. 

Se ha propuesto, además de las funciones mencionadas, la existencia de dos funciones 

suplementarias, la D y la E. La función D especificaría la identidad de óvulo, como 



 

 

9 Introducción 

una función reproductiva separada del desarrollo de los carpelos y de aparición 

posterior a la determinación de éstos. La función E correspondería a aquellos genes 

cuya expresión sería requerida en todos los verticilos florales, en combinación con las 

funciones A, B y C. Los mutantes que carecen de la función E, como es el caso de los 

mutantes múltiples sepallata (sep) de Arabidopsis, desarrollan órganos de tipo foliar 

en lugar de órganos florales. Es por ello que el modelo actual de la identidad de 

órganos florales se denomina más comunmente como el modelo ABCE. Debido a que 

las proteínas correspodientes a las funciones homeóticas A, B, C y D forman 

complejos proteicos cuaternarios, el modelo también ha sido denominado por algunos 

autores como el modelo del cuarteto (Honma y Goto, 2000; Theissen y Saedler, 

2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Modelo ABCE. Representación gráfica del modelo ABCE. La expresión única o aditiva de los 
genes homeóticos A, B o C repercute en la identidad del órgano floral. De modo que cuando se expresan 
los genes A y E darán lugar a sépalos (Se), si se expresan conjuntamente con los genes B, se formarán los 
pétalos (Pt), cuando se expresan los genes B, C y E, se forman los estambres (St) y cuando únicamente se 
expresan los genes C y E se formará el carpelo (Ca). A la derecha de la imagen se muestran algunos 
ejemplos de transformaciones homeóticas para cada una de las funciones. (Hj, hoja). 

 

 A pesar de su papel esencial en la especificación de la identidad del carpelo, 

AG no es el único factor implicado. De hecho, en el doble mutante ap2 ag, se 

desarrollan órganos con características carpeloides en el primer verticilo floral 

(Bowman et al., 1991). Esta observación llevó a proponer que factores adicionales 

podían especificar, al menos parcialmente, la identidad del carpelo en una ruta 

independiente de AG. Estos factores fueron identificados como los genes MADS-box 

SHATTERPROOF 1 (SHP1) y SHP2, que están principalmente implicados en la 

especificación de la identidad del margen de la valva (Liljegren et al., 2000, ver 

sección 4.2.c). En el cuádruple mutante ap2 ag shp1 shp2 no se forma ninguna 

estructura carpeloide. Estudios de complementación han demostrado que las proteínas 

SHP y AG son muy similares a nivel funcional y que el hecho de que tengan 
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funciones diferentes durante el desarrollo del carpelo es debido, principalmente, a sus 

diferentes patrones de expresión (Pinyopich et al., 2003).  

Otros dos factores de transcripción que parecen ser necesarios para el 

desarrollo del carpelo son los codificados por el gen de tipo bHLH (basic helix-loop-

helix) SPATULA (SPT) y el gen de tipo YABBY (YAB) CRABS CLAW (CRC), los 

cuales parecen actuar por debajo de AG/SHP. Como ya se ha descrito, en el cuádruple 

mutante ap2 ag shp1 shp2 no se forma ninguna estructura carpeloide y lo mismo 

ocurre con la pérdida de función de SPT y CRC en un fondo ap2 ag (Alvarez y 

Smyth, 1999), demostrando que estos dos genes son necesarios para el desarrollo de 

ciertos tejidos del gineceo. SPT se expresa en diferentes tipos celulares y órganos a lo 

largo del desarrollo, y tanto en estructuras reproductivas como vegetativas (Heisler et 

al., 2001). Sin embargo, el principal fenotipo asociado con mutaciones spt son 

defectos en el desarrollo de los tejidos marginales del carpelo (Alvarez y Smyth, 

1999). Por otro lado, CRC se expresa de modo específico en nectarios y carpelo. En el 

mutante crc, los nectarios están ausentes, el gineceo es más corto y ancho que en el 

silvestre y aparece parcialmente sin fusionar en la zona apical (Bowman y Smyth, 

1999). En el doble mutante crc spt, el gineceo está completamente sin fusionar y 

presenta una reducción considerable en el número de óvulos y de los tejidos estilar y 

estigmático (Alvarez y Smyth, 1999). Apoyando la idea de que CRC y SPT 

intervienen en la función de identidad de carpelo junto con AG/SHP, Alvarez y Smyth 

(1999) mostraron que CRC y SPT estaban también implicados en otros aspectos de la 

actividad AG, como la determinación del meristemo floral.  

Tanto SHP como AG parecen estar actuando al principio de la ruta de 

identidad del carpelo, y podrían desde esta posición activar directa o indirectamente a 

SPT y CRC. CRC ha sido identificado como una diana directa de AG (Gomez-Mena et 

al., 2005). Sin embargo, se conoce menos sobre la activación de SPT. 

 
4.2- Organización del carpelo.  

  

 Una vez que la identidad de órgano ha sido especificada, el primordio del 

gineceo se divide en diferentes dominios. Durante los primeros estadios del desarrollo 

se especifican la organización adaxial-abaxial y medio-lateral, y más tarde, cuando el 

primordio forma un cilindro, se define la polaridad apical-basal. 

 
a) Organización adaxial-abaxial. 

 

La organización adaxial-abaxial hace referencia a la diferenciación entre 

dominios externos (abaxiales) e internos (adaxiales) del carpelo. Estos dominios son 

equivalentes al lado inferior y superior de la hoja, y el establecimiento de dicha 

polaridad implica mecanismos genéticos similares a los que tienen lugar en las hojas. 

Por tanto, la interacción antagonista encontrada en hojas entre los genes HD-ZIPIII, 

que definen el dominio adaxial, y los genes KANADI (KAN)/YAB, que definen el 

dominio abaxial, también existe en el gineceo. Los genes HDZIPIII están expresados, 

como cabría esperar, en el dominio adaxial del gineceo. Sin embargo, la inactivación 

de estos genes o su actividad ectópica parece tener un menor efecto en el desarrollo 

del carpelo que en el de la hoja, indicando que quizás sean necesarios factores 

adicionales para establecer la polaridad adaxial en el gineceo (Dinneny et al., 2006; 

McConnell y Barton, 1998). Recientemente, JAGGED (JAG) y NUBBIN (NUB) han 

sido identificados como posibles factores implicados en el desarrollo del dominio 

adaxial del carpelo (Dinneny et al., 2006). Así pues, mientras JAG se expresa en todos 
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los órganos laterales con un patrón no polar, NUB se expresa únicamente en la zona 

adaxial de hojas, estambres y carpelos. El mutante sencillo nub no presenta ningún 

fenotipo obvio, pero el doble mutante jag nub presenta afectado el crecimiento de los 

órganos florales, y los carpelos y estambres están abaxializados. En el dominio 

abaxial del carpelo, como ocurre durante la formación de la hoja, los genes KAN, los 

factores de respuesta a auxinas ETTIN (ETT) y AUXIN REPONSE FACTOR4 (ARF4), 

y los genes YAB, tales como FILAMENTOUS FLOWER (FIL), YABBY 3 (YAB3) y 

CRC, se expresan desde estadios muy tempranos del desarrollo (Siegfried et al., 1999; 

Kerstetter et al., 2001; Pekker et al., 2005; Bowman y Smyth, 1999). Estos genes son 

muy redundantes en su actividad abaxial, de modo que aunque los mutantes sencillos 

de la mayoría de ellos muestran fenotipos de adaxialización muy débiles, las 

combinaciones de mutantes muestran defectos importantes en la polaridad, 

invirtiéndose la distribución de los tejidos. Así por ejemplo, en los mutantes crc kan1, 

kan1 kan2 o ett arf4, el tracto transmisor y los óvulos se forman en el exterior del 

gineceo (Eshed et al., 1999; Pekker et al., 2005). 
 
b) Organización medio-lateral. 

 

 Durante la morfogénesis del gineceo, ya desde estadios tempranos del 

desarrollo, se establece la polaridad en el eje medio-lateral del gineceo, cuya 

consecuencia es la división del primordio del gineceo en dominios laterales y 

mediales (fig. 3 B). El dominio lateral del gineceo dará lugar a las valvas, mientras 

que a partir del domino medial se desarrollarán los tejidos marginales localizados en 

la zona donde se fusionan los carpelos. A lo largo del eje medio-lateral se desarrollan 

dos tipos de tejidos: en la zona medial se forma un nuevo meristemo llamado cresta 

medial, a partir de la cual se generan todos los tejidos necesarios para la función 

reproductiva del gineceo, es decir, placenta y septum, así como el estilo y estigma en 

la zona apical; los dominios laterales, por el contrario,  se desarrollan como tejidos 

diferenciados. De acuerdo con esto, un conjunto de genes implicados en el 

mantenimiento del meristemo apical del tallo (SAM, “Shoot Apical Meristem”), como 

es el caso de los factores KNOX  y de los genes CUP-SHAPED COTYLEDON 1 

(CUC1) y CUC2, se expresan de forma específica en la región medial, donde parecen 

ser necesarios para el desarrollo de los tejidos marginales (fig. 5-A). Ishida et al. 

(2000) analizaron el gineceo de plantas cuc1 cuc2. Estas plantas mostraban defectos 

en el desarrollo de los tejidos marginales y no se formaba el septum. Scofield et al. 

(2007) usaron líneas ARNi inducibles para estudiar el efecto de la reducción de la 

actividad del factor KNOX I SHOOT MERISTEMLESS (STM) en el desarrollo del 

gineceo. En algunos casos, el meristemo floral aborta antes de formarse los carpelos. 

Sin embargo, en otros casos el gineceo llega a formarse aunque este no presenta 

septum y muestra una reducción de los tejidos marginales, formándose una estructura 

sin fusionar. Por otro lado, la expresión de genes que reprimen el estado 

indiferenciado, y así promueven el desarrollo del primordio lateral, está restringida a 

los dominios laterales del gineceo. Así, los genes YAB, JAG/NUB y ASYMMETRIC 

LEAVES1/2 (AS1/2) se expresan específicamente en la región lateral del gineceo 

joven (Alonso-Cantabrana et al., 2007; Bowman y Smyth, 1999; Dinneny et al., 2006; 

Siegfried et al., 1999). Todo esto indica que las rutas genéticas que mantienen los 

límites entre el SAM y los primordios laterales parecen tener funciones similares en la 

organización medio-lateral del gineceo (fig. 5) (Alonso-Cantabrana et al., 2007; 

Dinneny et al., 2005; Ragni et al., 2008).  
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Figura 5. Comparación entre las relaciones genéticas que controlan la identidad del SAM y la 
organización medio-lateral del gineceo de Arabidopsis. (A) Rutas genéticas en el SAM (corte 
longitudinal). Los genes implicados en el mantenimiento de la indeterminación del SAM como STM y RPL 
se expresan en las células meristemáticas (rojo), antagónicamente con los genes AS, YAB y JAG que se 
expresan en el primordio foliar en desarrollo (verde). El máximo de auxinas (rosa) precede a la formación 
del primordio foliar, y limita con los genes CUC y KNAT6 que marcan el límite externo del conjunto de 
células meristemáticas (azul). (B) Rutas genéticas en el eje medio-lateral del gineceo (corte transversal). 
Genes asociados al meristemo como STM, RPL y BP se expresan en la región medial del replum (rojo), 
antagónicamente a los genes AS, JAG y YAB que se expresan en la valva (verde). KNAT2 y KNAT6 se 
expresan en el margen de la valva (azul), estableciendo el límite entre valva y replum, donde los genes de la 
zona de dehiscencia SHP e IND también serán activados. CUC se expresa en el septum (amarillo, S). El 
máximo de auxinas se localiza en el replum (rosa, R) mientras que el mínimo de auxinas está en el margen 
de la valva (azul, VM). (V) valva. (S) septum. Las líneas continuas indican interacciones genéticas que se 
han demostrado y las discontinuas posibles interacciones. Modificado de Girin et al., 2009.  

 

 Dinneny et al. (2005) demostraron que JAG, FIL y YAB3 juegan un papel 

importante en el desarrollo de la valva en el gineceo, puesto que parecen ser 

necesarios para la activación diferencial de factores del margen de la valva y valva en 

las regiones correspondientes (fig. 6, ver sección 4.2.c). Alonso-Cantabrana et al. 

(2007) mostraron que en el desarrollo del gineceo del mutante as1, o en plantas que 

sobreexpresan el gen KNOX I BREVIPEDICELLUS (BP1), el replum se expande y 

las valvas son más estrechas. Estos autores concluyeron que AS1 tiene un papel 

específico en la formación de la valva, mediando la represión de los genes KNOX I y 

otros factores que dirigen el desarrollo del replum en este dominio. Propusieron un 

modelo en el que un gradiente de FIL/JAG/YAB3 con un máximo lateral, y la 

actividad de AS1 están presentes en la valva, mientras que un gradiente 

KNOX/REPLUMLESS (RPL) con un máximo medial está presente en el replum. De 

acuerdo con este modelo, estos dos gradientes tendrían acciones opuestas y definirían 

el desarrollo del margen de la valva en la región donde ambos solapan (fig. 6 B).  

Otro factor que parece tener un papel importante en la organización del 

gineceo es la fitohormona auxina. Ha sido propuesto que durante el desarrollo del 

carpelo se establece un gradiente de auxinas que controla la distribución de tejidos a 

lo largo del eje apical-basal (Nemhauser et al., 2000) (Ver sección 4.2.e). Más 
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recientemente se ha propuesto que las auxinas podrían tener un papel importante en el 

establecimiento de la polaridad abaxial-adaxial y medio-lateral. Como se ha 

mencionado antes, ETT y ARF4, ambos factores de respuesta a auxinas, están 

implicados en la especificación del dominio abaxial. Además, la inactivación de los 

genes YUCCA (YUC), los cuales codifican enzimas de la ruta de biosíntesis de 

auxinas, o PINOID (PID), el cual codifica un regulador del transporte de auxinas, 

transforman el gineceo en una estructura similar a un cilindro, con simetría radial 

(Bennet et al., 1995; Cheng et al., 2006). Por otro lado, en plantas con el transporte 

polar alterado, el replum se expande y las valvas se reducen en anchura (Bennet et al., 

1995; Nemhauser et al., 2000). Más recientemente, se ha demostrado que un máximo 

de auxinas está presente en el replum, mientras que en las valvas los niveles de esta 

hormona son bajos (Sorefan et al., 2009). Por lo tanto, parece que la auxinas, además 

de su papel central en el establecimiento de la polaridad apical-basal del gineceo, 

están también implicadas en la organización de los ejes abaxial-adaxial y medio-

lateral.  

  
c) Desarrollo del dominio lateral del carpelo.  

 

 Los dominios laterales del primordio del gineceo dan lugar a las valvas, las 

cuales forman la pared del ovario, y los márgenes de la valva, que forman el límite 

entre replum y valva (fig. 3-C). El margen de la valva posteriormente se diferencia en 

la zona de dehiscencia, por donde tiene lugar la apertura del fruto al final de su 

desarrollo. AG ha sido propuesto como un factor necesario para especificar la 

identidad de la valva, basado en el fenotipo del doble mutante ap2 ag, el cual presenta 

órganos carpeloides en el primer verticilo floral que no muestran la organización 

celular típica de la valva (Bowman et al., 1991). La especificación del margen de la 

valva y la formación de la zona de dehiscencia han sido muy estudiadas durante los 

últimos años, y la mayoría de los factores implicados en este proceso han sido 

identificados (fig. 6) (Dinneny y Yanofsky, 2005; Ferrandiz, 2002; Girin et al., 2009). 

Los genes SHP dirigen la identidad del margen de la valva. En el doble mutante shp1 

shp2 no se forma la zona de dehiscencia y el fruto maduro no se abre (Liljegren et al., 

2000). Fenotipos similares se observan en plantas en que los genes INDEHISCENT 

(IND) o ALCATRAZ (ALC), que codifican factores de transcripción tipo bHLH, han 

sido inactivados (Liljegren et al., 2004; Rajani y Sundaresan, 2001). La expresión de 

SHP está restringida al margen de la valva por la acción del gen MADS-box 

FRUITFULL (FUL) en la valva, y de RPL en el replum (Ferrandiz et al., 2000b; Gu et 

al., 1998; Roeder et al., 2003). Posteriormente, en un estrecho dominio entre estos 

tejidos, compuesto por 3-4 capas de células, SHP activa a IND y ALC, ambos 

necesarios para la formación de la zona de dehiscencia (Liljegren et al., 2000; 

Liljegren et al., 2004; Rajani y Sundaresan, 2001). En mutantes ful, SHP, IND y ALC 

se expresan ectópicamente en la valva y, como resultado, pequeñas células 

lignificadas, que normalmente son específicas de la zona de dehiscencia, se 

desarrollan en este tejido. Como consecuencia, los frutos ful no elongan y se rompen 

de forma prematura. En mutantes rpl, el replum está reducido en anchura y el margen 

de la valva se expande hacia la zona medial como consecuencia de la expresión 

ectópica de los genes del margen de la valva. Basándose en análisis genéticos, 

Dinneny et al (2005) propusieron un modelo en el cual la actividad conjunta de FIL, 

YAB3 y JAG activaría la transcripción de los genes FUL y SHP en la valva y en el 

margen de la valva, respectivamente. En los mutantes de pérdida de función fil yab3 

jag observaron una reducción importante de la expresión de FUL mientras que la 
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expresión de SHP parecía expandida. Este resultado sugería que la activación de SHP 

y FUL quizás requiriera niveles diferentes de la actividad de FIL, YAB3 y JAG. Así 

pues según el modelo propuesto, altos niveles de la actividad FIL/YAB/JAG activarían 

la expresión de FUL en la valva, mientras que la activación de SHP en el margen de la 

valva requeriría una actividad menor de este grupo. Además, estos autores 

demostraron que en el replum la proteína RPL reprimía la actividad del conjunto 

FIL/YAB/JAG, previniendo así la activación de SHP. En el mutante rpl, en el que se 

produce la expansión del margen de la valva se observa la expresión ectópica de FIL 

en este tejido medial. Además, en los dobles mutantes fil rpl y jag rpl se rescata 

parcialmente el desarrollo del replum, demostrando que la actividad ectópica de JAG 

y FIL en el replum es la responsable del fenotipo del mutante rpl. Por lo tanto, estos 

autores indican que el efecto de RPL sobre SHP podría ser, al menos en parte, 

indirecto, y mediado por la represión de FIL y JAG, dos activadores de la expresión 

de SHP. 

 

 

 

 
  

Figura 6. Modelo de las interacciones 
genéticas que dirigen la especificación de 
las valvas, el margen de valva y el replum. 
Los tres dominios se especifican por 
gradientes opuestos de factores antagonistas; 
los factores de la valva (FIL/JAG) y los 
factores del replum (genes KNOX como BP). 
Modificado de Ostergaard, 2009.  

 

 

 

 

 Las auxinas también están implicadas en el desarrollo de los dominios 

laterales del gineceo. Sorefan et al. (2009) mostraron que es necesario un mínimo de 

auxina local para la diferenciación de la zona de dehiscencia en el fruto de 

Arabidopsis. Estos autores demostraron que IND está implicado en la formación de 

este mínimo de auxinas al controlar la dirección del transporte de auxinas mediante la 

relocalización del transportador de auxinas PINFORMED (PIN) (Michniewicz y 

Friml, 2007). SPT, el cual ha sido propuesto como mediador de la señalización por 

auxinas en el desarrollo apical-basal, también se expresa en la zona de dehiscencia del 

fruto (Heisler et al., 2001), donde parece estar regulado por IND (Groszmann et al., 

2008). Aunque la expresión de SPT sugiere que este factor podría tener un papel en la 

formación de la zona de dehiscencia, los mutantes spt no presentan defectos en la 

dehiscencia, quizás por su posible redundancia funcional con otros factores. 

 
 d) Desarrollo de los tejidos marginales del carpelo. 

 

Los tejidos marginales del carpelo se forman a partir de la región medial del 

primordio del gineceo, localizados en la zona donde se fusionan los carpelos (fig. 3-

B). A partir de la cresta meristemática localizada en posición medial se desarrollará la 

placenta, septum, tracto transmisor, estilo y estigma (Bowman et al., 1999).  
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 Son muchos los genes implicados en el desarrollo de los tejidos marginales 

(fig. 8). La mayoría de ellos son funcionalmente redundantes, y únicamente en 

mutantes múltiples pueden observarse fenotipos severos en el desarrollo del carpelo. 

 Entre estos genes, AINTEGUMENTA (ANT), LEUNIG (LUG), SEUSS (SEU) y 

FIL son los más importantes en el desarrollo de los tejidos marginales del carpelo. 

Mientras los mutantes sencillos de estos genes presentan efectos relativamente leves 

en el dominio medial, en combinaciones de mutantes el gineceo pierde 

completamente los tejidos marginales. En mutantes lug, el gineceo aparece 

parcialmente sin fusionar en la zona apical, y también presenta defectos en el 

desarrollo del septum y de los óvulos (Chen et al., 2000; Liu y Meyerowitz, 1995). El 

gineceo de los mutantes sencillos ant y seu presenta defectos similares, aunque más 

débiles, al de los mutantes lug (Franks et al., 2002; Krizek et al., 2000). En el doble 

mutante ant lug el gineceo consiste en dos estructuras similares a las valvas con 

células del estilo en la parte superior, pero no se forma la placenta, óvulos, septum ni 

tejido estigmático (Liu et al., 2000). Defectos similares en el crecimiento del carpelo 

se han descrito en los dobles mutantes lug seu, ant seu, fil ant y fil lug 

(Azhakanandam et al., 2008; Chen et al., 1999; Franks et al., 2002; Nole-Wilson y 

Krizek, 2006). Se ha demostrado que estos cuatro genes participan en la represión de 

AG en los dos primeros verticilos florales (Chen et al., 1999; Franks et al., 2002; 

Krizek et al., 2000; Liu y Meyerowitz, 1995). LUG y SEU codifican co-represores 

transcripcionales que pueden interaccionar para formar un complejo regulador (Elliott 

et al., 1996; Sridhar et al., 2004). A partir de toda esta información, se ha sugerido 

que ANT, LUG, SEU y FIL forman un complejo multimérico implicado en el 

desarrollo de los tejidos marginales en el gineceo (Azhakanandam et al., 2008; Nole-

Wilson y Krizek, 2006). 

 Los genes SHP han sido mencionados por su importancia en la especificación 

de la identidad del carpelo y la diferenciación del margen de la valva. Un estudio 

reciente ha indicado que estos genes también están implicados en el desarrollo del 

estilo y estigma (Colombo et al., 2010). El gineceo del cuádruple ant crc shp1 shp2 

pierde casi por completo los tejidos marginales, recordando éstos a los de los dobles 

mutantes ant lug o fil ant. Así, los genes SHP parecen actuar en un complicado y 

hasta el momento no del todo entendido mecanismo regulador que controla la mayoría 

de eventos que dirigen la organización y especificación de los tejidos en el gineceo. 

 SPT se expresa en el dominio medial siendo uno de los principales factores 

implicados en la diferenciación de los tejidos en esta zona. En los mutantes spt el 

tracto transmisor no se forma y otros tejidos marginales como estilo, estigma y 

septum están reducidos (Alvarez y Smyth, 1999). SPT ha sido propuesto como 

mediador de la señalización por auxinas ya que la inhibición química del transporte 

polar de auxinas (PAT, “Polar Auxin Transport”) rescata, al menos parcialmente, los 

defectos en el estilo del mutante spt (Heisler et al., 2001). Junto con SPT, otros tres 

genes bHLH, HECATE1 (HEC1), HEC2 y HEC3, están implicados en la formación 

del tracto transmisor (Gremski et al., 2007). Se ha observado que las proteínas HEC 

interaccionan físicamente con SPT en un ensayo de doble híbrido de levadura y quizás 

funcionen junto con SPT en la activación o represión de genes diana situados por 

debajo. Es más, los fenotipos de sobreexpresión de los genes HEC sugieren que están 

implicados en la señalización mediada por auxinas (Gremski et al., 2007). Un nuevo 

factor de identidad del tracto transmisor, llamado NO TRANSMITTING TRACT 

(NTT), ha sido recientemente caracterizado. NTT codifica una proteína tipo dedo de 

zinc C2H2/ C2H2 (Crawford et al., 2007). En el mutante ntt, el tubo polínico no puede 
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crecer de forma eficiente debido a la pérdida total del tracto transmisor, y como 

consecuencia, la fertilidad es muy reducida.  

 
e) Establecimiento de la polaridad apical-basal. 

 

Las auxinas son una de las principales hormonas implicadas en la organización 

apical-basal del gineceo. Mutaciones en genes como PID y PIN, los cuales están 

implicados en el transporte polar de auxinas, dan lugar a defectos en la organización 

apical-basal, produciendo un aumento de las regiones apical y basal y una reducción 

importante en el tamaño del ovario (Bennet et al., 1995; Okada et al., 1991). Defectos 

similares se han observado en mutantes de pérdida de función de los factores de 

respuesta a auxinas MONOPTEROS (MP/ARF5) o ETT/ARF3 (Przemeck et al., 1996; 

Sessions et al., 1997; Sessions y Zambryski, 1995). Basándose en estas y otras 

evidencias genéticas, Nemhauser et al. (2000) propusieron que la organización apical-

basal del gineceo era dependiente de un gradiente de auxinas presente en el primordio 

del mismo. Las auxinas serían sintetizadas en el extremo apical del gineceo y 

trasportadas basalmente, formando un gradiente decreciente. De acuerdo con esta 

hipótesis, altos niveles de auxinas inducirían la diferenciación de estilo y estigma, 

niveles intermedios darían lugar a la formación del ovario y bajos niveles al ginóforo 

basal (fig. 7). La acumulación de auxinas en la parte apical del gineceo es, así mismo, 

consecuencia de una síntesis de auxinas en este dominio (Aloni et al., 2006). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. Modelo de la organización apical-basal del gineceo basado en la hipótesis del gradiente 
de auxinas. Los niveles de auxinas serían altos en la región apical (verde), intermedios en la región central 
(amarillo) y bajos en la zona basal (blanco). Modificado de Alabadí et al., 2009. 
 

 De acuerdo con este modelo, la inhibición del transporte polar de auxinas en el 

gineceo daría lugar a la acumulación de auxinas en la parte apical y una disminución 

de las mismas en las regiones basales, produciéndose un cambio en los límites entre 

los diferentes tejidos que se forman a lo largo del eje apical-basal. El reciente 

descubrimiento de que los genes YUC, que codifican enzimas claves en la ruta de 

biosíntesis de auxinas, están activos en la zona apical del gineceo apoya este modelo, 

ya que podría ser la supuesta fuente de auxinas para este gradiente. De hecho, cuando 
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son mutados, se produce una alteración importante en la organización apical-basal del 

gineceo (Cheng et al., 2006).   

 Como se ha descrito antes, SPT es un factor de transcripción tipo bHLH 

implicado en la organización apical-basal del gineceo así como en la especificación de 

los tejidos en posición medial (Heisler et al., 2001). En los mutantes spt el tracto 

transmisor no se forma y el estilo y el estigma están reducidos (Alvarez y Smyth, 

1999). El fenotipo observado en el estilo puede ser rescatado tras un tratamiento con 

un inhibidor del transporte de auxinas, como el ácido 1-N-naphtylphtalamico (NPA), 

que en teoría podría provocar la acumulación de auxinas en la zona apical, lo cual 

sugiere que SPT podría mediar de alguna manera la sensibilidad a auxinas 

(Nemhauser et al., 2000). 

El factor de respuesta a auxinas ETT ha sido propuesto como un factor 

importante para la correcta distribución e interpretación del gradiente de 

concentración de auxinas (Nemhauser et al., 2000). El gineceo de mutantes ett y el de 

plantas silvestres tratadas con NPA muestran fenotipos muy similares, con un 

incremento de las regiones apicales (estilo y estigma) y basal (ginóforo), a costa de 

una reducción en el tamaño del ovario. La hipótesis que explica este fenotipo es que 

en los mutantes ett la respuesta a auxinas está alterada, interpretándose de manera 

errónea las concentraciones de la misma. De hecho, se ha sugerido que el tamaño del 

ovario está controlado por la respuesta específica de ETT a niveles intermedios de 

auxinas (Heisler et al., 2001; Sessions et al., 1997; Sessions y Zambryski, 1995). 

Como ETT reprime la expresión de SPT y HEC, los cuales promueven la 

diferenciación del tracto transmisor, estilo y estigma (Alvarez y Smyth, 1999; 

Gremski et al., 2007; Heisler et al., 2001), la actividad de ETT en la zona intermedia 

reprimiría localmente el programa de desarrollo apical. Así pues, las mutaciones spt 

son epistáticas a ett, suprimiendo el desarrollo ectópico de los tejidos adaxial y apical 

observado en los mutantes ett (Heisler et al., 2001). 

El desarrollo del ginóforo quizás esté restringido al extremo basal del gineceo 

por la actividad de la proteína dedo de zinc KNUCKLES (KNU), a través del 

mantenimiento o establecimiento del límite del tejido en esta localización (Payne et 

al., 2004). 

 Otro conjunto de factores que promueven el desarrollo de los tejidos en el 

dominio apical del gineceo son los miembros de la familia SHI/STY, que codifican 

para activadores transcripcionales tipo dedo de zinc. STYLISH1 (STY1) es el único 

factor que muestra fenotipo como mutante sencillo. El mutante sty1 muestra defectos 

sutiles en el desarrollo del estilo (Kuusk et al., 2002). Este fenotipo aumenta 

gradualmente conforme se añaden mutaciones en otros miembros de la familia 

SHI/STY. Así pues, mutantes múltiples shi/sty muestran una importante reducción en 

los tejidos estigmático y estilar, el septum no se forma correctamente y la zona apical 

del gineceo no se cierra completamente. Este fenotipo es similar al observado en los 

mutantes lug. Sin embargo, se ha demostrado que la mutación lug es epistática sobre 

sty1, y que la expresión de STY esta reducida en los mutantes lug. Por tanto, los 

factores STY quizás actúen por debajo de LUG para mediar la formación de los tejidos 

marginales (Kuusk et al., 2006). La actividad de STY1 ha sido ligada a las auxinas, ya 

que STY1 es un activador directo de YUC4, un gen de biosíntesis de auxinas (fig. 8) 

(Eklund et al., 2010; Sohlberg et al., 2006). Recientemente, se ha descrito la familia 

de genes NGATHA (NGA), sobre los cuales se centra esta tesis. Los genes NGA 

codifican factores transcripcionales con un dominio B3 implicados en el desarrollo del 

estilo (Alvarez et al., 2009; Trigueros et al., 2009; este trabajo).  
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Figura 8. Interacciones genéticas 
implicadas en la diferenciación de la zona 
apical del gineceo. Las flechas en negro 
indican interacciones apoyadas 
experimentalmente mientras que las flechas 
grises indican posibles interacciones. Las 
cajas indican posibles complejos proteicos.  

      

 

 

 

 A pesar de que el modelo del gradiente de auxinas explica bien la organización 

apical-basal del gineceo, no hay una evidencia directa de la existencia de tal gradiente. 

Únicamente se ha demostrado la existencia de un máximo de auxinas en el ápice del 

gineceo mediante el análisis de la expresión de marcadores de auxinas sintéticas en el 

gineceo de Arabidopsis, pero no se han conseguido cuantificar niveles inferiores 

(Benková et al., 2003; Aloni et al., 2006). Por tanto, los hipotéticos niveles de auxinas 

intermedios y bajos del ovario y ginóforo todavía no han sido demostrados. Además, 

se ha sugerido recientemente que el extremo basal del gineceo quizás se caracteriza 

por ser el máximo de un gradiente opuesto de citoquininas (Ostergaard, 2009). Las 

citoquininas están normalmente implicadas en funciones antagonistas a las de las 

auxinas (Shani et al., 2006). Así pues, se ha propuesto que las citoquininas tendrían 

una concentración máxima en la base del gineceo, estableciéndose tres territorios 

hormonales distintos donde niveles altos de auxinas y bajos de citoquininas 

promueven el desarrollo de los tejidos apicales, niveles bajos de auxinas y de 

citoquininas especifican el ovario y niveles bajos de auxinas y altos de citoquininas 

serían necesarios para la formación del ginóforo en la base (fig. 9), aunque los 

estudios que apoyan este modelo son, por ahora, muy escasos.   

  

 

 

 

 
 
Figura 9. Esquema del gineceo de 
Arabidopsis. Se representa la probable 
distribución de auxinas y la hipotética 
distribución de citoquininas en rojo y azul, 
repectivamente. Modificado de Ostergaard, 
2009. 
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  f) Cambios tras la fertilización del fruto.  

 

Después de la fertilización tiene lugar el desarrollo del fruto y las semillas. 

Durante el desarrollo del fruto se produce una notable elongación del ovario y la 

diferenciación de toda una serie de tejidos a lo largo del margen del carpelo. En 

aquellos gineceos que no son fertilizados no tiene lugar la elongación ni el desarrollo 

de las semillas. El desarrollo del fruto que se produce después de la fertilización 

parece estar relacionado con una señal hormonal inducida por la fertilización de los 

óvulos, y algunos datos sugieren que la señalización por auxinas participa en este 

proceso (Dorcey et al., 2009; Goetz et al., 2006; Vivian-Smith et al., 2001). Una pieza 

clave que apoya este supuesto es que el mutante de pérdida de función del gen ARF8 

da lugar a la formación de un fruto partenocárpico (Goetz et al., 2006; Vivian-Smith 

et al., 2001). 

Durante el desarrollo del fruto, el margen de la valva se diferencia en una 

banda estrecha formada por una capa de lignificación y una capa de separación, 

contribuyendo ambas a la apertura del fruto (ver sección 4.2.c). Los reguladores 

claves en la especificación del margen de la valva han sido identificados (Ferrandiz et 

al., 2000b; Liljegren et al., 2004; Roeder et al., 2003) y se han descrito previamente 

(ver sección 4.2.c). Recientemente se ha demostrado que un mínimo local de auxinas, 

generado por el factor de identidad del margen de la valva IND, es necesario para la 

formación de la capa de separación (fig. 5-B) (Sorefan et al., 2009). Así, tanto los 

máximos como los mínimos locales de auxinas parecen contribuir de un modo 

esencial a la activación de programas de desarrollo específicos durante el desarrollo 

del fruto. 

 

5. Nuevos factores de transcripción implicados en el desarrollo del gineceo: 
los genes NGA. 
 

Los genes NGA están incluidos en la superfamilia de proteínas con dominio 

B3 de Arabidopsis. El dominio B3 (número de acceso en Pfam 02362) es un dominio 

de unión a DNA, el cual se ha caracterizado en un gran número de factores de 

transcripción de plantas. El dominio B3 no es un dominio específico de angiospermas 

sino que también está presente en genes de gimnospermas, helechos, musgos, 

hepáticas y algas verdes. Los primeros dominios B3 se identificaron como una región 

de unos 120 residuos aminoacídicos altamente conservada, cercana al extremo C-

terminal en las proteínas ABSCISIC ACID-INSENSITIVE 3 (ABI3) de Arabidopsis y 

VIVIPAROUS 1 (VP1) de maíz (Giraudat et al., 1992). Muchas de las proteínas que 

contienen dominios B3 se han clasificado funcionalmente como factores de respuesta 

hormonales, en concreto a ácido abscísico y a auxinas, fitohormonas con un papel 

importante en procesos de desarrollo como el crecimiento de las plantas y la 

maduración de las semillas (McCarty et al., 1989; Ulmasov et al., 1997).  

 La superfamilia B3 de Arabidopsis consta de 118 genes agrupados en 6 

familias génicas. Las familias LAV (LEAFY COTILEDON2 (LEC2)- ABSCISIC ACID 

INSENSITIVE3 (ABI3)-VAL), ARF (AUXIN RESPONSE FACTOR), RAV 

(RELACIONADO CON ABI3 Y VP1) y REM (REPRODUCTIVE MERISTEM) son las 

más representativas  (Swaminathan et al., 2008) (fig. 10). 
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Figura 10. Árbol filogenético de la superfamilia B3 de Arabidopsis. Se representan con diferentes 
colores cada una de las familias que la componen., resaltando en negro las ramas correspondientes a los 
genes NGA. Modificado de Swaminathan et al., 2008.  

  

La familia ARF, compuesta por 23 miembros, es la más estudiada dentro de la 

superfamilia B3. Además del dominio B3, la mayoría de proteínas ARF contienen un 
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dominio central que posee actividad represora o activadora de la transcripción. La 

mayoría de las proteínas ARF contienen dos dominios adicionales en posición C-

terminal, llamados dominio III y IV, que median la dimerización de las proteínas ARF 

consigo mismas o con las proteínas AUX-IAA (Ulmasov et al., 1999; Overvoorde y 

Okushima, 2005). La actividad de los ARFs está controlada por los AUX/IAA, genes 

de respuesta primaria a auxinas, que se unen a los ARFs bloqueando su capacidad de 

unión a DNA. En respuesta a las auxinas las proteínas AUX/IAA son degradadas 

mediante el mecanismo del complejo SCF
TIR1

 (Gray et al., 2001) permitiendo que los 

ARFs se unan a los AREs (Auxin-Response Elements) y medien la activación o 

represión transcripcional de los genes correspondientes. Existen un gran número de 

revisiones acerca de la función de los ARFs (Guilfoyle y Hagen, 2007; Liscum y 

Reed, 2002) y su filogenia (Remington et al., 2005; Wang et al., 2007; Liscum y 

Reed, 2002).  

La familia RAV está formada por 13 genes. Los primeros miembros en ser 

identificados fueron los genes RAV1 y RAV2 (Related to ABI3/VP1), los cuales 

recibieron ese nombre por su homología con los genes ABI3 de Arabidopsis y VP1 de 

maiz (Kayaga et al., 1999). Seis de los miembros de esta familia poseen, además de 

un dominio B3, un dominio de unión a DNA del tipo APETALA2 (AP2) (Okamuro et 

al., 1997; Magnani et al., 2004; Kim et al., 2006). Algunos miembros de esta familia 

están relacionados con respuestas a brasinoesteroides (Mouchel et al., 2006; Vert et 

al., 2005) y a etileno (Alonso et al., 2003). Algunos genes de función conocida dentro 

de la familia RAV son el gen RAV1, que actúa como un regulador negativo del 

crecimiento y tiempo de floración y que está reprimido por brasinoesteroides (Hu et 

al., 2004; Zhao et al., 2008), y los genes TEMPRANILLO1 (TEM1) y TEM2 que 

controlan el tiempo de floración (Castillejo y Pelaz, 2008) Dentro de la familia RAV 

se encuentra un subgrupo constituido por cuatro genes denominados NGATHA 

(NGA1-NGA4) que han perdido el dominio AP2 (Alvarez et al., 2006).  

En cuanto a la función de los genes que constituyen la superfamilia B3, tienen 

en común que dentro de las diferentes familias encontramos genes con funciones 

similares. Por ejemplo, en la señalización hormonal participan ABI3 (Giraudat et al, 

1992), RAV1 (Hu et al., 2004) y la familia ARF (Guilfoyle y Hagen, 2007)); en el 

control del tiempo de floración TEM1-2 (Castillejo y Pelaz, 2008) y VRN1 (Levy et 

al., 2002); y en la polaridad y crecimiento de órganos ETT y ARF4 (Pekker et al., 

2005). 
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25 Objetivos 

 
Como se ha expuesto en la introducción, el correcto desarrollo del gineceo 

implica toda una serie de interacciones genéticas y moleculares, muchas de ellas aún 

desconocidas. En Arabidopsis se ha caracterizado recientemente una pequeña familia 

de factores de transcripción, la familia NGATHA, de la que previamente en el 

laboratorio se habían caracterizado los genes NGA3 y NGA4.  
 El objetivo principal de esta tesis es la caracterización de los otros dos 

miembros de la familia, NGA1 y NGA2, y el estudio de la relación funcional entre los 

genes NGA y otros para los que se ha propuesto un papel en la morfogénesis del 

gineceo. Con todo ello se intentará proponer un modelo que integre a los genes NGA 

en las vías que regulan la diferenciación de los distintos tejidos del fruto. El abordaje 

de este objetivo general se ha realizado mediante los siguientes objetivos concretos: 

 

 1. Caracterizar funcionalmente los genes NGA1 y NGA2 y determinar el grado 

de redundancia funcional de los cuatro genes de la familia. 

 

 2. Analizar del papel de los genes NGA en la morfogénesis del gineceo 

regulada por auxinas. 

 

 3. Intentar esclarecer algunas de las interacciones genéticas con otros genes 

necesarios para la correcta formación del gineceo.  
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Capítulo 1. Caracterización de los genes NGATHA. 
 

 Hasta el momento se han identificado un gran número de genes que controlan la 

morfogénesis del gineceo, pero en la mayoría de los casos se sabe poco de las 

interacciones entre ellos y de cómo se organizan jerárquicamente las diferentes rutas 

genéticas en las que participan. En este trabajo, y siguiendo la línea de investigación del 

laboratorio, se han estudiado los genes de la familia NGA, concretamente se han 

caracterizado funcionalmente los genes NGA1 y NGA2 y se ha evaluado el grado de 

redundancia funcional de los cuatro genes de la familia tanto en el desarrollo del 

gineceo como en otros procesos del desarrollo de la planta.  

En primer lugar se han caracterizado funcionalmente los genes NGA1 y NGA2. 

En el laboratorio ya se habían caracterizado los mutantes nga3 y nga4, concretamente 

los alelos nga3-1, nga3-2, nga3-3 y nga4-3 (Trigueros, 2008; Trigueros et al., 2009). El 

mutante nga3-3 presentaba un crecimiento desigual de las valvas, que hacía que el estilo 

creciera inclinado hacia uno de los lados mientras que el mutante nga4-3 se 

caracterizaba por poseer un estilo más alargado que el fruto silvestre (fig. 11). Los 

defectos eran más severos en el doble mutante nga3-3 nga4-3 lo cual indicaba una 

redundancia funcional entre ambos genes (fig. 11). Así mismo, el patrón de expresión 

de NGA3 y NGA4 es muy similar, expresándose ambos en el meristemo inflorescente 

así como en los primordios florales en estadios tempranos del desarrollo. A partir del 

estadio 6 del desarrollo floral la expresión queda limitada a la zona apical del carpelo, y 

es a partir del cierre del gineceo cuando la señal pasa a detectarse en estilo, estigma, 

óvulos y en la zona apical del tracto transmisor (Trigueros, 2008; Trigueros et al., 

2009).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11. Fotografías del microscopio electrónico de barrido. De izquierda a derecha se puede observar 
la zona apical de un carpelo completamente elongado de Columbia 0, nga3-3, nga4-3 y nga3-3 nga4-3. 

 

 

Para estudiar si los genes NGA1 y NGA2 tenían funciones similares a las 

observadas para NGA3 y NGA4, se procedió a su caracterización mediante las siguientes 

aproximaciones experimentales: 

 

1. Búsqueda de mutantes para los genes NGA1 y NGA2 y su caracterización 

fenotípica. 

2. Generación del doble mutante nga1 nga2. 

3. Análisis del patrón de expresión de los genes NGA1 y NGA2 y de su 

localización subcelular. 
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1.1. Búsqueda de mutantes de inserción para los genes NGA1 y NGA2.  
 

 Para estudiar la función de los genes NGA en el desarrollo del gineceo de 

Arabidopsis se buscaron mutantes de inserción para los genes NGA1 y NGA2 en 

diferentes colecciones públicas.  

 Para NGA1 la única línea de inserción que se encontró pertenecía a la 

colección Wisconsin DsLox T-DNA (Woody et al., 2007). Según la información 

proporcionada por la base de datos correspondiente, se trataba de una línea con una 

inserción de T-DNA  en la región 3‟UTR del gen (fig. 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12. Mutante de inserción de T-DNA para NGA1. Diagrama de la localización de la inserción 
según la información disponible en el TAIR. En la parte superior se representa el cromosoma II del genoma 
de Arabidopsis y se indica la posición del gen dentro del mismo (línea amarilla). Debajo aparece una visión más 
detallada de la región donde se localiza el gen de interés. Concretamente se representan 2Kb del cromosoma 
donde se indica la región correspondiente al transcrito. La región codificante está representada en azul oscuro 
y las regiones 5’UTR y 3’UTR en azul claro. En la parte inferior se indica la localización predicha de la 
inserción (triángulo). 

 

 Para comprobar si la inserción se localizaba exactamente donde indicaba la 

información disponible en el TAIR se realizó una PCR a partir de DNA genómico con 

cebadores específicos del gen y del T-DNA. Se utilizaron los cebadores SS071, 

localizado en la región codificante, y oTOL2RWT, localizado por detrás de la inserción, 

que deberían amplificar el alelo silvestre y los cebadores p745, localizado en el extremo 

izquierdo (LB, “left border”) del T-DNA, y el TOL2F, localizado por delante de la 

inserción, para amplificar el alelo mutante. Para este alelo también se utilizó la 

combinación oTOL2RWT y p745 esperando que, si la inserción era única y estaba en la 

orientación predicha, no debería amplificarse ninguna banda (fig 13). Con las dos 

combinaciones de cebadores utilizadas para el alelo mutante se obtenía producto de 

PCR de modo que decidimos analizar con más detalle la secuencia que aparecía en la 

base de datos. Cuando se apareaba dicha secuencia con la secuencia completa del gen 

NGA1 el resultado era algo difícil de interpretar, ya que apareaba con dos zonas 

diferentes del gen en orientaciones opuestas, lo que hizo que se pensara que quizás 

había habido una inversión cromosómica, concretamente del fragmento del gen 

adyacente a la posición de la inserción. 
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Figura 13. Localización de la inserción de T-DNA en el gen NGA1. Diagrama de la posición de los 
cebadores utilizados para determinar la localización de la inserción en la línea mutante. Se representan de 
arriba a abajo la inserción de T-DNA (en rojo) en la posición predicha por la base de datos, un fragmento del 
gen y aproximadamente 3Kb del cromosoma II. Dentro del gen la región codificante está representada en 
azul oscuro y las regiones 5’UTR y 3’UTR en azul claro. La localización y orientación de los cebadores 
utilizados para la PCR se indica con una flecha amarilla. 

 

 Para intentar esclarecer la naturaleza de la mutación se optó por hacer un 

análisis “Southern blot”, utilizando como sonda el cDNA completo de NGA1. Después 

de analizar diferentes opciones, las enzimas utilizadas para la digestión del DNA 

genómico fueron XbaI y BglII, que, si la información del TAIR sobre la inserción era 

correcta, deberían generar los fragmentos indicados en la figura  14.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14. Esquema de la posición donde cortan las enzimas de restricción utilizadas en el 
“Southern” para NGA1. Se indica las posiciones donde cortan las enzimas XbaI y BglII tanto en el T-DNA 
como en la región genómica de NGA1. En la tabla se enumeran los tamaños de los fragmentos de DNA 
esperados, tras la digestión con cada enzima, que hibridan con la sonda del cDNA completo, en el caso de 
que la planta posea un alelo mutante o silvestre.  

 

 Los tamaños observados en el “southern” coincidían con los esperados, por 

tanto, la inserción del T-DNA no parecía haber dado lugar a una inversión o 

reorganización cromosómica. Además, los resultados del “southern” permitieron 

identificar plantas mutantes homocigotas y heterocigotas para la inserción. De las 

diferentes líneas utilizadas, la 3.5 (primer carril) era silvestre, la 5.4 (tercer carril) y la 

Enzimas 

utilizadas 

Fragmentos esperados (pb) 

Alelo silvestre Alelo mutante 

BglII 
1012 

249 

1982 

249 

XbaI 6908 3564 

XbaIXbaI(1000)(1000)

(1200)(1200) XbaIXbaI(8900)(8900)

BglIIBglII(8932)(8932)

LB RB

XbaIXbaI(1000)(1000)

(1200)(1200) XbaIXbaI(8900)(8900)

BglIIBglII(8932)(8932)XbaIXbaI(1000)(1000)

(1200)(1200) XbaIXbaI(8900)(8900)

BglIIBglII(8932)(8932)XbaIXbaI(1000)(1000)

(1200)(1200) XbaIXbaI(8900)(8900)

BglIIBglII(8932)(8932)XbaIXbaI(1000)(1000)XbaIXbaI(1000)(1000)

(1200)(1200)(1200)(1200) XbaIXbaI(8900)(8900)

BglIIBglII(8932)(8932)

XbaIXbaI(8900)(8900)

BglIIBglII(8932)(8932)

LB RB
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6.4 (cuarto carril) eran homocigotas para la inserción (fig. 15) y las líneas 8.2 y 8.4 

(quinto y sexto carril respectivamente) eran heterocigotas.   

 

           MN1          MN2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 15. “Southern blot” para el mutante nga1. MN1: “Southern” realizado con DNA genómico 
digerido con la enzima de restricción XbaI. MN2: “Southern” realizado con DNA genómico digerido con la 
enzima de restricción BglII. En la parte superior se indican las líneas mutantes y en los laterales la localización 
de la banda esperada para el alelo silvestre y el mutante. 

 

 Para intentar resolver las aparentes contradicciones sobre la localización del T-

DNA se llevaron a cabo diferentes PCRs con cebadores específicos del gen NGA1 

situados por delante y detrás de la localización predicha de la inserción y el cebador 

p745 localizado en el extremo LB del T-DNA (fig. 16). Para amplificar la región 

anterior a la inserción se utilizaron las siguientes combinaciones de cebadores: TOL2F y 

p745, SS071 y oMNG17, SS071 y otl2THR, SS071 y TOL2R y oMNG11 y p745, y 

para amplificar la región posterior a la inserción se utilizaron los cebadores p745 y 

oTOL2RWT. Los fragmentos obtenidos fueron secuenciados y apareados con la 

secuencia de NGA1. Se comprobó que la línea mutante contenía la inserción de dos T-

DNA en tándem, que presentaban enfrentados los extremos derechos (RB, “right 

border”) (fig. 16). Los T-DNAs se localizaban 13pb por detrás de la 3‟UTR más larga 

disponible en las bases de datos de ESTs. Este alelo se denominó nga1-4, para 

diferenciarlo de otros alelos mutantes de nga1 caracterizados simultáneamente a la 

realización de esta tesis en el laboratorio del Dr. Yuval Eshed (Rehevot, Israel; Alvarez 

et al., 2009). 
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Figura 16. Mutante de inserción de T-DNA para NGA1. Diagrama donde se indica mediante una flecha 
amarilla la posición y orientación de los cebadores utilizados para determinar la localización de la inserción en 
el mutante. Además se representa en la parte superior la localización deducida a partir de los resultados de las 
inserciones del T-DNA (en rojo) así como su orientación y en la parte inferior la localización predicha por la 
base de datos. En la tabla se muestran las parejas de cebadores utilizados así como el tamaño de la banda 
amplificada que posteriormente se secuenció.  

  

 Una vez identificado el mutante homocigoto, y puesto que la inserción parecía 

estar por debajo de la región que se transcribe, se determinó el efecto de la inserción en 

la transcripción del gen NGA1 mediante RT-PCR semicuantitativa y qRT-PCR. Para la 

RT-PCR semicuantitativa se utilizaron los cebadores oMNG32 y oMNG33 para 

amplificar el gen completo. En el caso de la qRT-PCR se utilizaron los oligos oMNG48 

y oMNG49. Los resultados de la RT-PCR semicuantitativa parecían indicar que el nivel 

de transcrito en las líneas nga1-4 era ligeramente más bajo que el de una planta 

silvestre. Mediante qRT-PCR se comprobó que efectivamente había una reducción en el 

nivel de ARNm en la línea mutante con respecto a la silvestre de aproximadamente un 

23% (fig. 17), por lo que se podía esperar que el alelo nga1-4 fuera un alelo débil. 

 

 

 

 

 

Cebador directo Cebador reverso Tamaño de la banda (pb) 

TOL 2F p745 433 

SS071 oMNG17 358 

SS071 otl2THR 410 

SS071 TOL2R 572 

oMNG11 p745 487 

p745 oTOL2RWT 521 
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Figura 17. Análisis por RT-PCR semicuantitativa y qRT-PCR de los niveles de transcrito del gen 
NGA1 en inflorescencias de Columbia y del mutante nga1-4. En cada panel se representan los niveles de 
expresión relativa a los niveles de expresión en plantas silvestres. (A) RT-PCR semicuantitativa. Como 

control interno se utiliza el FACTOR DE ELONGACIÓN 1. A la izquierda se indica el gen amplificado y a 
la derecha los cebadores utilizados así como el tamaño del fragmento obtenido. (B) qRT-PCR. Como control 
interno se utiliza la UBIQUITINA 21. Se representan los niveles de expresión relativa a los niveles silvestres, 
con desviación estándar de muestras por triplicado. 

 

 Para NGA2 se encontró en la colección SLAT (Tissier et al., 1999) una línea 

con una inserción de un elemento transponible tipo Spm defectivo (dSpm) en la 

posición 570pb de la región codificante (fig. 18). Este tipo de transposones han sido 

modificados para evitar la transposición del mismo dentro del genoma y así conseguir 

una inserción estable. Por la posición de la inserción en esta línea se podría esperar que 

la proteína completa no se tradujera. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 18. Mutante de inserción de elemento transponible tipo dSpm para NGA2. Diagrama de la 
localización de la inserción según la información disponible en el TAIR. En la parte superior se representa el 
cromosoma III del genoma de Arabidopsis y se indica la posición del gen dentro del mismo (línea amarilla). 
Debajo aparece una representación más detallada de la región donde se localiza el gen de interés, 
concretamente 2Kb del cromosoma y, bajo ella,  la región correspondiente al transcrito, donde la región 
codificante está representada en azul oscuro y las regiones 5’UTR y 3’UTR en azul claro. En la parte inferior 
se indica la localización de la inserción (triángulo). 

 

 A partir de la información del TAIR se diseñaron los cebadores necesarios 

para la reacción de PCR. Con los cebadores oMNG14 y oMNG15 se amplificaba el 

alelo silvestre y con los cebadores EN8130 (cebador del transposon) y oMNG14 se 
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amplificaba el alelo mutante (fig.19). La posterior secuenciación de estos productos de 

PCR permitió comprobar (fig. 19) que el dSpm se localizaba en la base 572 (tomando 

como posición 1 la primera base del codón de inicio de la traducción), tal y como 

indicaba la información del TAIR. Además, también sirvió para genotipar las plantas de 

esta línea e identificar mutantes homocigotos. Este alelo se denominó nga2-2, para 

diferenciarlo del alelo mutante de nga2 caracterizado simultáneamente a la realización 

de esta tesis en el laboratorio del Dr. Yuval Eshed (Rehevot, Israel; Alvarez et al., 

2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 19. Mutante de inserción de elemento transponible tipo dSpm para NGA2. Diagrama de la 
posición de los cebadores utilizados para localizar la inserción en el mutante. Se representa un fragmento del 
gen, donde la posición en la región genómica se indica abajo. El transcrito se representa en azul, donde la 
región codificante aparece en azul oscuro y las UTRs en azul claro. La localización de los cebadores se indica 
con flechas amarillas. Además, se señala la localización del Spm (en rojo), orientación y posición de los 
cebadores utilizados para realizar la PCR. 

 

 Posteriormente, se llevó a cabo el análisis molecular del mutante homocigoto 

nga2-2 para determinar el efecto de la inserción en la transcripción del gen. Este análisis 

se abordó mediante RT-PCR semicuantitativa y qRT-PCR. Para la RT-PCR 

semicuantitativa se utilizaron los cebadores oMNG29 y oMNG31 para estudiar el nivel 

de expresión del gen completo y los cebadores oMNG29 y oMNG30 para analizar si la 

región del gen anterior a la inserción se transcribía. En el caso de la qRT-PCR se 

utilizaron los cebadores oMNG46 y oMNG47 localizados en la región codificante 

posterior a la inserción. Cuando en la RT-PCR semicuantitativa se compararon los 

niveles de transcrito del silvestre y el mutante se comprobó que el ARNm completo no 

se transcribía pero sí la región anterior a la inserción y, por tanto, cabría esperar que 

diera lugar a una proteína truncada (fig. 20 A). Por ello, no se pudo confirmar que el 

mutante del que disponíamos fuera un mutante nulo, ya que no se sabía si la proteína 

truncada que probablemente se sintetizaba era funcionalmente activa. El análisis por 

qRT-PCR confirmó que el ARNm completo no se transcribía en la línea nga2-2 (fig. 20 

B). 

 

 

 

 

 

Cebador directo Cebador reverso Tamaño de la banda (pb) 

oMNG14 EN8130 662 

EN205 oMNG15 393 
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Figura 20. Análisis por RT-PCR semicuantitativa y qRT-PCR de los niveles de transcrito del gen 
NGA2 en inflorescencias de Columbia y mutante nga2-2. (A) RT-PCR semicuantitativa. Como control 

interno se utiliza el FACTOR DE ELONGACIÓN 1. A la izquierda se indica el gen amplificado y a la 
derecha los cebadores utilizados así como el tamaño del fragmento obtenido. La primera columna 
corresponde al transcrito completo y la segunda al fragmento anterior a la inserción. (B) qRT-PCR. Como 
control interno se utiliza la UBIQUITINA 21. Se representan los niveles de expresión relativa a los niveles 
silvestres, con desviación estándar de muestras por triplicado. 

 

Teniendo en cuenta la localización de la inserción, en el mutante nga2-2, 

podríamos esperar que se tradujera una proteína truncada de 190 residuos, que 

corresponden a la región anterior a la inserción más 29 aminoácidos codificados por el 

elemento dSpm, en comparación con la proteína completa de 299 residuos (fig. 21) Está 

proteína incluiría el dominio de unión a DNA tipo B3 pero no los motivos conservados 

que se localizan en posición C-terminal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 21. Alineamiento de la proteína completa de NGA2 y la posible proteína truncada codificada 
por el alelo mutante nga2-2. Se señala en azul el dominio B3 y en verde, morado y amarillo los motivos 
conservados de la familia NGA en posición C-terminal.  

 

En resumen, identificados un alelo mutante en el gen NGA1, y otro en el gen 

NGA2, se podía concluir que el alelo mutante nga1-4 probablemente era un alelo muy 

débil, ya que únicamente se producía una ligera reducción en el nivel de expresión del 

gen NGA1. En el caso del alelo mutante nga2-2 no se traducía la proteína entera pero 

era de esperar que codificara una proteína truncada la cual carecía de los motivos 

conservados situados en posición C-terminal.  
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1.2. Caracterización fenotípica de los mutantes nga1-4 y nga2-2. 
 

En el laboratorio ya se habían caracterizado los mutantes nga3-3 y nga4-3. Estas 

líneas eran aparentemente iguales a las silvestres con la excepción de pequeños defectos 

observados en la formación de la zona apical del fruto. Al comparar los mutantes nga1-

4 y nga2-2 con plantas silvestres no se observaron defectos aparentes ni en la 

morfología general de las mismas ni en el fruto. Sin embargo, se decidió estudiar con 

más detalle el desarrollo del gineceo. 

Cuando se compararon los diez primeros frutos de los mutantes nga1-4 y nga2-2 

con los de plantas silvestres Col-0 no se observaron diferencias significativas en cuanto 

a tamaño y forma. Únicamente cuando se estudió con detalle la zona apical del fruto, 

bien a la lupa o bien en el microscopio electrónico, se observaron defectos sutiles en la 

zona apical del mismo. Los frutos presentaban un estilo ligeramente más largo y 

estrecho acompañado en ocasiones, en el caso de nga2-2, de un crecimiento ligeramente 

desigual de las valvas (fig. 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 
Figura 22. Caracterización fenotípica de los mutantes nga1-4 y nga2-2. De izquierda a derecha se 
muestran los diez primeros frutos de plantas silvestres, Columbia, y de los mutantes nga1-4 y nga2-2. Las 
unidades de la regla son mm. Los paneles inferiores muestran fotos más detalladas, tanto al microscopio 
electrónico de barrido como a la lupa, de la zona apical del fruto (estadio 17). 
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1.3. Estudio del patrón de expresión de los genes NGA. 
 

En primer lugar, determinamos los niveles de expresión de los cuatro genes 

NGA en diferentes tejidos de la planta. Para ello, se analizaron los niveles de los ARNm 

correspondientes en raíz, tallo, hojas e inflorescencias de plantas silvestres mediante 

qRT-PCR. En la figura 23 se puede observar como todos los genes NGA se expresaban 

en todos los tejidos de la planta analizados. De entre ellos NGA4, era el que menos se 

expresaba en todos ellos y NGA1 el que presentaba un nivel de expresión más elevado 

en inflorescencias. En todos los casos los niveles de expresión en inflorescencias eran 

superiores a los detectados en otras partes de la planta. 

 

 

 

 

 

 
Figura 23. Niveles de expresión de 
los diferentes genes que componen 
la familia NGA en diferentes tejidos 
de Arabidopsis thaliana. Se 
representan los niveles de expresión 
relativa a los niveles de UBQ 21, con 
desviación estándar de muestras por 
triplicado. 

 

 

 

 

 

 

En segundo lugar, se analizó el patrón de expresión espacio-temporal en 

inflorescencias tempranas de plantas silvestres, mediante hibridación “in situ” del 

ARNm. Para ello se diseñaron sondas específicas que hibridaban con cada uno de los 

correspondientes ARNm, localizadas en zonas de la región codificante donde la 

homología de secuencia entre los cuatro genes fuera baja a fin de minimizar efectos de 

hibridación cruzada.   

Los resultados mostraban como el gen NGA1 se expresaba en el meristemo 

apical del tallo (SAM), aunque débilmente. En el meristemo floral la señal era más 

intensa y homogénea (fig. 24 A-B). A lo largo del desarrollo floral temprano se podía 

observar que NGA1 se expresaba en los primordios de todos los órganos florales (fig. 24 

C y G). En el primordio del gineceo, a partir del estadio 8, la expresión era más fuerte 

en la mitad apical y en la zona adaxial del gineceo (fig. 24 C). En el estadio 10, la 

expresión de NGA1 quedaba restringida a la zona apical del gineceo (estilo y estigma) y 

a la placenta y primordios de óvulos (fig. 24 D). En estadio 11, detectábamos señal 

únicamente en los primordios de óvulos (fig. 24 D-E). El patrón de expresión de NGA2 

era similar al de NGA1, aunque la señal era menos intensa (fig. 24 H-M). NGA1 y 

NGA2 presentaban patrones casi idénticos a los de NGA3 (fig. 24 N-P) y NGA4 (fig. 24 

Q-R) con la diferencia de que para estos dos genes en estadio 11 también se detectaba 

señal en estilo y estigma (fig. 24 P y R). Cabe destacar que la intensidad de la señal 

detectada para NGA1 era mayor a la de los otros genes de la familia, resultado que 

concuerda con el de la qRT-PCR anteriormente descrita. 
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Figura 24. Patrón de expresión de los genes NGA1 y NGA2 en inflorescencias silvestres de 
Arabidopsis thaliana. Hibridación “in situ” de cortes longitudinales de inflorescencias de plantas silvestres. 
(A) a (G) Patrón de expresión de NGA1. (A) y (B) Meristemo apical del tallo y meristemo floral. NGA1 se 
expresa más intensamente en la mitad adaxial del primordio floral. (C) Gineceo en estadio 8, se detecta señal 
de NGA1 en la mitad apical y en la zona adaxial del gineceo, en los primordios de estambres y en el extremo 
de los primordios de pétalos (D) Gineceo en estadio 10. NGA1 se expresa en la placenta y en la zona apical 
del gineceo en desarrollo. (E) Gineceo en estadio 11. La expresión de NGA1 se detecta en primordios de 
óvulos. (F) Primordios de óvulos de una flor en estadio 11. (G) Flor en estadio 6, se detecta la expresión de 
NGA1 en el primordio del gineceo, en la parte distal de los sépalos y en los primordios de pétalos. (H) a (M) 
Patrón de expresión de NGA2. (H) Meristemo apical del tallo y meristemos florales. La expresión de NGA2 
se detecta en la parte adaxial del primordio floral. (I) Gineceo en estadio 8. NGA2 se expresa en parte apical 
y en la zona adaxial del gineceo (J) Gineceo en estadio 10. La expresión de NGA2 es similar a la de NGA1 
en (D). (K) Gineceo en estadio 11. NGA2 se expresa de forma similar a NGA1 en (E). (L) Primordios de 
óvulos de una flor en estadio 11. (M) Flor en estadio 6, se detecta la expresión de NGA2 en el primordio del 
gineceo, en la parte distal de los sépalos y en los primordios de pétalos. (N) a (P) Patrón de expresión de 
NGA3. (N) Ápice inflorescente, se detecta la expresión de NGA3 en el centro del meristemo floral (flecha). 
(O) Gineceo en estadio 8, NGA3 se expresa en la parte distal del gineceo así como en el extremo apical de 
los estambres. (P) Gineceo en estadio 11. La expresión de NGA3 se detecta en la zona distal del gineceo 
(flecha) y en la superficie de los primordios de óvulos. (Q) y (R) Patrón de expresión de NGA4. (Q) 
Meristemo apical del tallo y meristemo floral en los cuales se detecta expresión de NGA4. (R) Gineceo en 
estadio 10, se puede observar la expresión de NGA4 en la zona apical del gineceo y en la superficie de los 
primordios de óvulos. 

 

 Como el patrón de expresión era complejo generamos líneas transgénicas 

reporteras tanto para NGA1 como para NGA2. Las construcciones utilizadas poseían la 

región genómica completa de cada gen. Se clonaron 2,5 kb del promotor, junto con la 

región codificante del gen NGA1 y NGA2, fusionados al extremo N-terminal del gen 

delator GUS, y en el extremo C-terminal del mismo se clonaron 2 kb de la región 3‟ de 

cada gen, incluyendo la región 3‟UTR y secuencias genómicas no transcritas (fig. 25). 
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Estas líneas permitirían describir con mayor detalle el patrón de expresión espacio-

temporal de ambos genes y además facilitarían estudios genéticos posteriores.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Esquema de las construcciones utilizadas para estudiar el patrón de expresión de NGA1 y 
NGA2. Se fusionó la proteína delatora GUS en el extremo C-terminal de las proteínas NGA1 y NGA2. Se 
representa las regiones 5’ y 3’ del gen (en naranja) dentro de las cuales se señala tanto la 5’UTR como la 
3’UTR (en gris), la región codificante (en amarillo) y el gen GUS (en azul). Se indica el nombre de la 
construcción (ver anexo II) así como los tamaños relativos de los fragmentos. 

 

Para NGA1 durante la fase vegetativa se detectó la expresión del gen delator 

GUS en haces vasculares de cotiledones (fig. 26 A). En las hojas jóvenes en 

crecimiento, se detectaba en el extremo distal de la misma (fig. 26 B) mientras que en 

hojas completamente expandidas se observaba en tricomas y débilmente en tejido 

vascular (fig. 26 C). En raíces no se detectó expresión del gen GUS (fig. 26 D).  

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 26. Expresión de NGA1:GUS en plántulas. Detección histoquímica de actividad GUS dirigida por 
el promotor de NGA1. En plántulas se expresa en (A) haces vasculares de cotiledones, (B) en el extremo 
distal de hojas en crecimiento e hidatodos. (C) Hoja, la señal se detecta en tricomas, y débilmente en tejido 
vascular. (D) Raíz secundaria, donde no se detecta expresión de NGA1. 
 

Durante la fase reproductiva, y concretamente en inflorescencias en estadio 6, 

NGA1 se expresaba en los primordios de todos los órganos florales (fig. 27 B). En 

estadio 8, la señal se mantenía en todos los órganos florales en desarrollo siendo más 

intensa en la mitad apical y en la zona medial del gineceo (fig. 27 C). En el estadio 11 la 

señal se podía observar en la parte distal de sépalos y pétalos, y en el gineceo quedaba 

restringida a la zona apical del mismo y a los tejidos localizados en posición medial, 

concretamente a la placenta y a los primordios de óvulos (fig. 27 D). En estadio 12 la 

señal se detectaba a lo largo de todo el gineceo aunque más intensamente en la zona 

apical, placenta y óvulos, manteniéndose también en la parte distal de sépalos y pétalos 

(fig. 27 E). Durante el estadio 13 la señal quedaba restringida a la zona de la placenta, 

óvulos y estilo (fig. 27 F). En el estadio 14 la señal se mantenía en las mismas zonas 

que en el estadio anterior, aunque disminuyó el nivel de expresión en pétalos (fig. 27 

G).  
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Figura 27. Expresión de NGA1:GUS en inflorescencias. Detección histoquímica de actividad GUS 
dirigida por el promotor de NGA1. (A) Visión general de una inflorescencia. (B) Gineceo en estadio 6, la 
señal se detecta en los primordios de todos los órganos florales (C) Gineceo en estadio 8, la señal es más 
intensa en la región apical y medial del gineceo. (D) Gineceo en estadio 11. La actividad GUS se detecta en la 
parte distal de sépalos y pétalos, en el gineceo se expresa en el extremo apical y en la placenta y primordios de 
óvulos. (E) Gineceo en estadio 12. La actividad GUS se observa más intensamente en la parte distal del 
gineceo, así como en la placenta y óvulos. (F) y (G) Gineceo en estadio 13 y 14, respectivamente. En estos 
dos estadios la actividad GUS se detecta en la placenta, óvulos y estilo, además de en la parte distal de los 
pétalos. 

 

En las líneas reporteras de NGA2 (pMNG41) también se detectó expresión en 

cotiledones, aunque con un patrón diferente al de NGA1. La expresión de NGA2 no era 

uniforme, sino que se detectaba en células aisladas además de en el tejido vascular (fig. 

28 A). También se observaba señal en primordios de hojas (fig. 28 B), pero una vez que 

la hoja había elongado dejaba de detectarse. En raíces, la actividad GUS se detectaba en 

raíces secundarias en crecimiento, concretamente en la zona elongación de la raíz (fig. 

28 C-D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28. Expresión de NGA2:GUS en plántulas. Detección histoquímica de actividad GUS conducida 
por el promotor de NGA2. En plántulas se expresa en (A) cotiledones, concretamente en haces vasculares y 
células aisladas, y (B) primordios de hojas. (C) y (D) Raíces secundarias, la señal se puede observar en la zona 
de elongación de la raíz.  

 

Durante la fase reproductiva, y concretamente en inflorescencias, la señal se 

detectaba en flores de todos los estadios de desarrollo. En flores de estadio 7, se observó 

señal en la parte apical y en la zona adaxial del gineceo (fig. 29 B). En el estadio 8 la 

actividad GUS se detectaba en la zona apical del gineceo (fig. 29 C). En el estadio 11 la 

señal se detectaba en la placenta, valvas y la zona central del estilo (fig. 29 D). En 

estadio 12 la señal GUS era mucho más intensa en la placenta, detectándose débilmente 
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en óvulos y estilo (fig. 29 E-F). En estadio 14 la señal disminuye pero se detectaba en 

las mismas zonas que durante el estadio anterior (fig. 29 G). En el estadio 15 la 

actividad GUS se detectaba únicamente de forma débil en las semillas (fig. 29 H-I).  

 

 

 

 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 29. Expresión de NGA2:GUS en inflorescencias. Detección histoquímica de actividad GUS 
conducida por el promotor de NGA2. En plántulas se expresa en (A) Visión general de una inflorescencia. 
(B) Gineceo en estadio 7. La actividad GUS se detecta en la parte apical y en la zona adaxial del gineceo. (C) 
Gineceo en estadio 8. La señal se detecta en la mitad apical del gineceo. (D) Gineceo en estadio 11. El GUS 
se observa en placenta, valvas y zona central del estilo. (E) Gineceo en estadio 12. La actividad GUS se 
detecta en placenta, óvulos y estilo. (F) Detalle de la zona apical del gineceo en estadio 12 (la flecha señala la 
zona del estilo) (G) Gineceo en estadio 14. La señal se mantiene en las mismas zonas que durante el estadio 
anterior. (H) Gineceo en estadio 15. La señal GUS se detecta en óvulos (flecha). (I) Detalle de la señal en 
óvulos observada en gineceos de estadio 15. 
 

1.4. Localización subcelular de las proteínas NGA1 y NGA2. 
 

 Los genes NGA tienen un dominio de unión a DNA y, por tanto, era muy 

probable que actuaran como factores transcripcionales y que su localización subcelular 

fuera nuclear. Para comprobar la localización de la proteína se amplificó la región 

codificante de estos genes y se fusionó al extremo C-terminal de la proteína verde 

fluorescente (GFP), bajo el control del promotor constitutivo 35S (fig. 30).  

 

 

 

  

 

 

 

 
Figura 30. Esquema de las construcciones utilizadas en el experimento de expresión transitoria. Se 
fusionó la proteína verde fluorescente (GFP) al extremo N-terminal de las proteínas NGA1 y NGA2. Se 
representa el promotor 35S (en naranja), el gen de la GFP (en verde), la región codificante del gen NGA1 o 
NGA2 con codón de parada (en amarillo) y finalmente el terminador. Se indica el nombre de la construcción 
(ver anexo II) así como los tamaños relativos de los genes. 
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 Con estas construcciones se agroinfiltraron hojas de Nicotiana benthamiana, 

para conseguir la expresión transitoria del gen. En la figura 31 se muestra el patrón de 

localización subcelular de cada proteína. En ambos casos la fluorescencia se detectaba 

en núcleo y citoplasma. 

 
A                B 

   

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 31. Localización subcelular de NGA1 y NGA2. Se agroinfiltraron hojas de Nicotiana benthamiana 
con las siguientes construcciones: (A) 35S::GFP:NGA1 (pMNG15) (B) 35S::GFP:NGA2 (pMNG16). 

 

Para determinar si la localización subcelular era dependiente del tejido o estadio 

de desarrollo se generaron proteínas de fusión  NGA:GFP bajo el control del promotor 

endógeno correspondiente. Para ello, se tomaron como punto de partida las 

construcciones realizadas con el gen delator GUS. En ellas se sustituyó dicho gen por el 

gen de la GFP (fig. 32). Posteriormente se obtuvieron las correspondientes plantas 

transgénicas.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 32. Esquema de las construcciones utilizadas para estudiar el patrón de expresión de NGA1 y 
NGA2. Se fusionó la proteína delatora GFP en el extremo C-terminal de las proteínas NGA1 y NGA2. Se 
representa las regiones 5’ y 3’ del gen (en naranja) dentro de las cuales se señala tanto la 5’UTR como la 
3’UTR (en gris), la región codificante (en amarillo) y el gen GFP (en verde). Se indica el nombre de la 
construcción (ver anexo II) así como los tamaños relativos de los fragmentos. 

 

Durante la fase vegetativa, ambas proteínas se localizaban en los tricomas de las 

hojas, concretamente en el núcleo del mismo (fig. 33 B-F), y en el caso de NGA2, en 

ocasiones puntuales, en pequeños grupos de células aisladas en cotiledones (fig. 33 A), 

coincidiendo con lo observado con la detección de actividad GUS (fig. 28 A). Cuando 

se observan al microscopio confocal las raíces de ambas líneas, como era de esperar, 

sólo en el caso de las proteínas NGA2 se observa señal de GFP, concretamente se 

localizan en el núcleo de las células de la zona de elongación de la raíz (fig. 33 G-H). 

Así, en órganos vegetativos la localización subcelular de NGA1 y NGA2 parece ser 

nuclear. 
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Figura 33. Expresión de NGA1:GFP y NGA2:GFP 
en plántulas. (A-F) Fotografías a la lupa de plántulas 
que expresan la proteína de fusión NGA1:GFP o 
NGA2:GFP. (A) NGA2:GFP. Cotiledón, se puede 
detectar señal GFP en grupos de células aisladas. (B) 
NGA1:GFP. Plántula. Se detecta señal en los tricomas. 
Se muestra una única línea porque con ambos genes la 
expresión es igual. (C-F) Detalle del tricoma de hoja. 
(C-D) NGA1:GFP. La señal se detecta en el núcleo 
de la célula. (E-F) NGA2:GFP. La localización de la 
señal coincide con la de las proteínas NGA1. (G-H) 
Fotografía al microscopio electrónico de la raíz de la 
línea NGA2:GFP. Se detecta GFP en el núcleo de las 
células de la zona de elongación. 

 

Durante la fase reproductiva se observaron al confocal flores en los primeros 

estadios de desarrollo. Se pudo comprobar como en la línea NGA2:GFP se detectaba 

señal GFP en el extremo distal de los pétalos, en estás células la señal se observaba 

tanto en núcleo como en citoplasma (fig. 34 A). Cuando se observaban los gineceos, 

tanto NGA1 como NGA2 se localizaban en los mismos tejidos, es decir, en ambos casos 

la señal se detectaba en las células del estigma (fig. 34 B-F), desde el inicio de su 

formación (fig. 34 B) hasta que este tejido se encuentra completamente desarrollado 

(fig. 34 E-F), en esta zona la señal también se observa en núcleo y citoplasma (fig. 34 

B-D). Además, las proteínas NGA1 y NGA2 se localizaban en el estilo (fig. 34 C y F). 

De modo que dependiendo del tejido las proteínas NGA se localizaban o bien en el 

núcleo o bien en núcleo y citoplasma.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 34. Expresión de NGA1:GFP y NGA2:GFP en inflorescencias. Fotografías al microscopio 
confocal. (A) NGA1:GFP. Células de pétalos. La señal se observa en núcleo y citoplasma. (B-F) Gineceos de 
la línea NGA1:GFP. (B-E) Detalle de la zona apical del gineceo en diferentes estadios de desarrollo. La 
proteína GFP se localiza en el núcleo y citoplasma de las células del estigma. (F) Zona apical del gineceo. La 
señal se observa en el estilo. Se muestra la expresión en el gineceo de la línea NGA1:GFP porque el patrón de 
la línea NGA2:GFP es igual. N, núcleo. C, citoplasma. 
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1.5. Estudio del papel de los genes NGA en el desarrollo del gineceo. 
 

 Los cuatro mutantes simples nga presentaban defectos sutiles en el desarrollo de 

la zona apical del gineceo. En trabajos previos del laboratorio se había observado que el 

mutante nga3-3 presentaba un crecimiento desigual de las valvas, que hacía que el estilo 

creciera inclinado hacia uno de los lados, mientras que el mutante nga4-3 se 

caracterizaba por poseer un estilo más alargado que el fruto silvestre. Estos defectos 

eran mucho más pronunciados en el doble mutante nga3-3 nga4-3, lo que demostraba 

que ambos genes tenían funciones parcialmente redundantes (Trigueros, 2008). Para 

estudiar si la redundancia funcional se extendía a todos los miembros de la familia, se 

generaron mediante cruces todas las combinaciones posibles de dobles y triples 

mutantes así como el cuádruple mutante. Los alelos utilizados durante la realización de 

esta tesis fueron nga1-4, nga2-2, nga3-3 y nga4-3, pero para simplificar la 

nomenclatura cuando se haga referencia a ellos se nombraran como nga1, nga2, nga3 y 

nga4.  

 
 1.5.1 Caracterización fenotípica de los mutantes nga. 

 

En general todas las combinaciones de mutantes presentaban fenotipos mucho 

más severos que los mutantes simples. 
 

Durante la fase reproductiva y puesto que las mutaciones en los genes NGA1 y 

NGA2 afectaban principalmente al desarrollo del gineceo y del fruto, se observó con 

detalle el fenotipo del mismo en las diferentes combinaciones de mutantes (fig. 35). 

Cuando se compararon los diez primeros frutos de los mutantes sencillos nga1 (fig. 35 

B), nga2 (fig. 35 C) y del doble mutante nga1nga2 (fig. 35 D) con los de plantas 

silvestres no se observó ninguna diferencia en cuanto a tamaño y forma. En el caso del 

resto de los dobles y triples mutantes los fenotipos observados eran más variables. Así 

pues, los mutantes nga1nga4 (fig. 35 F) y nga2nga4 (fig. 35 H) presentaban frutos con 

dos fenotipos diferentes, por una parte se podían observar frutos aparentemente iguales 

a los de plantas silvestres en cuanto a forma y tamaño, y por otra parte frutos más 

pequeños aunque de morfología similar a los frutos silvestres. En el triple mutante 

nga1nga2nga4 (fig. 35 J) también se daba esta variabilidad de fenotipos, observando 

frutos con longitud equivalente al fruto silvestre y frutos más pequeños, pero en este 

caso en algunos de ellos sí eran evidentes a simple vista los defectos en la formación de 

la zona apical del gineceo, apareciendo el fruto más estrecho en esta zona y con el estilo 

inclinado. En el resto de dobles (fig. 35 E y G), triples (fig. 35 I, K y L) y cuádruple 

mutante (fig. 35 M) el tamaño del fruto se veía seriamente afectado así como el número 

de semillas que producía, el cual era muy reducido. Los defectos en la formación de la 

zona apical del gineceo eran evidentes, apareciendo los frutos sin fusionar en la parte 

apical. 
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Figura 35. Comparación de la morfología de los diez primeros frutos de los distintos mutantes nga y 
sus combinaciones con respecto a las plantas silvestres. (A) Col-0. (B) nga1. (C) nga2. (D) nga1nga2. (E) 
nga1nga3. (F) nga1nga4. (G) nga2nga3. (H) nga2nga4. (I) nga1nga2nga3. (J) nga1nga2nga4. (K) nga1nga3nga4. (L) 
nga2nga3nga4. (M) nga1nga2nga3nga4. Las unidades de la regla son mm. 
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Figura 36. Caracterización fenotípica de la zona apical del fruto en los distintos mutantes nga y sus 
combinaciones con respecto a plantas silvestres. (A) Fotos en la lupa de frutos en estadio 17. (B) Fotos 
al microscopio electrónico de barrido de frutos en estadio 17. 
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A continuación se estudió con detalle la zona apical del fruto, bien a la lupa o 

bien en el microscopio electrónico. Observamos como a medida que el número de 

mutaciones aumentaba, los defectos en el fruto también lo hacían (fig. 36). Así pues, 

aunque en los mutantes sencillos los defectos eran prácticamente inapreciables, los 

dobles mutantes analizados mostraban defectos más severos en el desarrollo del 

gineceo, sobre todo si estaba presente el alelo nga3-3. En los dobles mutantes nga1 

nga3 y nga2 nga3 prácticamente no se formaban estilo ni estigma, aunque en ocasiones 

aparecían estos dos tipos de tejidos en zonas aisladas de la parte apical del fruto, que 

además aparecía siempre sin fusionar. En el resto de dobles mutantes el fenotipo era tan 

sólo ligeramente más evidente que el de los mutantes sencillos. Todos ellos se 

caracterizaban por presentar un crecimiento desigual de las valvas, el cual era más 

evidente en el doble mutante nga1 nga2, en el que en ocasiones aparecía el estilo 

abierto. En nga1 nga4, los frutos además presentaban un estilo más largo y estrecho que 

el del ecotipo silvestre. El fenotipo del triple mutante nga1 nga2 nga4 era un poco más 

severo que el del doble nga1 nga2: los frutos mostraban un crecimiento desigual de las 

valvas así como defectos en la fusión de la parte apical del fruto. El resto de los triples 

mutantes obtenidos y el cuádruple mutante presentaban fenotipos similares y muy 

severos, en el que la zona apical estaba prácticamente ausente ya que no se formaban ni 

estilo ni estigma, el fruto aparecía sin fusionar y presentaba un borde irregular. Estas 

líneas también presentaban una fase reproductiva mucho más larga que la línea 

silvestre, produciendo muchas más flores y frutos de fertilidad muy reducida.  

En la fase vegetativa se comprobó que en el triple mutante nga2 nga3 nga4 y en 

el cuádruple mutante nga las rosetas presentaban hojas más aserradas que las del 

ecotipo silvestre (fig. 37), por lo que se procedió a estudiar con más detalle la roseta del 

resto de líneas mutantes. Los mutantes sencillos nga1 y nga2 y los dobles mutantes 

nga1 nga2, nga1 nga3, nga1 nga4, nga2 nga3 y nga2 nga4 no muestran diferencias en 

la morfología de la roseta con respecto a la de plantas silvestres. En el caso de los triples 

mutantes nga1 nga2 nga3 y nga1 nga3 nga4 la morfología de la roseta es igual a la de 

las plantas silvestres, pero en el caso se la línea nga2 nga3 nga4 se observan ciertas 

diferencias. En estas plantas las hojas son más aserradas que las del ecotipo silvestre, 

siendo similares a las de las líneas nga1 nga2 nga3 nga4.  

 Estos resultados junto con los defectos observados durante la caracterización 

fenotípica del desarrollo del fruto permiten concluir que los genes NGA funcionan 

redundantemente dirigiendo distintos procesos del desarrollo, como la morfología foliar 

y la diferenciación del estilo y el estigma del gineceo.  

Estos resultados junto con los defectos observados durante la caracterización 

fenotípica del desarrollo del fruto permiten concluir que los genes NGA funcionan 

redundantemente dirigiendo distintos procesos del desarrollo, como la morfología foliar 

y la diferenciación del estilo y el estigma del gineceo. 
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Figura 37. Comparación de la morfología de la hoja. De izquierda a derecha y de arriba abajo podemos 
observar la roseta de Columbia 0, mutante sencillo nga1, doble mutante nga1nga2, triple mutante nga1nga2nga3 y 
nga2nga3nga4 y el cuádruple mutante nga. En el caso de mutantes sencillos, dobles y triples se muestra una 
única roseta porque en todas ellas el fenotipo de la roseta era idéntico, a excepción del triple nga2nga3nga4 que 
presentaba hojas más aserradas que el resto de triple mutantes.  

  

 Por otra parte, el análisis fenotípico de las combinaciones de mutantes 

permitió determinar la fuerza relativa de cada uno de los alelos utilizados. Teniendo en 

cuenta esto, el orden sería el siguiente: 

    

    nga3-3>nga4-3>nga2-2≈ nga1-4 

 

 Aquí cabe destacar que, a excepción de nga4-3, que sí parece tratarse de un 

alelo nulo, entre los otros alelos encontramos alelos que probablemente tengan un efecto 

negativo y dependiente de dosis en la correcta función de las proteínas, como podría ser 

el caso de nga3-3, y otros alelos probablemente muy débiles, como el caso del alelo 

nga1-4, que sólo afectan ligeramente a los niveles de expresión del transcrito. 

 Debido a que no todos los mutantes de los que se disponía eran nulos y para 

facilitar el análisis genético se generó un microRNA artificial que dirigía la degradación 

selectiva y específica de los ARNm de los cuatro genes NGA. Se eligió una secuencia 

consenso de 21pb (GAGGACACATGTTCGTCAAAG) (fig. 38) y mediante PCRs 

seriadas se sustituyó el microRNA de la horquilla del miR319a presente en el plásmido 

RS300 por el microRNA específico para los genes NGA (Schwab et al., 2006). 

Posteriormente este microRNA se clonó en el vector pCHF3 bajo el control del 

promotor CaMV35S (pMNG19) y se introdujo en la cepa de Agrobacterium 

tumefaciens C58. Tras generarse las correspondientes plantas transgénicas de 

Arabidopsis se obtuvieron 5 líneas independientes, homocigotas y con una única copia 

del transgen, denominadas pMNG19 3.14.2, 3.14.5, 3.14.6, 3.14.9 y 3.14.14.  
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Figura 38. Diseño del amiR-NGA. (A)  Alineamiento de las secuencias completas de los genes NGA con 
la secuencia del microRNA artificial para señalar su localización dentro de cada gen. En azul se señala el 
dominio B3 y en morado la región con la que aparea el microRNA (B) Alineamiento de la secuencia del 
amiR-NGA con cada una de sus dianas NGA. El valor dG corresponde a la energía libre de apareamiento 
microRNA/diana expresada en kcal/mol. 

 

 Para comprobar el nivel de transcrito presente de cada uno de los genes NGA 

se llevó a cabo el análisis molecular de las líneas transgénicas obtenidas. Para ello se 

realizó una PCR cuantitativa a tiempo real en inflorescencias de Col-0 y de las cinco 

líneas transgénicas, comprobándose como, en líneas generales, el nivel de ARNm de los 

cuatro genes era significativamente menor con respecto al silvestre. La expresión de 

NGA2 y NGA3 se se reducía en menor medida que la de los otros dos genes de la 

familia, resultado que concordaba con la menor energía libre de apareamiento entre el 

ARNm de NGA2 y NGA3 y el miRNA y, por tanto, la menor especificidad frente al 

microRNA. De las cinco líneas, la que presentaba unos niveles de transcrito más bajos 

de los genes NGA era la línea 3.14.6, con excepción de los niveles del gen NGA1, que se 

detectaba a un nivel más bajo en la línea 3.14.2 (fig. 39). A pesar de esa diferencia en 

los niveles de transcritos presente para cada gen, el fenotipo de las cinco líneas 

transgénicas era idéntico.   
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Figura 39. Análisis por PCR cuantitativa a tiempo real (RT-PCR). Se realizó en inflorescencias de 
Columbia y cinco líneas transgénicas amiR-NGA independientes con fenotipo fuerte para comprobar la 
reducción de los niveles de ARNm completo de los cuatro genes NGA. En cada gráfica se representan los 
niveles de expresión relativa a los niveles de expresión en plantas silvestres, con la desviación estándar de 
muestras por triplicado. 

 

 Estas líneas presentaban un fenotipo más severo que el del cuádruple mutante 

nga1 nga2 nga3 nga4, probablemente debido a la mayor reducción de los niveles de 

NGA1. En la fase vegetativa las hojas de la roseta del amiR-NGA eran más pequeñas y 

redondeadas que en el caso de las líneas silvestres y el cuádruple mutante nga1 nga2 

nga3 nga4 (fig. 40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 40. Comparación de la morfología de la hoja. Fenotipo de la roseta de Columbia 0, 
nga1nga2nga3nga4 y la línea amiR-NGA.  

 

En la fase reproductiva, las plantas eran idénticas en cuanto a envergadura y 

morfología a las del cuádruple mutante nga. Pero cuando se observaban con más detalle 

las inflorescencias de la línea amiR-NGA, se comprobó como pétalos, sépalos y 

estambres eran más cortos, lo que hacía que se pudiera ver el gineceo sobresaliendo por 

encima de éstos cuando las flores aún estaban cerradas (fig. 41). Junto con el fenotipo 
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en el desarrollo de la hoja, estos resultados sugieren un posible papel más general de los 

genes NGA en la regulación del crecimiento de los órganos laterales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 41. Caracterización fenotípica de la inflorescencia de las líneas amiR-NGA con respecto a la 
planta silvestre y al cuádruple mutante nga. En la parte superior se muestran fotografías a la lupa de 
inflorescencias de (A) Columbia, (B) nga1nga2nga3nga4 y (C) la línea amiR-NGA. (D) Fotografía al 
microscopio electrónico de barrido de una inflorescencia de la línea amiR-NGA. (E) Detalle de una flor, 
donde se puede apreciar como el gineceo sobresale por encima de sépalos y pétalos. 

 

Los carpelos presentaban defectos en el desarrollo similares a los del cuádruple 

mutante nga, es decir, frutos más pequeños, con menor número de semillas y una zona 

apical en la que estilo y estigma no se forman correctamente (fig. 42). Los defectos en la 

zona apical observados en el cuádruple mutante parecían más severos, con una mayor 

desorganización del tejido, pero en ambos casos esta zona apical no se formaba 

correctamente, apareciendo los frutos abiertos por la parte superior. En las líneas amiR-

NGA en ocasiones se formaba algo de tejido estilar y estigmático. 
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Figura 42. Caracterización fenotípica del fruto de las líneas amiR-NGA con respecto a la planta 
silvestre y al cuádruple mutante nga. (A) Comparación del tamaño de los diez primeros frutos de 
Columbia, nga1nga2nga3nga4 y la línea amiR-NGA. Las unidades de la regla son mm. (B) Fotos a la lupa de la 
zona apical del fruto de Columbia, nga1nga2nga3nga4 y la línea amiR-NGA. (C) Fotos al microscopio 
electrónico de barrido de la zona apical del fruto de Columbia, nga1nga2nga3nga4 y la línea amiR-NGA.    

 
1.6. Obtención de líneas de sobreexpresión para el gen NGA1. 
 

 Los resultados obtenidos indicaban que los genes NGA participaban de forma 

redundante en diversos procesos del desarrollo, pero no permitían deducir si todas las 

proteínas NGA eran funcionalmente equivalentes, ya que los defectos observados en la 

formación de la zona apical del fruto de las líneas mutantes no era idéntico para todos 

los genes. La familia NGA se puede subdividir en dos subfamilias, de modo que por su 

similitud de secuencia se tendría un subgrupo formado por NGA1 y NGA2 y otro 

formado por NGA3 y NGA4, siendo NGA1 y NGA3 los genes con un nivel de expresión 

más elevado en inflorescencias. Para comprobar si NGA1 y NGA3 eran proteínas 

equivalentes, se decidió comparar el efecto de la sobreexpresión de ambos genes. En el 

laboratorio ya se disponía de dos líneas de sobreexpresión para el gen NGA3. La que 

presentaba un fenotipo más severo (línea pMT17.1) se caracterizaba por un 
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acortamiento notable de las valvas, ginóforo más largo y un replum en zig-zag, mientras 

que la de fenotipo más débil (pMT17.2) presentaba fenotipos similares en valva y 

ginóforo, pero menos acusados (Trigueros et al., 2009). Para obtener la línea de 

sobreexpresión de NGA1 se clonó la región codificante del gen en el vector pGreenII 

0029 bajo el control del promotor constitutivo CaMV35S (pMNG48) y se introdujo en 

la cepa de Agrobacterium tumefaciens C58 pJIC. A continuación se transformaron 

plantas de Arabidopsis obteniéndose plantas transgénicas. 

 Además, para estudiar si las proteínas NGA podrían comportarse como 

activadores transcripcionales, se generaron plantas transgénicas que sobreexpresaban el 

gen NGA1 fusionado al dominio VP16 (pMNG56) Este dominio es un activador 

transcripcional que proviene del gen VP16 del virus Herpes simple, por tanto, era de 

esperar que la proteína de fusión NGA1:VP16 se comportara como un activador 

transcripcional. Esta construcción se hizo en el mismo vector que la línea de 

sobreexpresión constitutiva.  

 
 1.6.1. Caracterización fenotípica y genética de las plantas transgénicas. 

 

 Se consiguieron gran cantidad de líneas 35S::NGA1, es decir, portadoras del 

transgén pMNG48, en torno a 150, pero únicamente una de ellas presentaba un fenotipo 

evidente. A partir de esta línea se obtuvieron líneas con una única copia del transgén 

que continuaban mostrando el fenotipo de la primera generación. El que sólo una línea 

mostrara fenotipo no era algo tan inesperado como parecería, ya que en ocasiones 

anteriores habíamos tenido problemas similares para obtener otras líneas transgénicas 

que sobreexpresaban NGA3 o NGA4. Estos problemas generalmente se producían 

porque las pocas líneas que mostraban fenotipo en la primera generación lo perdían en 

la siguiente, probablemente como consecuencia del silenciamiento del transgén. Esta 

suposición se veía reforzada por el hecho de que cuando se intentaron generar líneas 

portadoras del transgén 35S::GFP:NGA1 o 35S::GFP:NGA2, en ninguna de las plantas 

analizadas se detectó señal GFP. 

La caracterización fenotípica de la línea 35S::NGA1 (pMNG48) se realizó 

mediante comparación con plantas silvestres. Se observó que las plantas transgénicas 

presentaban hojas alargadas (fig. 43 B), un porte más pequeño y frutos también de 

menor tamaño. Los frutos mostraban ginóforos más largos, un crecimiento desigual de 

las valvas que hacía que en la parte basal no comenzaran en el mismo punto y que en la 

zona apical sobresalieran por encima de estilo y estigma a modo de hombros (fig. 43 D). 

Si se comparaba el fenotipo de la línea de sobreexpresión de NGA1 con la de NGA3 se 

podía observar como las hojas de la roseta en ambos casos tenían el mismo fenotipo, es 

decir, hojas estrechas y alargadas (fig. 43 A-B). Los frutos eran muy similares a los de 

la línea 2 de 35S::NGA3 (línea pMT17.2) (fig. 43 C-E) (Trigueros, 2008). Por tanto, las 

proteínas NGA1 y NGA3 parecen tener funciones equivalentes tanto en la hoja como en 

el fruto. 
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Figura 43. Comparación de los 
fenotipos causados por la expresión 
ectópica de NGA1 y NGA3. Roseta de 
plantas (A) 35S::NGA3 (pMT17.2) y (B) 
35S::NGA1 (pMNG48). Fotos a la lupa de 
silicuas maduras de (C) 35S::NGA3 
(pMT17.2) y (D) 35S::NGA1 (pMNG48). 
(E) Foto al microscopio electrónico de 
barrido de frutos en estadio 17 de la línea 
35S::NGA1. Las flechas indican el punto 
donde termina el ginóforo así como el 
mayor crecimiento de las valvas en la zona 
apical del fruto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obtenida la línea 35S::NGA1:VP16 (pMNG56) se llevó a cabo su 

caracterización y posterior comparación con la línea 35S::NGA1. Al igual que ocurrió 

con la línea 35S::NGA1, a pesar de que se obtuvieron alrededor de 200 plantas 

portadoras del transgén únicamente dos de ellas mostraron un fenotipo evidente. Ambas 

líneas presentaban hojas estrechas y alargadas similares a las de la línea de 

sobreexpresión de NGA1 (fig. 44). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 44. Fenotipo causado por la expresión ectópica de NGA1. Plántula y roseta de las líneas 
35S::NGA1 y 35S::NGA1:VP16.   
 

 En líneas generales los frutos de las dos líneas 35S::NGA1:VP16 (fig. 45 H-J) 

eran más pequeños que los de la línea 35S::NGA1 (fig. 45 G) y presentaban un mayor 

desarrollo del tejido estigmático. La línea 35S::NGA1:VP16.1 (fig. 45 B, E y H) era 

fenotípicamente muy similar a la línea 35S::NGA1 (fig. 45 A, D y G) pero cuando se 
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observaba al microscopio electrónico de barrido se podían apreciar algunas diferencias. 

Las valvas se mantenían por debajo del estigma y el ginóforo era ligeramente más largo 

al de la línea 35S::NGA1. En la línea 35S::NGA1:VP16 el ginóforo representaba 1/6 de 

la longitud total del fruto mientras que en la línea 35S::NGA1 representaba 1/8 del 

mismo. La línea 35S::NGA1:VP16.2 (fig. 45 C, F y I-J) presentaba un fenotipo más 

severo, con un mayor desarrollo de las papilas estigmáticas, una mayor reducción del 

tamaño total y una distribución de tejidos más afectada. En esta línea el ginóforo 

representaba algo menos de un tercio del fruto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 45. Fenotipo causado por la expresión ectópica de 
NGA1. Fotografías al microscopio electrónico de gineceos en 
antesis de (A) 35S::NGA1 y 35S::NGA1:VP16 (B) Línea 1 y (C) 
Línea 2. Presenta una mayor longitud del gineceo con respecto a la 
línea 35S::NGA1. Fotos a la lupa y al microscopio electrónico de 
barrido de silicuas maduras de (D y G) 35S::NGA1 y 
35S::NGA1:VP16 (E y H) Línea 1. Es muy similar a la línea 
35S::NGA1 y (F, I-J) Línea 2. Se puede observar una reducción 
importante del tamaño del fruto y un mayor desarrollo de la zona 
apical (estigma) y basal (ginóforo) del mismo. 

 

  

Aunque la similitud de fenotipos entre las líneas 35S::NGA1 y 35S::NGA1:VP16 

parecía indicar que NGA1 podría actuar como un activador transcripcional, a partir de 

las pocas líneas obtenidas y debido a la variabilidad en los fenotipos no fue posible 

extraer una conclusión sobre el papel de NGA1 como activador o represor 

transcripcional en el desarrollo del gineceo. 
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Capítulo 2. El papel de los genes NGA en las rutas de señalización 
hormonal. 
 
2.1. Los mutantes nga tienen afectada la respuesta a auxinas. 
 

 La caracterización genética y molecular de los genes NGA sugería que podían 

estar relacionados con rutas de señalización por auxinas.  

Uno de los resultados que apoyaban esta hipótesis era el fenotipo de las líneas de 

sobreexpresión de NGA1 o NGA3, el cual era semejante al de plantas con niveles de 

auxinas elevados. Así pues, la morfología de la roseta de plantas 35S::NGA1 o 

35S::NGA3 era muy similar a la de plantas que sobreexpresaban los genes de biosíntesis 

de auxinas YUCCA (Woodward et al., 2005; Kim et al., 2007). Por otra parte, la 

expresión del gen delator GUS tanto para NGA1 como para NGA2 se detectó en 

posiciones normalmente asociadas con altos niveles de síntesis o acumulación de 

auxinas, tal como primordios de raíces laterales, parte distal del gineceo o primordios de 

óvulos (Aloni et al., 2003; 2006). Por estas razones se decidió analizar esta posibilidad 

con más profundidad.  

En primer lugar se comprobó si la pérdida de función de los genes NGA afectaba 

la respuesta a auxinas. Para ello se determinaron respuestas a auxinas clásicas en 

mutantes nga y la línea amiR-NGA, como formación de raíces laterales, gravitropismo 

radicular y dominancia apical. 

Para el experimento de cuantificación de raíces laterales las semillas se 

germinaron en placas colocadas verticalmente. Tras cuantificar el número de raíces 

laterales en plantas crecidas durante 10 días se observó que en los mutantes sencillos y 

el doble mutante no existían diferencias significativas con respecto a las plantas 

silvestres, pero en cambio sí se producía un aumento significativo del número de raíces 

laterales en el cuádruple mutante nga y la línea amiR-NGA (fig. 46).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 46. Número de primordios de raíces laterales en plantas silvestres y en diferentes líneas 
mutantes nga. Las raíces laterales se contaron en plántulas crecidas en placas verticales durante 10 días 
(n=20). Las barras representan la desviación típica. 

 

Para estudiar el efecto del gravitropismo, se germinaron las semillas en placas 

colocadas en posición vertical. En estas condiciones se dejaron crecer las plantas 

durante cinco días antes de girar las placas 90º. Un día después, se midió el ángulo 

formado al reorientarse la raíz respecto al vector de la gravedad. En los doble mutantes 

la percepción de la gravedad no estaba demasiado afectaba, reorientándose el 

crecimiento de la raíz de modo similar al de las plantas silvestres. Sin embargo, el 
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gravitropismo sí parecía bastante alterado en el cuádruple mutante nga y la línea amiR-

NGA, en los que la raíz no se reorientaba con la gravedad tan eficazmente como lo hacía 

la de plantas silvestres (fig. 47).  

 
           A          B 
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Figura 47. Estudio de gravitropismo en plantas silvestres y en diferentes líneas mutantes nga. (A) 
Esquema de cómo se representan los ángulos en la figura. Se dividieron los 180º en fracciones de 22,5º, 
empezando de izquierda a derecha situándose los 0º a la izquierda y los 180º a la derecha. Se cuantificó el 
número de raíces que se reorientan dentro de cada fracción (B) Ejemplo de la curvatura de la raíz en 
plántulas silvestres y amiR-NGA. (C) Ángulo que forma la raíz principal de plántulas crecidas en placas 
verticales 24 horas después de girar las placa 90º. La longitud de cada línea representa el número de plántulas 
cuya raíz crece con ese ángulo. (n=25). 

 

En el caso del estudio de la dominancia apical, se contabilizó el número de 

inflorescencias laterales y coflorescencias en plantas silvestres y en diferentes fondos 

mutantes. En cuanto al número de inflorescencias laterales no se observaron diferencias 

significativas entre plantas silvestres y mutantes. El número de coflorescencias de los 

mutantes sencillos y el doble mutante era igual al de las plantas silvestres. Sin embargo, 

el cuádruple mutante nga y la línea amiR-NGA mostraban un mayor número de 

coflorescencias, lo que indicaba una disminución de la dominancia apical (fig. 48). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 48. Dominancia apical. Se contabilizaron las inflorescencias de la roseta o coflorescencias de 
longitud superior a 1cm en plantas silvestres y diferentes líneas mutantes nga cuando la inflorescencia 
principal había crecido aproximadamente 10cm (n=30, excepto para el cuádruple nga y la línea amiR-NGA 
donde n=20). Las barras representan la desviación típica.  
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 Puesto que los mutantes nga presentaban respuestas a auxinas alteradas, se 

decidió estudiar la distribución de los haces vasculares en los gineceos de las líneas 

mutantes, ya que se conoce que el desarrollo vascular está inducido por auxinas 

(Reinhardt, 2003). En gineceos silvestres (fig. 49 A) en antesis se pueden observar dos 

haces vasculares en posición medial (haces mediales) que discurren a lo largo del 

replum bifurcándose cerca de la unión valva-estilo para formar haces vasculares 

ramificados (haces estilares), y dos haces vasculares en posición lateral (haces 

laterales). Este patrón se puede determinar fácilmente cuando se observan mediante 

microscopía de campo oscuro gineceos tratados con hidrato de cloral. Puesto que los 

mutantes sencillos y algunos de los dobles mutantes con los que se trabajó apenas tenían 

fenotipo y el resto de dobles mutantes mostraban un fenotipo similar al de los triples 

mutantes, el estudio de los haces vasculares se decidió hacer únicamente en triples (fig. 

49 B-C) y en el cuádruple mutante (fig. 49 D). Como se puede observar en la figura, en 

estas líneas el desarrollo vascular estaba fuertemente afectado. El haz medial en la 

mayoría de los casos no se bifurcaba y se detenía bajo la región que correspondería al 

estilo. Consecuentemente no se formaban los haces estilares. Por el contrario, los haces 

laterales parecían menos afectados (fig. 49 B-D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 49. Distribución de los haces vasculares en gineceos en antesis de plantas silvestres y 
diferentes combinaciones de mutantes nga. (A) Columbia. (B) nga1 nga3 nga4. Los haces estilares no se 
forman. (C) nga2 nga3 nga4. Los haces mediales no se bifurcan ni se forman los haces estilares. (D) Cuádruple 
mutante nga. En la mayoría de los casos los haces mediales no se bifurcan  y no se forman los haces estilares. 
Las flechas indican el punto de bifurcación de los haces mediales y los asteriscos dónde se detienen. 
 

En mutantes con defectos en la región apical del gineceo, como por ejemplo spt, 

lug o crc, la aplicación de un inhibidor del transporte polar de auxinas, el ácido 1-N-

naphtylphtalamico (NPA), rescata dicho fenotipo, lo que se ha interpretado como un 

posible papel de estos genes en la acumulación apical de auxinas en el gineceo o en la 

percepción de las mismas (Staldal et al., 2008). Los mutantes nga presentan defectos 

similares que podrían deberse a una reducción en los niveles de auxinas en esta zona o a 

una reducción en la respuesta a la misma. Para estudiar si los defectos apicales de los 

mutantes nga eran consecuencia de una reducción en los niveles de auxinas en la parte 

apical del gineceo se analizó si en presencia de NPA, que en teoría podría provocar la 

acumulación de auxinas en la zona apical, se revertían los defectos observados en los 

mutantes nga.  
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Tratamientos con NPA 100µm en inflorescencias de plantas silvestres 

provocaban alteraciones en el desarrollo del gineceo similares a las descritas por 

Nemhauser et al., (2000). En este caso, la mayor parte de los gineceos presentaban un 

fenotipo relativamente débil, en el que los gineceos mostraban estilos alargados, mayor 

desarrollo del estigma y una reducción del ovario. En inflorescencias del cuádruple 

mutante nga, el mismo tratamiento no causaba modificaciones fenotípicas en el fruto, es 

decir, no rescataba los defectos del estilo ni alteraba la distribución de los tejidos (fig. 

50).  

Dado que la inhibición del transporte de auxinas y, por tanto, su posible 

consiguiente acumulación en el extremo apical del gineceo no parecían afectar al 

fenotipo de los mutantes nga, se podía suponer que los defectos observados en el mismo 

no se debían a la reducción de la concentración de auxinas en el extremo apical del 

gineceo. Sin embargo, este resultado no permitía descartar la posibilidad de que los 

mutantes nga fueran menos sensibles a las auxinas acumuladas en la zona apical del 

gineceo o tuvieran afectada de forma severa la biosíntesis de auxinas en la zona apical 

del gineceo, y como consecuencia no se pudieran acumular en esta zona, incluso tras el 

tratamiento de NPA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 
Figura 50. Frutos tratados con NPA. Fenotipo de frutos de Columbia y el cuádruple mutante nga tras 
tratamiento control. Fenotipo de frutos tratados con NPA, Columbia y cuádruple mutante nga.  

 

Con el propósito de intentar esclarecer cual de estas dos hipótesis podía ser 

correcta se estudió, en plantas silvestres, el efecto de la reducción de los niveles de 

auxinas en el dominio de expresión de los genes NGA. Para ello se expresó el gen iaaL 

bajo el control del promotor de NGA3 (NGA3PRO::iaaL, pMNG46). IaaL es un gen 

bacteriano que codifica una enzima que inactiva la auxina libre al conjugarla con una 

Lys (Jensen et al., 1998). Se observó que las plantas transgénicas mostraban defectos en 

la fusión de la zona apical del fruto o bien mostraban un crecimiento desigual de las 

valvas, de un modo similar al observado en combinaciones de dobles mutantes nga (fig. 

51). Este dato era consistente con la idea de que NGA podría estar promoviendo la 

acumulación de auxinas en la parte apical del gineceo y que el fenotipo de los mutantes 

nga fuera consecuencia de niveles de auxinas reducidos en este dominio, aunque no 

excluía la posibilidad de que los mutantes fueran menos sensibles a las auxinas. 
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Figura 51. Efecto de la reducción de los niveles de auxinas en el dominio de expresión de NGA3 en 
el fruto. Región apical de frutos de plantas NGA3PRO::iaaL, dobles mutantes nga1nga3 y nga1nga2. 

 

Un método para averiguar si los mutantes eran menos sensibles a auxinas era 

llevar a cabo una construcción similar a la del iaaL pero con el gen iaaM. iaaM es un 

gen bacteriano que codifica una enzima que convierte el triptófano en indolacetamina 

dando lugar a una sobreproducción de auxinas (Romano et al., 1995). Finalmente no se 

llegó a obtener dicha construcción ya que fue bastante complicado el clonaje de este gen 

en el vector de destino. Por tanto, se decidió hacer otro tipo de experimento más 

rudimentario que consistía en la aplicación directa de auxinas, concretamente ácido 

indolacético (IAA) mezclado con lanolina, en la zona apical del gineceo en flores de 

estadios 10 al 12 de plantas amiR-NGA.  

Cuando se observaron los gineceos previamente tratados con auxinas se apreció, 

a pesar de la dificultad de la observación por la lanolina, cómo se revertían parcialmente 

los defectos de fusión en la región apical del gineceo (fig. 52 C-D y E-F), apareciendo el 

gineceo fusionado, aunque no se llegó a observar la formación de tejidos apicales. Un 

resultado similar fue obtenido por Staldal et al., (2008), en el que realizaron micro-

aplicaciones de ácido 1-naphthylacetico (NAA) en el ápice de gineceos de mutantes 

sty1-1 sty2-1 ap1-1, y observaron cómo los defectos en la fusión del estilo eran 

restaurados de forma parcial o completa pero, sin embargo, no se recuperaba la 

diferenciación del estilo y estigma. Este resultado indicaba que los mutantes nga si son 

sensibles a la presencia de auxinas. 

 

 

 

 

 
Figura 52. Efecto de la aplicación 
exógena de auxinas en la región apical 
del gineceo de líneas amiR-NGA. (A-B) 
Gineceo de plantas sin tratar. Se observan 
defectos en la fusión del gineceo en su 
extremo apical. (C-D y E-F) Gineceos 
tratados con auxinas. Se puede observar 
como se revierte parcialmente el fenotipo 
del gineceo, apareciendo éste fusionado, 
aunque no se restaura la diferenciación de 
estilo y estigma. 
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Puesto que los resultados obtenidos eran compatibles con la hipótesis de que en 

los mutantes nga no se sintetizaban auxinas en la zona apical del gineceo, se decidió 

comprobar si se producía un cambio en el patrón de expresión de genes implicados en la 

biosíntesis de esta hormona. Concretamente, se estudiaron los genes YUC4 y YUC2 

pertenecientes a la familia YUCCA (YUC). Los genes que constituyen esta familia 

codifican enzimas clave en la ruta de biosíntesis de auxinas y además se expresan en la 

parte apical del gineceo solapando con el dominio de expresión de los genes NGA 

(Cheng et al., 2006). Además, se ha descrito que mutaciones en los genes YUC 

conllevan toda una serie de alteraciones en la organización apical-basal del gineceo 

(Cheng et al., 2006). 

Para estudiar si las mutaciones nga afectaban a la expresión de los genes YUC, 

se cruzó la línea marcadora YUC4PRO::GUS (Cheng et al., 2006) con la línea amiR-

NGA. En la líneas obtenidas podía observarse que la expresión de YUC4 estaba muy 

reducida o ausente en los tejidos apicales del gineceo indicando que era probable que 

fuera necesaria la actividad de NGA para la expresión de YUC4 en el estilo. También 

YUC2 se expresa en el estilo silvestre, de modo que se comprobó la expresión de 

YUC2PRO::GUS (Cheng et al., 2006) en líneas amiR-NGA. Como ocurría con YUC4, la 

expresión de YUC2 estaba ausente o muy reducida en el gineceo apical de la línea 

amiR-NGA. Sin embargo, en ambos casos la expresión en el resto de órganos florales 

era similar a la observada en fondo silvestre (fig. 53). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 53. Efecto de la reducción de la actividad de NGA en la expresión de YUC2 y YUC4 en el 
estilo. Detección histoquímica de actividad GUS dirigida por los promotores de YUC2 y YUC4 en 
inflorescencias silvestres y en inflorescencias de la línea amiR-NGA. Las flechas señalan el estilo del gineceo 
en diferentes estadios de desarrollo. 

 

Así pues, la pérdida de actividad NGA daba lugar a la falta de activación de 

YUC2 y YUC4 en la zona apical del gineceo.   

Estos resultados parecían indicar un papel de los genes NGA en la síntesis de 

auxinas en la zona apical del gineceo, probablemente a través de la activación de la 

expresión de los genes YUC. Sin embargo, fuera de esta zona, las proteínas NGA 

parecían no ser necesarias para la activación de YUC2 y YUC4, sugiriendo que en estos 

dominios eran otros los factores que llevarían a cabo la activación de los genes YUC. 

 A partir de los resultados obtenidos se podría concluir que fenotipos asociados a 

auxinas observados en el cuádruple mutante nga y en la línea amiR-NGA podrían ser 

debidos a que la falta de expresión de los genes nga afectara a la biosíntesis de auxinas 

mediada por YUC. 

 

2.2. Relación entre brasinoesteroides y auxinas. 
 

 Los brasinoesteroides (BR), a pesar de haber sido identificadas hace más de tres 

décadas (Grove et al., 1979), han sido el grupo de fitohormonas más recientemente 

caracterizado. Esta hormona controla muchas respuestas en la planta, incluyendo la 
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germinación de las semillas, la elongación de raíz y tallo, la diferenciación vascular, la 

expansión de la hoja y la dominancia apical. Además, cada una de estas repuestas está 

también controlada por una segunda hormona, las auxinas, sugiriendo una posible 

relación de ambas en el control del desarrollo. Aunque hay evidencias de que ambas 

hormonas pueden actuar independientemente (Zurek et al., 1994; Clouse et al., 1993; 

Goda et al., 2002; Mussing et al., 2002; Goda et al., 2004), otros estudios han 

demostrado una relación directa entre BR y auxinas, indicando que algunas rutas están 

bajo un control dual. Por ejemplo, actúan conjuntamente en el control de la elongación 

del hipocotilo en diferentes especies (Mandava, 1988). Nemhauser et al. (2004) han 

proporcionado evidencias de que las rutas de señalización de BR y auxinas convergen a 

nivel de la regulación transcripcional de genes diana comunes. Mouchel et al. (2006) 

demuestran que la biosíntesis de BR y la señalización por auxinas están conectadas a 

través de una ruta de retroalimentación, la cual implica al gen BREVIS RADIX (BRX), 

cuyo promotor contiene sitios de unión de factores de transcripción controlados por 

auxinas y BR. 

 El gen BRX codifica un supuesto regulador transcripcional. Pertenece a la 

familia BRX compuesta por 5 miembros. BRX fue identificado como un regulador del 

crecimiento de la raíz (Mouchel et al., 2004). Las proteínas BRX no tienen dominios de 

localización nuclear ni de unión a DNA, lo que ha sugerido que pudieran actuar como 

cofactores transcripcionales (Briggs et al., 2006). Se trata de proteínas asociadas a la 

membrana plasmática (Scacchi et al., 2009). En el mutante brx el único fenotipo 

observado es un acortamiento de la raíz (Briggs et al., 2006). Se ha propuesto que BRX 

media la retroalimentación entre los niveles de brasinoesteroides y la señal de auxinas 

necesaria para el correcto crecimiento de la raíz (Mouchel et al., 2006). La expresión de 

BRX se induce por auxinas y se reprime parcialmente por brasinólido, lo que ha llevado 

a proponer que BRX actúa como nexo de unión entre la síntesis de brasinoesteroides y la 

señal de auxinas manteniendo los niveles necesarios de brasinoesteroides para permitir 

la acción adecuada de las auxinas (Mouchel et al., 2006). Las auxinas a su vez regulan 

negativamente el nivel de expresión de BRX (Scacchi et al., 2009) 

 Un experimento de doble híbrido de levadura en el que se descubrió que una 

proteína de la familia BRX, BRX-LIKE4, interaccionaba con NGA1 (Trigueros, 2008), 

parecía confirmar el papel de BRX como regulador transcripcional. Debido al alto nivel 

de conservación de los genes de la familia BRX (Briggs et al., 2006) no era de extrañar 

que NGA1 pudiera también interaccionar con BRX. Para comprobar esta interacción en 

planta, se empleó un ensayo de complementación fluorescente bimolecular, realizado en 

hojas de Nicotiana benthamiana transformadas transitoriamente. Este experimento está 

basado en la reconstitución de moléculas no fluorescentes mediada por la interacción de 

dos proteínas que llevan fusionada una mitad de la proteína YFP. Si las dos proteínas 

interaccionan físicamente la proximidad de los dos fragmentos de la YFP restaurará la 

fluorescencia de la molécula, que puede detectarse mediante microscopía confocal. Para 

el ensayo se utilizó tanto la región codificante completa del gen BRX como la mitad N-

terminal y C-terminal del mismo. Con las dos primeras construcciones se pudo 

comprobar que NGA1 y BRX interaccionaban, concretamente en el núcleo, mientras que 

si sólo se trabajaba con la mitad C-terminal de la misma no se observaba señal, es decir, 

la región importante para que la interacción entre NGA1 y BRX tuviera lugar se 

localizaba en la mitad N-terminal de la proteína BRX (fig. 54). Por tanto, puede que 

BRX actúe como regulador transcripcional junto con NGA1.  
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Figura 54. Estudio de interacción proteína-proteína entre BRX y NGA1. Fotografía al microscopio 
confocal de células de la epidermis de hojas de Nicotiana benthamiana agroinfiltradas con las construcciones 

indicadas a la izquierda. Control positivo, se han utilizado los plásmidos YFP N-INα e YFP C-INβ, los cuales 

poseen cada uno una mitad de la proteína ubiquitina. Control negativo (YFP N-STY1 + YFP C-INβ). 
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Capítulo 3. El papel de los genes NGA en la morfogénesis a lo largo del 
eje apical-basal del gineceo. 
 

 

3.1. Interacción de STY y NGA en el desarrollo del estilo. 
 

 El gen STY1 (Kuusk et al., 2002) codifica un factor de transcripción del tipo 

“RING-zinc finger”, incluido dentro de la familia SHI/STY, compuesta por 10 

miembros. Los genes de esta familia son importantes para el control del desarrollo del 

estilo y del estigma (Kuusk et al., 2002; 2006). De entre los mutantes sencillos de los 

genes de la familia SHI/STY únicamente el mutante sty1-1 muestra defectos sutiles en 

el desarrollo de los tejidos apicales, observándose una ligera depresión en el estilo, 

normalmente en el plano medial (Kuusk et al., 2002). Un incremento gradual del 

número de mutantes en genes de la familia SHI/STY se correlaciona con una 

disminución progresiva en la formación del tejido estigmático y estilar y en el tamaño 

del gineceo (Kuusk et al., 2006), algo que recuerda a lo que ocurre con las mutaciones 

en los genes NGA.  

 En los triples y cuádruples mutantes shi/sty los frutos tienen la parte apical sin 

fusionar, perdiendo la estructura característica del estilo y terminando en estructuras 

similares a horquillas, en cuyos extremos aparecen células del estilo. Ocasionalmente, 

se desarrollan papilas estigmáticas asociadas a estas células del estilo, más 

frecuentemente en posición medial (Kuusk et al., 2006). El fenotipo de estas líneas es 

muy similar al observado en el cuádruple mutante nga. 

 El patrón de expresión de los genes STY también es muy similar al de los genes 

NGA. STY1 se expresa en muchos tejidos a lo largo del desarrollo de la planta. En 

plántulas la señal se observa en el hipocotilo, cotiledones y en primordios de hojas y 

raíz. En hojas en desarrollo se expresa en la parte apical del margen de la hoja y en 

hidatodos. En el gineceo la señal se detecta en estilo y estigma desde el estadio 6 del 

desarrollo floral hasta antesis; y también se expresa en óvulos jóvenes (Kuusk et al., 

2002). El patrón de expresión de STY1 es representativo de la familia SHI aunque 

también sé ha analizado el de otros genes, como es el caso de STY2, cuyo patrón de 

expresión es muy similar al de STY1 (Kuusk et al., 2002); de SRS5, que se expresa en la 

zona apical del gineceo y en hojas de roseta jóvenes e hidatodos (Kuusk et al., 2006); y 

de SHI, que sólo se expresa en el gineceo, concretamente en el estilo y el estigma 

(Kuusk et al., 2006). 

 En un trabajo previo del laboratorio se analizó el fenotipo de combinaciones de 

mutantes shi/sty y nga. En concreto, el doble mutante nga3 sty1-1 mostraba un fenotipo 

mucho más severo al de los mutantes sencillos (Trigueros et al., 2009), sugiriendo que 

NGA3 y STY1 podrían actuar de un modo sinérgico en la formación del estilo. Sin 

embargo, este estudio era parcial, puesto que el análisis realizado no incluía todos los 

genes NGA ni todos los genes SHI/STY. Para comprobar si la interacción de STY1/2 con 

NGA1/2 era igual a la de ambos genes con NGA3/4 se cruzaron los mutantes nga1-4 y 

sty1-1 sty2-1. La combinación de las mutaciones nga1-4 y sty1-1 dio lugar a la 

formación de un gineceo con la zona apical sin fusionar, pérdida de parte del estilo y 

estigma y formación de protuberancias con forma de horquillas (fig. 55 E-J). En el triple 

mutante nga1-4 sty1-1 sty2-1 la zona apical estaba seriamente afectada y los frutos 

perdían la mayor parte del tejido estilar y de las papilas estigmáticas (fig. 55 K-O).  
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Figura 55. Caracterización fenotípica de los mutantes nga1-4 sty1-1 y nga1-4 sty1-1sty2-1. Fotografía al 
microscopio electrónico de barrido de la zona apical de (A) Columbia, (B) nga1-4, (C) sty1-1 y (D) sty1-1 sty2-1. 
Fotografía en la lupa de los 10 primeros frutos (Las unidades de la regla son mm.) y detalle de la zona apical 
de (E, H y I) nga1-4 sty1-1 y (K, N y Ñ) nga1-4 sty1-1 sty2-1. Los únicos defectos observados en estas líneas se 
aprecian en la región apical del gineceo. Fotografías del microscopio electrónico de barrido. (F-G) Gineceos 
en antesis del doble mutante nga1-4 sty1-1. (H-J) Detalle de la zona apical del fruto del mutante nga1-4 sty1-1. 
Estos gineceos presentan una reducción del tejido estigmático, defectos en la fusión del estilo y formación de 
protuberancias con forma de horquillas. (L-M) Gineceos en antesis del triple mutante nga1-4 sty1-1sty2-1. (N-
O) Detalle de la zona apical del fruto del mutante nga1-4 sty1-1sty2-1. Se observa una reducción importante del 
tejido estilar y estigmático con defectos severos en la fusión del estilo.  

 

 El fenotipo que se observó en los mutantes nga1-4 sty1-1 y nga1-4 sty1-1 sty2-1 

era mucho más severo al que presentaban las líneas parentales y similar al de 

combinaciones de mutantes de nga3 o nga4 con sty1-1 y sty2-1, de lo que se podía 

deducir la existencia de una relación sinérgica entre estos genes, al igual que lo 

observado para NGA3 y STY1. Así pues, era posible hipotetizar que STY y NGA 

actuaran conjuntamente para dirigir la correcta formación del estilo. Las primeras 

hipótesis que se barajaron fueron la posible regulación de la expresión de STY por NGA 

o viceversa, y que ello diera lugar a la formación del tejido estilar.  

 

   A) NGA   B) STY 

  

 

STY    NGA 

 

 

Estilo    Estilo 

 

Resultados anteriores obtenidos en el laboratorio indicaban que probablemente 

ninguna de estas hipótesis fuera correcta, ya que el patrón de expresión de 

STY1PRO::GUS no cambiaba en fondo mutante nga3 nga4 y tampoco lo hacía el patrón 

sty1-1 sty1-1 sty2-1nga1-4Columbia
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de expresión de NGA3PRO::GUS en fondo mutante sty1-1 sty2-1 (Trigueros et al., 2009). 

Este estudio, sin embargo, era sólo parcial y no permitía descartar otras hipótesis, como 

que STY1 regulara a otros genes NGA o viceversa. Por ello, se realizaron toda una serie 

de experimentos adicionales; concretamente se llevó a cabo el análisis del patrón de 

expresión de STY1 en fondo 35S::NGA3 y amiR-NGA y la sobreexpresión de STY1 o 

NGA3 en fondo amiR-NGA o sty1 sty2, respectivamente. 

Para comprobar si NGA regulaba la expresión de STY1 se estudió si cambiaban 

los patrones de expresión de la línea STY1PRO::GUS en fondo 35S::NGA3 y amiR-NGA 

(fig. 56). En fondo amiR-NGA el patrón de expresión de STY1 no cambiaba 

significativamente, seguía expresándose en óvulos y en la zona apical del gineceo. En el 

fondo 35S::NGA3 la señal en el gineceo se detectaba en el estigma y en los óvulos, al 

igual que ocurría en fondo silvestre. Por tanto, la expresión de STY1 se mantenía como 

en el ecotipo silvestre con independencia del nivel de expresión de los genes NGA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 56. Patrón de expresión de STY1 en fondo amiR-NGA y 35S::NGA3. Detección histoquímica de 
actividad GUS dirigida por el promotor de STY1 en inflorescencias silvestre, amiR-NGA y 35S::NGA3. 

 

Los experimentos descritos parecían descartar que los genes NGA regulasen la 

expresión de los genes SHI/STY (al menos de STY1) y, asímismo, a partir de los 

resultados previos de los análisis de expresión de genes NGA en fondo mutante sty, los 

genes SHI/STY no parecían regular a los genes NGA. Por tanto, los resultados obtenidos 

sugerían que ambos genes, NGA y STY, podían estar actuando al mismo nivel. Si esto 

fuera así podríamos esperar que la sobreexpresión de NGA no rescatara los fenotipos de 

los mutantes sty y viceversa. Para comprobar esta hipótesis se generó la línea 

35S::NGA3 sty1-1sty2-1. Las hojas de roseta de la línea 35S::NGA3 (fig. 57) eran 

estrechas y alargadas y de margen muy liso, mientras que las del doble mutante sty1-1 

sty2-1 (fig. 57) eran más aserradas que las del ecotipo silvestre. Cuando se observaron 

las hojas de la roseta de la línea de sobreexpresión 35S::NGA3 en fondo sty1-1 sty2-1 

(fig. 57) éstas eran más alargadas y aserradas que las de plantas silvestre, es decir, la 

sobreexpresión de NGA3 no era capaz de suprimir el fenotipo del margen de hoja 

causado por las mutaciones sty1-1 y sty2-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 57. Morfología de la roseta de la línea 35S::NGA3 en fondo sty1-1 sty2-1. (A) Morfología de la 
roseta de Columbia. (B) 35S::NGA3, sus hojas son alargadas y de borde liso. (C) sty1-1 sty2-1 (Kuusk et al., 
2002), sus hoja son aserradas. (D) 35S::NGA3 sty1-1 sty2-1, sus hojas son alargadas y con borde aserrado. 
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 En la línea de sobreexpresión 35S::NGA3 los frutos presentaban un 

acortamiento de las valvas, ginóforo más largo y replum más ancho y en zig-zag, 

mientras que el mutante sty1-1 sty2-1 se caracterizaba por una reducción importante del 

tejido estigmático y estilar. En la línea de sobreexpresión 35S::NGA3 en fondo sty1-1 

sty2-1 el fruto presentaba un fenotipo aditivo, es decir, la morfología del fruto típica de 

la línea 35S::NGA3 (ginóforo largo, reducción del ovario y replum en zig-zag) no se 

rectificaba por las mutaciones en sty1 y sty2, y la sobreexpresión de NGA3 no rescataba 

los defectos en el estilo causados por la mutaciones sty1-1 y sty2-1 (fig.58), indicando 

que NGA3 no era capaz de dirigir la formación del estilo en ausencia de la actividad de 

STY. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 58. Fenotipo de la línea de sobreexpresión 35S::NGA3 en fondo sty1-1 sty2-1. Fotografía de 
microscopia electrónica de barrido del gineceo de (A) Columbia, (B) 35S::NGA3, (C) sty1-1, (D) 35S::NGA3 
sty1-1, presenta defectos sutiles en la formación del estilo similares a los del mutante sencillo y la morfología 
típica del fruto de la línea 35S::NGA3, (E) sty1-1 sty2-1 y (F) 35S::NGA3 sty1-1 sty2-1, ocurre lo mismo que 
con la línea 35S::NGA3 sty1-1. Detalle de los defectos observados en la zona apical de frutos (G) sty1-1, (H) 
35S::NGA3 sty1-1, (I) sty1-1 sty2-1 y (J) 35S::NGA3 sty1-1 sty2-1. 

 

Para comprobar si también STY1 requería la presencia de NGA para especificar 

el estilo se realizó el cruce de 35S::STY1 con la línea amiR-NGA. Como ya se ha 

descrito con anterioridad, en la línea amiR-NGA (fig. 59 A-C) el gineceo se 

caracterizaba por no desarrollar ni estilo ni estigma o por aparecer grupos de papilas 

estigmáticas aisladas. Por otra parte, la línea de sobreexpresión de STY1 (fig. 59 D-G) 

presentaba frutos de forma irregular con parches de células estilares a lo largo de las 

valvas. La línea de sobreexpresión de STY1 en fondo amiR-NGA (fig. 59 H) no 

presentaba cambios de identidad a nivel celular, es decir, no aparecían parches de 

células del estilo en la valva (fig. 59 J-L) y, al igual que ocurre en la línea amiR-NGA, la 

zona apical no se formaba correctamente, apareciendo el fruto abierto y grupos aislados 
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de papilas estigmáticas (fig. 59 H-I). Por tanto, parecía que STY1 requería de la 

presencia de los genes NGA para dirigir la formación del estilo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 59. Fenotipo de la línea de sobreexpresión 35S::STY1 en fondo amiR-NGA. Fotografía de 
microscopia electrónica de barrido del gineceo de (A-C) la línea amiR-NGA, (B-C) detalle de la zona apical 
del gineceo, donde se observan defectos en la fusión de la misma. (D-G) 35S::STY1, (E-G) detalle del tipo de 
células que se observan en la zona (E) apical, (F) media y (G) basal de la valva. (H-L) 35S::STY1 amiR-
NGA; (I) detalle de la zona apical del gineceo, (J-L) detalle del tipo de células que se observan en la zona (J) 
apical, (K) media y (L) basal de la valva. 

 

 Estos resultados parecían indicar que la naturaleza de la interacción de NGA y 

STY no se daba a nivel de regulación de la expresión, sino que probablemente las dos 

proteínas podrían requerirse conjuntamente para especificar el estilo y el estigma. 

Si esta hipótesis fuera correcta, cabría esperar que la sobreexpresión simultánea 

de ambos genes diera lugar a fenotipos fuertemente sinérgicos. Para comprobarlo, se 

generaron líneas transgénicas que sobreexpresaban de forma constitutiva NGA3 y STY1. 

Estas líneas mostraron un fenotipo totalmente diferente al de cada línea de 

sobreexpresión por separado. Eran plantas con tamaño muy reducido donde el tamaño 

de las hojas, la longitud de los entrenudos y el tamaño de las flores estaban fuertemente 

disminuidos (fig. 60). 
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Figura 60. Caracterización fenotípica de la línea 35S::STY1 35S::NGA3. De izquierda a derecha se 
muestran las fotografías de la roseta de las líneas 35S::NGA3, 35S::STY1 y 35S::STY1 35S::NGA3, y 
fotografía de dos plantas 35S::STY1 35S::NGA3 cuyo tamaño se ve severamente reducido (la barra blanca 
equivale a 1cm). 

 

 La morfología del gineceo (fig. 61 H) era muy diferente a la de las líneas 

parentales (fig. 61 C-D). Las proporciones relativas de ginóforo, ovario y tejidos 

apicales eran similares a las de plantas silvestres, aunque el tamaño del gineceo estaba 

notablemente reducido. Se podían distinguir claramente la valva, margen de la valva y 

replum (fig. 61 H). El fenotipo más destacable observado fue que las células de la valva 

(fig 61 I-K) mostraban la morfología característica de las células del estilo (fig. 61 B), 

es decir, presentaban morfología regular, desarrollo de estomas temprano y relieve 

típico. Este fenotipo apoyaba la hipótesis de que las proteínas STY1 y NGA actuaran 

conjuntamente para dirigir la especificación de identidad del estilo. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 61. Caracterización fenotípica del fruto de la línea 35S::STY1 35S::NGA3. Fotografía al 
microscopio electrónico de barrido de células (A) de la valva y (B) del estilo de plantas silvestres. (C) Fruto 
35S::NGA3. (D) Fruto 35S::STY1. (E-G) Detalle del tipo celular presente en diferentes zonas del fruto. (H) 
Fruto 35S::STY1 35S::NGA3. (I-K) Detalle del tipo celular presente en diferentes zonas del fruto, se pueden 
observar células del estilo a lo largo de toda la longitud de la valva. La barra blanca equivale a 1mm. 

 

En resumen, los resultados obtenidos hasta este momento indicaban que: 

-La sobreexpresión de STY o NGA no era capaz de compensar la pérdida de 

función de los genes NGA o STY, respectivamente. 

-El patrón de expresión de STY1PRO::GUS no cambiaba en fondo mutante nga ni 

en 35S::NGA3, y tampoco lo hacía el de NGA3PRO::GUS en fondo mutante sty1 sty2. 

-El fenotipo de los mutantes nga1 sty1 y nga1 sty1 sty2 era significativamente 

más severo que el de los mutantes sencillos por separado. 

-La sobreexpresión conjunta de STY1 y NGA3 daba lugar a la formación de 

estilo en toda la superficie de la valva.  
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Todo ello parecía indicar que era necesaria la presencia simultánea de ambos 

factores para la correcta formación de estilo y estigma. Una posible explicación para 

ello podría ser que ambas proteínas interaccionaran para regular la transcripción de 

dianas comunes. Para comprobarlo se realizó un ensayo de interacción proteína-proteína 

in vivo mediante complementación fluorescente bimolecular (BiFC). Este experimento 

está basado en la reconstitución de moléculas no fluorescentes mediada por la 

interacción de dos proteínas que llevan fusionada una mitad de la proteína YFP. Si las 

dos proteínas interaccionan físicamente la proximidad de los dos fragmentos de la YFP 

restaurará la fluorescencia de la molécula, que puede detectarse mediante microscopía 

confocal.     

Se clonó la región codificante de STY1 y NGA1 en la región C-terminal de cada 

mitad de la proteína YFP (pMNG74 y pMNG32, respectivamente). Con ambas 

construcciones se agroinfiltraron hojas de Nicotiana benthamiana y tras 3 días fueron 

observadas al microscopio confocal. Durante la visualización de las hojas no se detectó 

señal YFP (fig. 62), lo cual indicaba que ambas proteínas no interaccionaban, al menos 

en estas condiciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 62. Estudio de interacción proteína-proteína entre STY1 y NGA1. Fotografía al microscopio 
confocal de células de la epidermis de hojas de Nicotiana benthamiana agroinfiltradas con las construcciones 

indicadas a la izquierda. Control positivo (YFP N-INα + YFP C-INβ). Control negativo (YFP N-STY1 + YFP 

C-INβ). 

 

La falta de interacción observada podía deberse a que o bien STY1 y NGA1 no 

interaccionaban, o bien que necesitaban de factores adicionales para hacerlo. Esta 

segunda hipótesis era compatible con el fenotipo observado en la línea 35S::STY1 

35S::NGA3, en la cual tenía lugar la formación ectópica de estilo únicamente en la 

epidermis de la valva, sugiriendo que factores específicos presentes en este dominio 

podían contribuir a la interacción entre STY y NGA.  

Posibles candidatos que aparecen en la literatura descritos por su expresión en la 

valva eran ANT, LUG, SEU, ETT, JAG, TOUSLED (TSL), SPT y CRC (Liu et al., 2000; 

Chen et al., 2000; Franks et al., 2002; Sessions y Zambryski, 1995; Sessions et al., 
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1997; Nemhauser et al., 2000; Dinneny et al., 2004, 2006; Heisler et al., 2001; Bowman 

y Smyth, 1999). Todos estos factores transcripcionales son necesarios para la fusión del 

carpelo y el correcto desarrollo del estilo y del estigma. De entre todos ellos, CRC 

parecía el candidato más probable por las siguientes razones: 

 - Su dominio de expresión en el carpelo solapaba parcialmente con el dominio 

de expresión de NGA y STY en la zona apical del gineceo hasta aproximadamente el 

estadio 10 del desarrollo floral y, lo más importante, se expresaba en la epidermis 

abaxial del carpelo (Bowman y Smyth, 1999). 

- En un experimento de doble híbrido de levadura realizado por Marina 

Trigueros (Trigueros, 2008) se comprobó que tanto NGA1 como NGA3 interaccionaban 

con un miembro de la familia YABBY, concretamente con YAB3. Esta familia está 

compuesta por 6 factores de transcripción, que se caracterizan por poseer un dominio 

dedo de zinc y una doble hélice (Bowman y Smyth, 1999) y CRC es un miembro de esta 

familia.  

- El mutante crc-1 mostraba defectos en la fusión del estilo similares a los 

observados en los mutantes nga y sty. Además en el doble mutante sty1-1 crc-1 (Kuusk 

et al., 2002) se producía una  reducción importante de estilo y estigma mientras que los 

mutantes sencillos tenían fenotipos débiles. Los dobles mutantes eran prácticamente 

estériles. De este fenotipo se deducía una posible interacción genética entre STY y CRC.  

Para analizar si CRC podía interaccionar, formando dímeros, con STY o con 

NGA se realizaron una serie de ensayos de interacción proteína-proteína mediante BiFC. 

Se agroinfiltraron hojas de Nicotiana benthamiana y tras ser observadas al microscopio 

confocal se comprobó que tanto STY1 como NGA1 interaccionaban con CRC. En ambos 

casos lo hacían tanto en el núcleo como en el  citoplasma (fig. 63). 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 63. Estudio de 
interacción proteína-
proteína entre STY1 y CRC 
y entre NGA1 y CRC. 
Fotografía al microscopio 
confocal de células de la 
epidermis de hojas de 
Nicotiana benthamiana 
agroinfiltradas con las 
construcciones indicadas a la 
izquierda. Control positivo 

(YFP N-INα + YFP C-INβ). 
Control negativo (YFP N-

STY1 + YFP C-INβ). 
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 A continuación, y sabiendo que STY1 y NGA1 no interaccionaban entre sí, se 

llevó a cabo un nuevo ensayo de BiFC. En este caso se utilizaron de nuevo las 

construcciones YFC:STY1 (pMNG74) e YFN:NGA1 (pMNG32), que anteriormente 

habían dado resultados negativos, pero se añadió al medio de infiltración una tercera 

construcción, un 35S::CRC (pMNG62) no fusionado a YFP. Como se puede observar 

en la figura 64, en presencia de CRC se reconstituía la fluorescencia de la YFP. Este 

resultado parecía indicar que CRC podría ser el factor necesario para que tuviera lugar 

la interacción entre STY y NGA, y así, que el posible trímero STY-CRC-NGA fuera el  

responsable de conferir la identidad de estilo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 64. Estudio de interacción proteína-proteína entre STY1 y NGA1. Fotografía al microscopio 
confocal de células de la epidermis de hojas de Nicotiana benthamiana agroinfiltradas con las construcciones 

indicadas a la izquierda. Control positivo (YFP N-INα + YFP C-INβ). Control negativo (YFP N-STY1 + YFP 

C-INβ). 

 

Para validar genéticamente esta hipótesis se realizaron distintas combinaciones 

genéticas. 

En primer lugar, para comprobar si CRC participaba junto con NGA en la 

especificación del estilo y estigma se generaron el doble mutante nga1-4 crc-1 y la línea 

amiR-NGA crc-1. El mutante nga1-4 crc-1 (fig. 65 D-E) mostraba una importante 

reducción del estilo y del número de papilas estigmáticas y en ocasiones se formaban 

estructuras a modo de horquillas en la zona apical del gineceo. Este aumento drástico en 

los defectos del carpelo también ocurre en el mutante amiR-NGA crc-1 (fig. 65 F-H) en 

el que el gineceo no poseía ni estilo ni estigma y los carpelos aparecían sin fusionar 

prácticamente desde la mitad del gineceo pudiendo observarse los óvulos presentes en el 

interior del mismo. Comparando el débil fenotipo de los mutantes sencillos nga1-4 (fig. 

65 B) y crc-1 (fig. 65 A) con el observado en estas líneas era posible pensar que 

existiera una interacción sinérgica entre NGA1 y CRC, ya que un simple efecto aditivo 

de las mutaciones probablemente no causaría una disminución tan importante en los 

tejidos apicales en el doble mutante nga1-4 crc-1 o defectos tan severos en la fusión del 

carpelo como ocurre cuando tenemos el mutante crc-1 en fondo amiR-NGA. La 
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interacción de CRC con NGA era similar a la de CRC con STY (Kuusk et al., 2002), y 

también recordaba al tipo de interacción entre STY y NGA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 65. Fenotipos del doble mutante nga1-4 crc-1 y de la línea amiR-NGA crc-1. (A) crc-1. (B) nga1-
4. (C) amiR-NGA. (D-E) nga1-4 crc-1. Se puede observar una reducción importante de la región del estilo y 
estigma, y formación de estructuras similares a horquillas (flecha). (F-H) amiR-NGA crc-1. Los carpelos 
aparecen sin fusionar en la mitad apical del carpelo observándose los óvulos.  

 

 A continuación se cruzaron las líneas 35S::STY1 y 35S::NGA3 con el mutante 

crc-1. En el caso del cruce con 35S::NGA3 los frutos presentaban, al igual que ocurre 

con la línea de sobreexpresión, un acortamiento de la valvas, ginóforo más largo y 

replum en zig-zag (fig. 66 A). Sin embargo, en la zona apical del gineceo, aunque el 

estilo aparecía en la mayoría de los casos fusionado, tanto estilo como estigma no se 

formaban correctamente (fig. 66 B-D), por tanto, la mutación crc no revierte los 

cambios en la morfología del gineceo asociados a la sobreexpresión de NGA3, y a su 

vez, la sobreexpresión de NGA3 no es capaz de rescatar completamente los defectos 

apicales causados por la mutación crc (fig. 66). En fondo 35S::STY1 (fig. 66 E-F), los 

frutos presentaban defectos en la fusión de la zona apical del gineceo, al igual que 

ocurría en el mutante crc; por otro lado, los defectos principales asociados a la 

sobreexpresión de STY1, es decir, la formación de células del estilo en las valvas, se 

reducía, aunque no completamente, por la mutación crc (fig. 66 G). En resumen, en 

ausencia de la expresión de CRC los defectos causados en el gineceo como 

consecuencia de la sobreexpresión de STY1 se revierten parcialmente.  
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Figura 66. Caracterización fenotípica de la línea 35S::NGA3 crc-1 y 35S::STY1 crc-1. (A-D) Línea 
35S::NGA3 crc-1. (A) Fotografía de los diez primeros frutos (Las unidades de la regla son mm.). (B-C) 
Detalle de la zona apical del fruto: se pueden observar los defectos en la formación del estilo y estigma. (D) 
Fotografía al microscopio electrónico de barrido de una flor en antesis. (E-G) Línea 35S::STY1 crc-1. (E-F) 
Fotografía al microscopio electrónico de barrido de un fruto en estadio 17: la zona apical del estilo presenta 
defectos de fusión además de una reducción importante del tejido estigmático. (G) Detalle de la valva, donde 
se observan pequeños parches de células típicas de la epidermis del estilo.  
 

 Si la hipótesis de que era necesario un trímero STY-NGA-CRC para especificar 

la identidad de las células de estilo fuese correcta, debería esperarse que en fondo 

mutante crc, la sobreexpresión simultánea de NGA3 y STY1 no diera lugar a la 

transformación de la epidermis de la valva en epidermis de estilo. Las plantas 

35S::STY1 35S::NGA3 crc-1 (fig. 67) dieron frutos completamente estériles. En 

aquellos gineceos que llegaron a elongar ligeramente, se observó una alteración de la 

distribución de tejidos a lo largo del eje apical-basal. Así pues, los frutos (fig 67 E, H) 

mostraban un ginóforo largo con una reducción importante del tamaño del ovario. 

Dentro del mismo se podía observar un ensanchamiento del replum y una reducción del 

tamaño de las valvas. Además, los gineceos presentaban normalmente defectos de 

fusión en el extremo apical (fig. 67 A-B). En lo que respecta a los tejidos apicales, el 

desarrollo del estilo y estigma estaba seriamente afectado. Así pues, los frutos 

mostraban una reducción importante del tejido estigmático apareciendo grupos de 

papilas estigmáticas en el extremo del gineceo pero muy rara vez se formaban células 

del estilo, y cuando aparecían, eran grupos aislados asociados generalmente a las papilas 

estigmáticas (fig. 67 F). Este tipo de células tampoco se observaban en ningún otro 

tejido del fruto (fig. 67 D, G), es decir, no tenía lugar la formación ectópica de células 

del estilo en la valva como se había observado en la línea 35S::NGA3 35S::STY1. Por 

tanto, con la pérdida de la expresión de CRC se perdía la identidad del estilo, lo cual 
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indicaba que, junto con STY y NGA, éste era necesario para la especificación del mismo 

y apoyaba fuertemente el significado funcional del posible trímero NGA-STY-CRC.   

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 67. Caracterización fenotípica de la línea 35S::NGA3 35S::STY1 crc-1. (A) Gineceo en estadio 
12. Se pueden observar defectos en la fusión del extremo apical del gineceo. (B-D) Gineceo en estadio 12. La 
región apical presenta defectos importantes en la fusión del gineceo. (C) Detalle de la región apical del 
gineceo, no se observan células del estilo. (D) Detalle de la región media del gineceo. No se observa 
formación ectópica de células del estilo. (E-G) Fruto en estadio 17. Se altera la distribución de tejidos a lo 
largo del eje apical-basal. (F) Detalle de la zona apical del fruto. Se forman pequeños grupos aislados de 
células del estilo (flecha). (G) Detalle de la zona media del fruto. No se observan células del estilo. (H) Fruto 
en estadio 17. Reducción importante del tejido estigmático, con ausencia de células del estilo.   
 

 

3.2. STY y NGA son necesarios para la activación de YUC4. 
 

 Trabajos publicados del laboratorio de Eva Sundberg habían identificado 

algunas posibles dianas de STY1 (Sohlberg et al., 2006; Eklund et al., 2010). En 

concreto, STY1 se había identificado como regulador directo de YUCCA4 (YUC4) 

(Eklund et al., 2010). Como ya se ha mencionado en el capítulo anterior YUC4 se 

expresa en la zona apical del gineceo y óvulos en desarrollo, solapando con los 

dominios de expresión de STY1 y NGA. El fenotipo de los mutantes nga imitaba el 

efecto de niveles reducidos de auxinas en la zona apical del gineceo. Además, la pérdida 

de actividad NGA daba lugar a la falta de activación de YUC2 y YUC4 en la zona apical 

del gineceo. Así pues, cabía la posibilidad de que del mismo modo que ambos genes 

eran necesarios para la correcta formación del estilo, también actuaran de forma 

conjunta en la regulación de la biosíntesis de auxinas regulada por YUC. 

Al analizar el patrón de expresión de YUC4 en fondo 35S::NGA3 se observó que 

éste no cambiaba respecto al silvestre (fig. 68). Lo mismo ocurría, al menos a nivel del 

gineceo, en fondo 35S::STY1, en el que se seguía observando señal en la zona apical del 

gineceo y en óvulos, aunque con una intensidad ligeramente superior a la del fondo 

silvestre. En el resto de órganos florales la señal era significativamente más intensa. 

 

 

 

 

 

 



 

 

77 
Resultados 

Capítulo 3 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 68. Efecto de la sobreexpresión de NGA y STY1 en la expresión de YUC4 en el estilo. 
Detección histoquímica de actividad GUS dirigida por el promotor de YUC4 en inflorescencias de plantas 
silvestres, de la línea 35S::NGA3 y 35S::STY1. Se puede observar como la sobreexpresión de NGA3 o STY1 
no conlleva cambios en la expresión de YUC4 en el estilo.  

  

 La ausencia de modificaciones en el patrón espacial de expresión de YUC4 en 

fondos que sobreexpresaban o bien NGA3 (fig. 68) o bien STY1 (fig. 68) podía ser 

debida a que se requiere la expresión conjunta de ambos factores. Para comprobar esta 

hipótesis se analizó el patrón de expresión de YUC4 en líneas 35S::STY1 35S::NGA3 

(fig. 69). En las plantas analizadas la señal era igual a la detectada cuando únicamente 

se sobreexpresaba STY1 (fig. 68). Así pues, la sobreexpresión de ambos genes no 

desencadenaba ningún cambio significativo en el patrón de expresión de YUC4. Estos 

datos parecían indicar que el efecto fenotípico de la sobreexpresión conjunta de NGA3 y 

STY1 no está mediado por la expresión ectópica de YUC4 y que probablemente NGA3 y 

STY1 no actúen conjuntamente sobre el promotor de YUC4. 

 

 
 

Figura 69. Efecto de la sobreexpresión 
conjunta de NGA y STY1 en la expresión 
de YUC4 en el estilo. Detección 
histoquímica de actividad GUS dirigida por el 
promotor de YUC4 en inflorescencias de la 
línea 35S::NGA3 35S::STY1. 

 

 

Con el fin de confirmar si la posible regulación del gen YUC4 por parte de los 

factores de transcripción STY1 y NGA tenía lugar por rutas independientes, se llevó a 

cabo un ensayo de activación transcripcional del promotor de YUC4. Para este ensayo 

se utilizó el método desarrollado por Hellens et al. (2005). Para llevarlo a cabo se 

clonaron 2.3Kb del promotor de YUC4 dirigiendo la expresión del gen de la 

LUCIFERASA (LUC). En el mismo vector se localizaba el gen de la RENILA (una 

proteína luminiscente similar a la luciferasa) bajo el control del promotor 35S y que se 
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utilizó para normalizar los datos de expresión. Junto con esta construcción se infiltraron 

construcciones que sobreexpresaban STY1 y/o NGA1 o las proteínas de fusión 

STY1:VP16 o NGA1:VP16 (fig. 70).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 70. Esquema de las construcciones empleadas para estudiar si STY1 y NGA1 actuaban 
conjuntamente en la activación de YUC4. Se fusionó el promotor YUC4 al gen de la LUCIFERASA. Se 
clonaron las regiones codificantes de STY1 y NGA1 y las proteínas de fusión STY1:VP16 y NGA1:VP16 
bajo el control del promotor 35S.  

 

 En primer lugar se comprobó si el ensayo funcionaba, analizando la unión de la 

proteína STY1 al promotor de YUC4 para activar la expresión del gen LUC (fig. 71). 

Para ello, se coinfiltraron hojas de Nicotiana benthamiana con el vector de la luciferasa 

y con la construcción de la sobreexpresión de STY1 o la de STY1 fusionado al dominio 

de activación VP16 (fig. 70). La fusión a VP16 nos permitiría detectar la activación del 

promotor por STY1 haciéndola independiente de factores que pudiera necesitar para 

comportarse como activador transcripcional, y, en el caso de que no los necesitase, 

también esperaríamos obtener una activación más potente. Así pues, los resultados 

mostraban que la proteína de fusión STY1:VP16 activaba de forma significativa la 

expresión del gen LUC mientras que STY1 no producía un cambio significativo en la 

actividad luciferasa. Por tanto, STY1 parecía ser capaz de unirse al promotor de YUC4 

pero no de activarlo por si mismo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 71. Activación transitoria del promotor YUC4 por la proteína STY1. Se agroinfiltraron hojas de 
Nicotiana benthamiana con las combinaciones de plásmidos indicadas en la gráfica. Transcurridos tres días se 
cuantificó en un luminómetro la señal emitida por el gen de la LUC y de la RENILA (control interno) y se 
representó el ratio Luc/Ren. Se utilizaron el pGreen LUC vacío y este plásmido con el promotor de YUC4 
diriginedo la expresión de LUC como controles negativos y el gen LUC bajo el control del promotor 
constitutivo 35S como control positivo. Las barras de error representan la desviación típica. ** P<0,001. 

  

 A continuación, se decidió comprobar que ocurría con NGA1 (fig. 72). La 

metodología utilizada fue la misma que en el caso de STY1. Tras analizar los resultados 

se puede observar que cuando infiltramos NGA1 no se apreciaron diferencias 
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significativas con respecto al control. Sin embargo, la proteína de fusión NGA1:VP16 sí 

fue capaz de activar de forma significativa la expresión de YUC4, aunque el nivel de 

activación fue menor que en el caso de STY1. 

 

 

       

       

       
      
       

 

 

 

 

 
Figura 72. Activación transitoria del promotor YUC4 por la proteína NGA1. Se agroinfiltraron hojas de 
Nicotiana benthamiana con las combinaciones de plásmidos indicadas en la gráfica, transcurridos tres días se 
cuantifica en un luminómetro la señal emitida por el gen de la LUC y de la RENILA (control interno). Las 
barras de error representan la desviación típica. *** P<0,01. 

 

Por consiguiente, ni STY1 ni NGA1 podían activar por si mismos y sin la 

presencia de factores adicionales la expresión de YUC4. Es posible que ambos factores 

puedan  unirse al promotor pero requieran de factores adicionales para activarlo. En 

primer lugar se comprobó si la interacción de STY1 y NGA1 era necesaria para la 

activación de YUC4. También se realizaron experimentos para intentar comprobar la 

posibilidad de que, al igual que ocurría en el estilo, fuera CRC el factor necesario para 

que ambas proteínas interaccionaran y llevaran a cabo la activación de YUC4 (fig. 73). 

 

 

 

 

 
  
 
 
     
                     

 

 
 
 
 
Figura 73. Estudio de la activación transitoria del promotor de YUC4 por diferentes combinaciones 
de proteínas. Se agroinfiltraron hojas de Nicotiana benthamiana con las combinaciones de plásmidos indicadas 
a la izquierda de la tabla, transcurridos tres días se cuantificó en un luminómetro la señal emitida por el gen de 
la Luciferasa y de la Renila (control interno). Las barras de error representan la desviación típica. 

 

 Estos datos indicaban que STY1 y NGA parecían ser capaces de unirse al 

promotor de YUC4, pero no de activarlo ni por separado, ni conjuntamente, ni en 

presencia de CRC, sugiriendo que para regular a YUC4 podrían requerir de la presencia 

de factores adicionales. 

 Además, de los resultados obtenidos se podía concluir que los efectos 

fenotípicos de la sobreexpresión conjunta de STY/NGA parecían no estar mediados 
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principalmente por YUC, ya que, aunque tanto los factores STY como los factores NGA 

parecían ser necesarios para su activación en la zona apical del gineceo, y que ambos 

tipos de factores podrían estar uniéndose de modo directo sobre el promotor de YUC4, 

el patrón de expresión de YUC4 no cambiaba significativamente en los gineceos 

35S::STY1 35S::NGA3.  

 

3.3. NGA y otros genes implicados en la diferenciación del eje apical-basal del 
gineceo. 
 

De entre los genes implicados en la correcta distribución de los tejidos a lo largo 

del eje apical-basal, además de los ya estudiados en el capítulo anterior, encontramos a 

factores transcripcionales como ETT y SPT. Ambos se postula que están implicados en 

la interpretación del gradiente de auxinas presente en el gineceo (Nemhauser et al., 

2000, Heisler et al., 2001). Por otra parte y como ya se ha mencionado en el capítulo 

anterior, los genes NGA parecían estar implicados en el establecimiento de este 

gradiente, por tanto se procedió a analizar las interacciones genéticas con estos factores 

de transcripción. 

 
3.3.1. Interacción genética entre SPT y NGA. 

 

SPT codifica un factor de transcripción tipo bHLH (basic helix-loop-helix) y está 

implicado en la organización apical-basal del gineceo, así como en la especificación de 

los tejidos mediales (Heisler et al., 2001). En los mutantes spt el tracto transmisor no se 

forma y el tejido estilar está reducido y presenta defectos en la fusión (Alvarez y Smyth, 

1999). El fenotipo del estilo observado en el mutante se rescata tras tratar las plantas 

con NPA (un inhibidor del transporte polar de auxinas), por lo que los autores sugerían 

que la transducción de la señal podía ser dependiente de una ruta mediada por SPT 

(Nemhauser et al., 2000). 

Se ha observado una fuerte interacción sinérgica de las mutaciones spt y sty/shi. 

Además, en algunos fondos genéticos las mutaciones spt son epistáticas sobre algunos 

fenotipos sty/shi, indicando que STY y SPT podrían regular la organización apical-basal 

en la misma ruta (Sohlberg et al., 2006; Kuusk et al., 2002, 2006). Posteriormente, se ha 

observado que en líneas 35S::SPT:VP16 se produce la expresión ectópica de STY2, 

indicando que SPT podría estar regulando a STY2 (Groszmann et al., 2008).  

También parece existir una interacción genética entre SPT y CRC, la cual se 

deduce del fenotipo de sus respectivos mutantes. Los mutantes crc y spt tienen defectos 

similares en la fusión apical del carpelo y cuando se combinan, el fenotipo del doble 

mutante spt-2 crc-1 es mucho más severo al de los mutantes sencillos, apareciendo el 

gineceo sin fusionar excepto en la base, además de presentar una reducción importante 

de los tejidos apicales y mediales (Bowman y Smyth, 1999; Alvarez y Smyth, 1999, 

2002). El fenotipo del doble mutante spt crc era muy similar al del mutante amiR-NGA 

crc-1. Analizando el dominio de expresión de SPT y comparándolo con el de los genes 

NGA se puede observar un solapamiento entre ellos durante los estadios 8 y 11, durante 

los cuales estos genes se expresan en la región medial y apical del gineceo.  

Por todo ello se decidió analizar la posible relación funcional entre los genes 

NGA y SPT. En trabajos previos previos del laboratorio se había determinado que en el 

doble mutante nga3 spt se observaban fenotipos severos en la fusión del carpelo, con 

pérdida de estilo y estigma, aunque en ocasiones aparecían grupos de células del estilo 

aisladas (Trigueros, 2008). Se analizó el patrón de expresión de NGA3 en fondo spt-2 y 

35S::SPT y no se observó ningún cambio con respecto al fondo silvestre, mientras que 
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cuando se estudió el patrón de expresión de SPT en fondo mutante nga sí se detectó 

señal en óvulos y semillas, donde en fondo silvestre no se expresa, y por el contrario no 

se expresaba en la zona de dehiscencia de las anteras donde sí lo hace en fondo silvestre 

(Trigueros, 2008). Por todo ello podría pensarse que la regulación de SPT por parte de 

NGA podría ser diferente en función del contexto. Como complemento a estos estudios 

y dado que los genes NGA parecían interaccionar con un espectro amplio de proteínas se 

decidió comprobar a través de un ensayo de interacción proteína-proteína in vivo 

mediante BiFC si ambos factores interaccionaban. 

Como en los casos anteriores se clonó la región codificante de SPT en el extremo C-

terminal de la YFP (pMNG71). Con esta construcción y la obtenida anteriormente para 

NGA1 (pMNG32) se agroinfiltraron hojas de Nicotiana benthamiana y tras 3 días 

fueron observadas al microscopio confocal. Durante la visualización de las hojas no se 

detectó señal YFP (fig. 74), lo cual sugería que ambas proteínas no interaccionaban 

directamente. 

 

 

 
 

Figura 74. Estudio de 
interacción proteína-
proteína entre SPT y NGA1. 
Fotografía al microscopio 
confocal de células de la 
epidermis de hojas de Nicotiana 
benthamiana agroinfiltradas con 
las construcciones indicadas a 
la izquierda. Control positivo 

(YFP N-INα + YFP C-INβ). 
Control negativo (YFP N-

STY1 + YFP C-INβ). 

 

 

 

 

 

 

Por otra parte, los fenotipos tan severos observados en las combinaciones de 

mutantes entre spt y nga3/4 (Trigueros, 2008) indicaban la existencia de una interacción 

sinérgica entre ambos genes. Para estudiar si esta interacción tenía lugar con otros 

miembros de la familia NGA se generó el doble mutante nga1-4 spt-2. El mutante spt-2 

se caracteriza por presentar una reducción de los tejidos estigmáticos y estilares, una 

zona apical parcialmente sin fusionar y la ausencia del tracto transmisor (fig. 75 A). El 

fenotipo del doble mutante era más severo que el de los mutantes sencillos por 

separado. En el doble mutante no sólo aparecía sin fusionar estilo y estigma, sino 

también la zona apical de las valvas, hasta el punto de poder observar los óvulos 

alojados en el interior del gineceo (fig. 75 B). En ocasiones la parte superior del gineceo 

recordaba a la forma de una hoja (fig. 75 C). Además, se reducía notablemente el 

número de papilas estigmáticas (fig. 75 D). Este fenotipo indicaba la existencia de una 

relación sinérgica entre ambos genes, al igual que lo observado para NGA3/4 y SPT, de 

modo que aunque no interaccionaran físicamente, era probable que ambos fueran 

necesarios para la correcta formación de la zona apical del fruto. 
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Figura 75. Caracterización fenotípica del mutante nga1-4 spt-2. Fotografías del microscopio electrónico 
de barrido. (A) Fruto en antesis del mutante spt-2 (tomada de Alvarez y Smith, 2002). (B) Fruto 
completamente elongado del doble mutante nga1-4 spt-2. (C-D) Detalle de la zona apical del fruto del mutante 
nga1-4 spt-2.  

 

Para obtener más información sobre la posible interacción genética entre NGA y 

SPT se sobreexpresó el gen NGA3 en fondo spt-2. En estas líneas el fruto presentaba un 

fenotipo similar al de la línea de sobreexpresión de NGA3 (fig. 76 A), es decir, 

acortamiento de las valvas, ginóforo más largo, y además, la zona apical del estilo 

estaba completamente fusionada (fig. 76 B-G). Por tanto, la sobreexpresión de NGA3 

rescataba el fenotipo del mutante spt-2 (fig. 76). Así pues, NGA era capaz de dirigir la 

fusión del estilo en ausencia de SPT. Por otra parte, la mutación spt suprimía en cierta 

medida el fenotipo de la línea de sobreexpresión de NGA3, observándose un menor 

acortamiento de las valvas que en la línea parental y un replum menos afectado (fig. 76 

B y F), sugiriendo así que SPT podría mediar alguna de las funciones de NGA.  

 

 

 

 
Figura 76. Fenotipos 
asociados a la línea de 
sobreexpresión 35S::NGA3 
en fondo spt-2. (A) 
35S::NGA3, fotografía de 
microscopia electrónica de 
barrido de un fruto 
completamente elongado. 
(B-G) 35S::NGA3 spt-2, (B) 
fotografía de microscopia 
electrónica de barrido de un 
fruto completamente 
elongado y (C) detalle de la 
zona apical del mismo, 
gineceo en antesis. (F) Fotos 
a la lupa de un fruto 
completamente elongado y 
(E y G) detalle de la zona 
apical del mismo. 
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Cuando se sobreexpresaban ambos genes, el fenotipo de la roseta era similar al 

de la línea de sobreexpresión de NGA3, al presentar hojas de roseta estrechas y 

alargadas  (fig. 77). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 77. Morfología de la roseta de la línea 35S::NGA3 35S::SPT. Fotografía de la roseta de las líneas 
35S::NGA3, 35S::SPT y 35S::NGA3 35S::SPT.  
 

 Así mismo, los frutos de las líneas portadoras de los dos transgenes eran 

idénticos a los de la línea 35S::NGA3, tanto a nivel fenotípico como a nivel de 

distribución de tipos celulares (fig. 78). 

 

 

 

 
 
 

Figura 78. Caracterización 
fenotípica de los frutos de la línea 
35S:.NGA3 35S::SPT. Fotografías al 
microscopio electrónico de barrido de 
frutos completamente elongados de 
las líneas (A) 35S::NGA3, (B) 
35S::SPT, (C) 35S::NGA3 35S::SPT. 

 

 

 

 

 

 

 

A partir de los resultados obtenidos se podría deducir que aunque ambos genes 

podrían actuar en la misma ruta, NGA podría situarse por debajo de SPT, al menos en lo 

que respecta a su función en la especificación del estilo. Por ello, al sobreexpresar NGA 

se rescataba el fenotipo del mutante spt-2 y cuando se sobreexpresaban ambos genes el 

fenotipo era igual al de la línea de sobreexpresión de NGA. Pero no podemos olvidar 

que la mutación spt también revertía parcialmente el fenotipo de la línea de 

sobreexpresión, lo que podría indicar que parte del fenotipo de la línea de 

sobreexpresión de NGA podría estar mediado por una desregulación de SPT, sugiriendo 

así que SPT, a su vez, podría estar regulado por NGA, o bien, que la actividad de NGA 

en determinados contextos podría requerir de la presencia de SPT. En definitiva, 

nuestros resultados indicaban que la interacción entre NGA y SPT parecía ser bastante 

compleja. 

Por todo ello, se analizó si se producía algún cambio en el patrón de expresión 
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de la línea marcadora SPTPRO::GUS en fondo nga1 y 35S::NGA3. Como se puede 

observar en la figura 79,  no se detectó ninguna diferencia significativa en cuando a la 

distribución de la señal en el gineceo, con la única excepción de que en flores en estadio 

12, en el caso del fondo mutante nga1 (fig. 79 G), parecía apreciarse una disminución 

en la intensidad de la señal mientras que en la línea de sobreexpresión la señal parecía 

más intensa (fig. 79 D). En gineceos en estadio 15, al sobreexpresar NGA3 se producía 

una expansión de la señal en la zona de dehiscencia (fig. 79 F). Estos resultados 

parecían indicar que NGA podría estar regulando el nivel de expresión de SPT.  

 
Figura 79. Estudio del patrón de 
expresión de SPT en diferentes 
fondos NGA. Detección 
histoquímica de actividad GUS 
dirigida por el promotor de SPT en 
inflorescencias de plantas silvestres 
(A-B), de la línea 35S::NGA3 (D-
F) y del mutante nga1 (G-I). 
Gineceos en estadio 12 de (A) 
plantas silvestres, se podía observar 
una señal intensa en la zona medial 
del mismo así como en los 
primordios de los óvulos, (D) la 
línea 35S::NGA3, la señal se 
mantiene como en el ecotipo 
silvestre, y (G) el mutante nga1, la 
intensidad de la señal en el ovario 
se reduce de forma significativa. 
Gineceos en estadio 14 de (B) 
plantas silvestres, la señal se 
detecta en estilo y estigma, margen 
de la valva y primordios de los 
óvulos, así como en nectarios, (E) 
la línea 35S::NGA3 y (H) el 
mutante nga1, en ambos casos la 
señal se localiza en las mismas 
zonas que en el caso del ecotipo 
silvestre. Gineceos en estadio 14 de 
(C) plantas silvestres, la señal se 
observa en los mismos tejidos que 
en el estadio anterior, con una 
disminución de la señal en óvulos, 
(F) la línea 35S::NGA3, se detecta 
una expansión de la señal en la 
zona de dehiscencia (flecha roja), y 
(I) el mutante nga1, no se detectan 
cambios en el patrón de expresión. 

 

 
3.3.2. Interacción genética entre ETT y NGA. 

 

El gen ETT, también denominado ARF3, codifica un factor de transcripción con 

un dominio de unión a DNA tipo ARF (Auxin Response Factors), perteneciente, por 

tanto, a la familia B3. La proteína ETT probablemente actúe mediando la respuesta a 

auxinas en el gineceo (Sessions et al., 1997; Nemhauser et al., 2000) y al igual que 

ocurre con otros genes ARF, la expresión de ETT no se induce por auxinas (Nemhauser 

et al., 2000). Las mutaciones en ETT causan defectos severos en la organización apical-

basal del gineceo, con un incremento de las regiones basal y apical y una fuerte 
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reducción del tamaño del ovario (Sessions et al., 1997; Sessions y Zambryski, 1995), 

que en algunos aspectos recuerda el fenotipo de las líneas de sobreexpresión de NGA. El 

papel de ETT promoviendo la formación del ovario parece estar mediada por la 

represión de SPT en este dominio, restringiendo así su expresión al tracto transmisor y 

septum en desarrollo. Esto se deduce por el hecho de que las mutaciones spt son 

epistáticas a las ett, suprimiendo el desarrollo ectópico de los tejidos apical y abaxial 

observado en los mutante ett (Heisler et al., 2001). ETT también interacciona 

genéticamente con STY1 durante la fusión del carpelo y la organización apical-basal del 

gineceo.  

Además de su función en el gineceo, ETT, junto con ARF4, es necesario para la 

morfogénesis y el establecieminto de la polaridad de la hoja (Hunter et al.,2006). 

Al analizar el patrón de expresión de ETT en fondo 35S::NGA3 se observó que 

éste no cambiaba significativamente (fig. 80 E-H). Así pues, tanto en fondo silvestre 

(fig. 80 A) como en fondo 35S::NGA3 (fig. 80 E), en gineceos en estadio 8 se detectaba 

señal en los haces vasculares. En estadio 11 (fig. 80 B y F) la señal se podía observar 

también en los primordios de óvulos. En el resto de estadios del desarrollo del gineceo 

(fig. 80 C-D y G-H) la señal se detectaba siempre en esas dos zonas del mismo, es decir, 

en haces vasculares y en óvulos. Así pues, estos resultado parecían indicar que ETT no 

estaba regulado por NGA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Figura 80. Patrón de expresión de ETT en fondo 35S::NGA3. Detección histoquímica de actividad GUS 
dirigida por el promotor de ETT en inflorescencias silvestres (A-D) y 35S::NGA3 (E-H). Gineceo en estadio 
8 de (A) plantas silvestres, la señal se detecta en los haces vasculares, y (E) de la línea 35S::NGA3, donde la 
señal se observa en las mismas zonas que en el ecotipo silvestre. Gineceo en estadio 11 de (B) plantas 
silvestres y (F) de la línea 35S::NGA3, en ambos casos la señal se detecta en haces vasculares y primordios de 
óvulos. Gineceo en estadio 12 de (C) plantas silvestres y (G) de la línea 35S::NGA3, en estos fondos la señal 
se detecta en los primordios de óvulos y más débilmente en haces vasculares. Gineceo en estadio 14 de (D) 
plantas silvestres y (H) de la línea 35S::NGA3, en ambos la señal se localiza en las mismas zonas que en el 
estadio anterior, disminuyendo la señal en óvulos. 
   

 Para explorar otras posibles interacciones entre ambos factores se llevó a cabo 

un ensayo de interacción proteína-proteína “in vivo” mediante complementación 

fluorescente bimolecular (BiFC), el cual se realizó en hojas de Nicotiana benthamiana 

transformadas transitoriamente. Durante la visualización de las hojas se detectó señal 
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YFP en el núcleo (fig. 81), lo cual indicaba que ambas proteínas podían interaccionar 

entre sí para llevar a cabo una función común.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 81. Estudio de interacción proteína-proteína entre ETT y NGA1 y NGA4. Fotografía al 
microscopio confocal de células de la epidermis de hojas de Nicotiana benthamiana agroinfiltradas con las 

construcciones indicadas a la izquierda. Control positivo (YFP N-INα + YFP C-INβ). Control negativo (YFP 

N-STY1 + YFP C-INβ). 
 

 Con la intención de comprobar genéticamente la interacción entre NGA y ETT 

se cruzaron las líneas de sobreexpresión de ambos genes (fig. 82). Las plantas obtenidas 

presentaban un fenotipo en la roseta similar al de la línea 35S::ETT, a excepción de que 

las hojas crecían hacia arriba. Por el contrario, el fenotipo de los frutos era igual al de la 

línea 35S::NGA3. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 82. Caracterización fenotípica de la línea 35S::ETT 35S::NGA3. Fotografía a la lupa de la roseta 
de las líneas 35S::NGA3, 35S::ETT y 35S::ETT 35S::NGA3. 
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 Aunque, puesto que no es objetivo de este trabajo, no caracterizamos en 

profundidad estos fenotipos foliares, los resultados obtenidos podrían indicar una 

posible función de los genes NGA en rutas de señalización de auxinas y especificación 

de la polaridad en hojas, ya que este fenotipo recordaba mucho al del mutante kan1-2 

kan2-1 (Pekker et al., 2005), en el que se modifica la organización abaxial/adaxial de la 

hoja. 

 Sin embargo, los resultados obtenidos hasta el momento no permitían esclarecer 

la naturaleza de la relación entre ETT y NGA.  
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Capítulo 4. El papel de los genes NGA en la regulación de los genes 
que participan en la morfogénesis a lo largo del eje medio-lateral del 
gineceo. 
 

 Las interacciones genéticas que dirigen la formación de tejidos en el eje medio-

lateral del ovario de Arabidopsis están bastante definidas, especialmente las que 

controlan la formación de la valva y el margen de la valva (ver apartado 4.2 c de la 

introducción). Se ha propuesto un modelo que explica la diferenciación de estos tejidos 

en el ovario en base a los fenotipos de diferentes mutantes que afectan a la 

diferenciación de los mismos y al análisis genético detallado de las relaciones entre los 

distintos genes implicados (Balanzá et al., 2006; Ostergaard, 2009). Según este modelo 

la expresión de SHP quedaría restringida al margen de la valva por la acción conjunta 

de FUL, actuando en la valva, y RPL, actuando en el replum (Roeder et al., 2003). Por 

tanto, FUL y RPL restringen la actividad de SHP al margen de la valva, donde 

promueve la expresión de IND y ALC, que son los responsables de la correcta 

diferenciación de los tejidos en la zona de dehiscencia (Rajani y Sundaresan, 2001; 

Liljegren et al., 2000, 2004).  

 Al mismo tiempo, FIL, YAB3 y JAG actúan redundantemente para promover la 

expresión de FUL y SHP en la valva y el margen de la valva, respectivamente. Para 

explicar la activación diferencial de estos factores en diferentes dominios se ha 

propuesto que altos niveles de FIL/YAB3/JAG en la valva activarían la expresión de 

FUL mientras que niveles inferiores de estos genes en el margen de la valva serían 

suficientes para activar a los genes SHP. En el replum, RPL también bloquea la 

actividad FIL/JAG, previniendo la activación de SHP (Dinneny et al., 2005). 

 Tanto FUL como los genes SHP se expresan en la zona apical del gineceo y, 

aunque el papel principal de ambos en el desarrollo del gineceo se ha relacionado con el 

establecimiento del margen de la valva, tanto las mutanciones ful como las shp afectan 

al desarrollo de las regiones apicales en determinados fondos genéticos (Ferrandiz et al., 

2000; Colombo et al., 2009). 

 El fenotipo de la línea de sobreexpresión de NGA3 recordaba en parte al 

fenotipo del fruto del mutante ful, ya que, en ambos casos, se observaba un 

acortamiento y sobrelignificación de las valvas, mayor longitud del ginóforo y el replum 

ensanchado y en zig-zag. Se ha establecido que el fenotipo del mutante ful es debido 

fundamentalmente a la expresión ectópica de IND en la valva, ya que en el doble 

mutante ful ind se suprime en gran medida el fenotipo de sobrelignificación y 

acortamiento de las valvas y, además, el fenotipo del mutante ful es similar al de la línea 

de sobreexpresión de IND (Liljegren et al., 2004). Junto con IND, otros factores 

también contribuyen al fenotipo de ful, puesto que al ir eliminando en fondo mutante ful 

la actividad de otros genes implicados en la correcta formación de la zona de 

dehiscencia se rescata completamente el fenotipo ful en las valvas. Tal es así, que sólo 

en el quíntuple mutante ful ind shp1 shp2 alc se recupera prácticamente en su totalidad 

el tamaño del fruto silvestre (Liljegren et al., 2004). 

El fenotipo de las líneas 35S::NGA3 se podría explicar por la existencia de una 

relación entre los genes NGA y los genes implicados en la diferenciación de la zona de 

dehiscencia. Si esto fuera así el fenotipo de la línea 35S::NGA3 podría ser debido a que 

alguno/s de estos genes estuvieran desregulados.  

Si se observaba con detalle la zona del margen de la valva se podía comprobar 

cómo los triples mutantes (fig. 83 C-D) y el cuádruple mutante nga (fig. 83 E-F) 

parecían presentar defectos en la diferenciación del margen de la valva. Así pues, 

aunque se apreciaba cierto grado de diferenciación, esta zona no aparecía tan definida 
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como en frutos de plantas silvestres (fig. 83 A-B). Por el contrario, en la línea 

35S::NGA3 (fig. 83 G-H) se observaba una expansión de la zona del margen de la valva.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 83. Desarrollo del margen de la valva. (A-B) Columbia. (C-D) nga1 nga3 nga4. Se puede observar 
una menor definición de la zona del margen de la valva, que es más evidente en la zona apical del fruto. (E-F) 
Cuádruple nga. No se observa la separación marcada por el margen de la valva entre replum y valva. (G-H) 
35S::NGA3. Se observa una expansión del margen de la valva. Las fechas rojas señalan el margen de valva.  

 

Para comprobar si los defectos observados en el margen de la valva de los 

mutantes nga eran consecuencia de la falta de lignificación en la zona de dehiscencia 

del fruto se llevaron a cabo cortes transversales de frutos incluidos en parafina y su 

posterior tinción con fluoroglucinol. En ellos no se pudieron observar diferencias 

significativas en la lignificación de la zona de dehiscencia entre frutos de la línea 

nga1nga2nga3nga4 y de plantas silvestres. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 84. Lignificación de la zona de dehiscencia. (A-B) Columbia. (C-D) nga1 nga2 nga3 nga4. 
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Por el contrario, en frutos 35S::NGA3 sí se había observado una lignificación 

ectópica en la zona de la valva (Trigueros, 2008). 

Para explicar las similitudes entre los fenotipos 35S::NGA3 y ful se propusieron 

distintas hipótesis (fig. 85): 

1. Que NGA reprimiera a FUL. Así, al sobreexpresar los genes NGA disminuiría 

la expresión del gen FUL, lo cual conllevaría la sobreexpresión de los genes de 

identidad del margen de la valva. 

2. Que NGA activara a IND independientemente de SHP. Puesto que el fenotipo 

del mutante ful es debido fundamentalmente a la desregulación de IND, el fenotipo que 

observamos en la línea 35S::NGA3 podría ser consecuencia de la expresión ectópica de 

IND en la valva. 

3. Que NGA activara a SHP. Por tanto, al sobreexpresar NGA se sobreexpresaría 

SHP y, por consiguiente, también lo harían IND y ALC. 

 Junto a estas hipótesis más sencillas, y teniendo en cuenta que YAB3 había sido 

identificado como interactor de NGA en un ensayo de doble híbrido de levadura 

(Trigueros, 2008), podríamos proponer otra hipótesis (4) que implicaría un papel de 

NGA en la modulación de la activación de FUL y SHP por la ruta FIL/JAG/YAB3, 

favoreciendo la activación de SHP frente a la de FUL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 85. Hipótesis sobre la posible relación entre los genes NGA y los genes implicados en el 
establecimiento del eje medio-lateral. 

  

Para estudiar si era posible descartar o confirmar alguna de estas hipótesis, en 

primer lugar se analizó si el patrón de expresión de líneas reporteras de los genes 

implicados en la diferenciación del margen de la valva cambiaba en fondo 35S:NGA3 y 

en mutantes nga. 

 

 La primera hipótesis que se planteó fue una posible interacción entre NGA y 

FUL. El gen FUL es un factor de transcripción de tipo MADS-box. Su función principal 

es la especificación de la identidad de las células de la valva para su correcto 

crecimiento y diferenciación. Además es necesario para prevenir la lignificación de las 

células de la valva y la elongación del estilo (Gu et al., 1998; Ferrándiz et al., 2000). 

Se comenzó estudiando el patrón de expresión de la línea marcadora 

FULPRO::GUS en el cuádruple mutante nga y la línea 35S::NGA3. En gineceos en 

estadio 8 (fig. 86 A), FUL se expresaba en las valvas del carpelo excepto en el extremo 

apical de las mismas. Sin embargo, en el cuádruple mutante nga la señal de FUL se 

extendía hasta el extremo apical del gineceo (fig. 86 B). Por el contrario, en fondo 

35S::NGA3 la señal se detectaba a niveles mucho más bajos y, únicamente, en una 
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estrecha franja correspondiente a las valvas, cuyo tamaño estaba reducido en la línea de 

sobreexpresión (fig. 86 C). Durante el estadio 12, en plantas silvestres (fig. 86 D), FUL 

se expresa en las valvas y en la parte interna del estilo, no detectándose señal en la zona 

del margen de la valva, de modo que es posible la aparición de una zona sin expresión 

de FUL entre las valvas y el estilo. Por el contrario, en el cuádruple mutante nga (fig. 86 

E) no existe esta separación, sino que la expresión de FUL en este dominio es continua 

a lo largo de todo el gineceo. En fondo 35S::NGA3 la separación entre estos dos 

dominios de expresión es mayor, y los niveles de expresión mucho menores (fig. 86 F). 

Durante el estadio 13 de desarrollo se siguen observando las mismas diferencias en el 

patrón de expresión entre gineceos silvestres y mutantes, pero cuando comparamos la 

expresión de FUL en fondo silvestre (fig. 86 G) y 35S::NGA3 (fig. 86 H), tanto en el 

estadio 12 como en el 13, se puede apreciar una reducción significativa del nivel de 

expresión en el estilo y en las valvas de los frutos 35S::NGA3. 

 
 
 
 
Figura 86. Patrón de expresión de 
FUL en fondo 35S::NGA3 y en el 
cuádruple mutante nga. Detección 
histoquímica de actividad GUS 
dirigida por el promotor de FUL en 
inflorescencias silvestres (A, D y G), 
del cuádruple mutante nga (B, E y 
H) y la línea 35S::NGA3 (C, F e I). 
(A, B, C) Gineceos en estadio 8 de 
(A) plantas silvestres, se podía 
observar la falta de señal en la zona 
apical del mismo (flecha roja), (B) el 
cuádruple mutante nga, se detectaba 
señal también en la parte apical 
(flecha roja), y (C) la línea 
35S::NGA3, se observaba una 
reducción significativa de la señal en 
las valvas. (D, E, F) Gineceos en 
estadio 12: (D) plantas silvestres, se 
observaba una separación entre la 
señal de valva y estilo (flecha roja), 
(E) cuádruple mutante nga, la señal 
era continua (flecha roja) y (F) 
35S::NGA3, esta separación era 
mayor. (G, H, I) Gineceos en 
estadio 13: (G) plantas silvestres, se 
señala la señal en la valva, (H) 
cuádruple mutante nga y (I) línea 
35S::NGA3, donde la señal en la 
valva estaba muy reducida.  

 

 

 

 De las modificaciones en el patrón de expresión de FUL observadas en 

diferentes fondos se podía concluir que si no se expresaban los genes NGA la expresión 

de FUL se expandía, mientras que si se sobreexpresaban la expresión de FUL se 

reducía, sugiriendo un posible papel de los genes NGA en la represión de FUL. 

En segundo lugar se estudió la posible regulación de los genes que dirigen la 

formación del margen de la valva por los genes NGA.  
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Se empezó analizando la posibilidad de que NGA activara a IND. IND es un 

factor de transcripción tipo bHLH (basic helix-loop-helix). Se trata de un factor clave 

para el control de la especificación de la zona de dehiscencia (Liljegren et al., 2004).  

Para ello se estudió el patrón de expresión de la línea marcadora INDPRO::GUS 

en fondo 35S::NGA3. En este fondo se detectaba señal en estadios muy tempranos del 

desarrollo del gineceo (fig. 87 D), estadios en los que no se observaba señal de IND en 

fondo silvestre (fig. 87 A). En plantas silvestres era a partir del estadio 13 cuando 

empezaba a detectarse débilmente en la zona del margen de la valva (fig. 87 B). En 

estadios donde se detectaba señal tanto en fondo silvestre como en fondo 35S::NGA3  se 

observaba como en la línea de sobreexpresión la señal se expandía hacia la valva. Esta 

expansión se hacía mucho más evidente en el estadio 17, en el que el fruto estaba 

completamente elongado y se detectaba señal en toda la valva (fig. 87 F, G), mientras 

que en frutos silvestres la expresión de IND estaba restringida al margen de la valva 

(fig. 87 C). Por tanto, la sobreexpresión de NGA3 conllevaba la desregulación de IND, 

que empezaba a expresarse ya en estadios tempranos del desarrollo del gineceo y en 

estadios más avanzados, se ampliaba el dominio de expresión del mismo llegando a 

extenderse en toda la superficie de la valva. 

 

 

 
Figura 87. Patrón de expresión de 
IND en fondo 35S::NGA3. 
Detección histoquímica de actividad 
GUS dirigida por el promotor de 
IND en inflorescencias silvestres y 
35S::NGA3. Gineceo en estadio 8: 
(A) plantas silvestres, en este estadio 
no se detectaba expresión de IND, 
(D) en fondo 35S::NGA3, se 
detectaba señal en la zona que dará 
lugar al margen de la valva. Gineceo 
en estadio 14: (B) plantas silvestres, 
la señal era débil en la zona del 
margen de la valva, (E) 35S::NGA3, 
expansión de la señal. Fruto en 
estadio 17: (C) plantas silvestres, se 
detectaba señal en la zona de 
dehiscencia, (F y G) 35S::NGA3, 
IND se expresaba en toda la 
superficie de la valva.  

 

 

 Por último se analizó la posible interacción entre los genes NGA y SHP. Los 

genes SHP codifican factores de transcripción de tipo MADS-box. Estos genes son 

necesarios para la diferenciación de la capa de lignificación y separación del margen de 

la valva donde activan la expresión de los genes ALC e IND (Liljegren et al., 2000; 

Liljegren et al., 2004). 

 En este caso se estudió el patrón de expresión de las líneas marcadoras 

SHP1PRO::GUS y SHP2PRO::GUS en fondo 35S::NGA3. En el caso de la línea marcadora 

para el gen SHP1, en fondo silvestre se detectaba señal ya en estadios tempranos del 

desarrollo del gineceo. Así, durante el estadio 8 se detectaba en la zona apical del 

mismo y en la zona medial (fig. 88 A). En estadio 12 (fig. 88 B), la señal se observaba 

en la zona apical, concretamente en estilo y estigma, en el margen de la valva, en los 

óvulos y en los nectarios. Durante el estadio 13 (fig. 88 C), la señal en el estilo no se 
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detectaba pero seguía expresándose en el estigma, así como en el margen de la valva, 

óvulos y nectarios. Cuando el fruto estaba totalmente elongado (fig. 88 D), la señal 

quedaba restringida a la zona de dehiscencia y a las semillas. Al comparar con gineceos 

en el mismo estadio del desarrollo, en fondo 35S:NGA3 se observaron cambios en la 

distribución de la señal. En estadio 8 (fig. 88 E), la señal se expandía, tanto en la zona 

apical donde se extendía ligeramente hacia la zona basal como en la zona medial. En 

estadio 12 (fig. 88 F), al igual que ocurre en fondo silvestre, se detectaba en estilo y 

estigma, en el margen de la valva, óvulos y nectarios. En estadio 13 (fig. 88 G), la señal 

se observaba débilmente en el estilo y con mayor intensidad en el margen de la valva, 

óvulos y nectarios. En estos dos últimos estadios era complicado poder afirmar que 

tenga lugar una expansión de la señal en la zona del margen de la valva ya que la señal 

en óvulos era tan intensa que no permitía poder diferenciar con exactitud dicha zona. 

Pero al observar frutos completamente elongados (fig. 88 H e I) se detectaba la señal en 

toda la superficie de la valva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 88. Patrón de expresión de SHP1 en fondo 35S::NGA3. Detección histoquímica de actividad GUS 
dirigida por el promotor de SHP1 en inflorescencias silvestres y 35S::NGA3. Gineceo en estadio 8: (A) 
plantas silvestres y (E) línea 35S::NGA3, se detectaba la expansión de la señal en la zona apical y medial del 
gineceo. Gineceo en estadio 12: (B) plantas silvestres, la señal se podía observar en los tejidos apicales, 
margen de la valva, óvulos y nectarios, (F) línea 35S::NGA3, la señal se detectaba en las mismas zonas que en 
plantas silvestres. Gineceo en estadio 13: (C) plantas silvestres y (G) línea 35S::NGA3. Fruto en estadio 17: 
(D) plantas silvestre, SHP1 se expresaba en la zona de dehiscencia y semillas, (H e I) línea 35S::NGA3, la 
señal se detectaba en toda la superficie de la valva. 
 

SHP2 tiene un patrón de expresión prácticamente idéntico al de SHP1. Así pues, 

SHP2 en fondo silvestre se expresaba desde estadios muy tempranos del desarrollo del 

gineceo. En estadio 8 (fig. 89 A), se detectaba en la zona apical del mismo y en la zona 

medial, en estadio 10 (fig. 89 B), la señal se observaba en la parte apical, en la zona de 

dehiscencia, en los primordios de óvulos y, débilmente, en los nectarios. Durante el 

estadio 12 (fig. 89 C), la señal seguía detectándose en las mismas regiones, aunque la 

señal en la zona apical se hacía más débil. Ya en el estadio 13 (fig. 89 D) seguía 
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expresándose en estilo y estigma, así como en la zona de dehiscencia, óvulos y 

nectarios.  Cuando el fruto estaba totalmente elongado (fig. 89 E) la señal quedaba 

restringida a la zona de dehiscencia. Al comparar con gineceos en el mismo estadio del 

desarrollo en fondo 35S::NGA3 se observaron cambios en la distribución de la señal 

similares a los observados para SHP1. En estadio 8 (fig. 89 F), la señal se expandía a 

casi la totalidad del gineceo, siendo más intensa en las zonas apicales y mediales. En 

estadio 10 (fig. 89 G), al igual que ocurre en fondo silvestre, se detectaba en la zona 

apical del gineceo, primordios de óvulos, nectarios y de forma considerablemente más 

intensa y expandida en la zona que dará lugar al margen de la valva. En gineceos en 

estadio 12 (fig. 89 H), la señal se detectaba en estilo y estigma, en la valva, óvulos y en 

nectarios. En estadio 13 (fig. 89 I), la señal en estigma no se detectaba pero sí en el 

estilo, en toda la superficie de la valva, óvulos y nectarios. En frutos completamente 

alongados (fig. 89 J,K), a diferencia de lo observado en plantas silvestres, se detectaba 

la señal en toda la superficie de la valva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 89. Patrón de expresión de SHP2 en fondo 35S::NGA3. Detección histoquímica de actividad 
GUS dirigida por el promotor de SHP1 en inflorescencias silvestres y 35S::NGA3. Gineceo en estadio 8: (A) 
plantas silvestres y (F) línea 35S::NGA3, se observaba la expansión de la señal en la región medial. Gineceo 
en estadio 10: (B) plantas silvestres, la señal se podía observar en los tejidos apicales, margen de la valva, 
óvulos y más débilmente en nectarios (G) línea 35S::NGA3, la señal en el margen de la valva se expandía. 
Gineceo en estadio 12: (C) plantas silvestres, (H) línea 35S::NGA3, se detectaba señal en prácticamente la 
totalidad de la valva. Gineceo en estadio 13: (D) plantas silvestres y (I) línea 35S::NGA3. Fruto en estadio 17: 
(E) plantas silvestres, la señal se observaba en la zona de dehiscencia (J-K) línea 35S::NGA, la señal se 
detectaba en toda la superficie de la valva.  

 

 Los resultados de este análisis son compatibles con una posible activación de 

SHP por NGA. Así, la sobreexpresión de NGA daría lugar a la sobreexpresión de SHP y 

consecuentemente a la de IND y ALC. Por ello, a continuación se quiso comprobar si al 

sobreexpresar NGA también se sobreexpresaba ALC. ALC codifica un factor de 

transcripción tipo bHLH y junto con IND especifica la diferenciación de la capa de 

separación del margen de la valva (Rajani y Sundaresan, 2001; Liljegren et al., 2004).    

En este caso se analizó el patrón de expresión de la línea marcadora para el gen 

ALC en fondo 35S::NGA3. El gen ALC se expresaba desde estadios muy tempranos del 

desarrollo del gineceo. En estadio 8 (fig. 90 A), se expresaba débilmente en estilo, 
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nectarios y en la zona central del gineceo. En estadio 13 (fig. 90 B), se detectaba 

claramente en estigma, nectarios, en primordios de óvulos y de manera difusa a lo largo 

de todo el margen de la valva. La señal se intensificaba en estadio 14 (fig. 90 C), 

observándose con mayor nitidez las zonas de expresión de ALC. En estadio 15 (fig. 90 

D) y 17 (fig. 90 E), la señal en el estigma no se detectaba, quedando restringida al 

margen de la valva, óvulos y nectarios. En fondo 35S::NGA3 la señal era diferente a lo 

largo de todos estos estadios. En estadio 8 (fig. 90 F), se extendía por todo el gineceo. 

En estadio 13 (fig. 90 G), la señal se detectaba en estigma, nectarios y primordios de 

óvulos, al igual que ocurre en fondo silvestre, pero a diferencia de en el fondo silvestre 

se extendía por la superficie de la valva. En estadio 14 (fig. 90 H), la única diferencia 

seguía detectándose en la valva en la que la zona de detección de la señal era más 

extensa. En estadios posteriores, es decir, estadio 15 (fig. 90 I) y 17 (fig. 90 J) se seguía 

observando una expansión de la señal en la valva, mucho más evidente en la zona basal 

de la misma.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 90. Patrón de expresión de ALC en fondo 35S::NGA3. Detección histoquímica de actividad GUS 
dirigida por el promotor de ALC en inflorescencias silvestres y 35S::NGA3. Gineceo en estadio 8-9 de (A) 
plantas silvestres, se podía observar una señal débil en estilo, nectarios y zona central del gineceo, y (F) la 
línea 35S::NGA3, donde la señal se expresaba en todo el gineceo. Gineceo en estadio 13: (B) plantas 
silvestres, se detectaba señal en estigma, nectarios, en primordios de óvulos y en el margen de la valva, (G) 
línea 35S::NGA3, la señal se extendía por toda la superficie de la valva. Gineceo en estadio 14: (C) fondo 
silvestre y (H) línea 35S::NGA3. Gineceo en estadio 15: (D) plantas silvestres, la señal se detectaba en el 
margen de la valva, óvulos y nectarios y (I) línea 35S::NGA3,  se observaba la expansión de la señal en el 
margen de la valva. Fruto en estadio 17: (E) plantas silvestres y (J) línea 35S::NGA3. 

 

 En resumen, en la línea de sobreexpresión de NGA3 se producía un cambio en el 

patrón de expresión tanto de FUL, como de SHP, IND y ALC. Estos resultados 

apoyaban la primera hipótesis que se planteó, es decir, que los genes NGA podrían 

actuar regulando negativamente la expresión de FUL. Por tanto, la desregulación de 

SHP, IND y ALC sería consecuencia de la desregulación de FUL. Sin embargo, los 

resultados obtenidos también eran compatibles con la activación de SHP por los genes 

NGA y con la cuarta hipótesis planteada, según la cual NGA interaccionaría con el 
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complejo FIL/JAG/YAB3 favoreciendo la activación de SHP frente a la de FUL. Esta 

hipótesis era sustentada por varios resultados: 

1. La similitud de fenotipos entre la línea de sobreexpresión del gen NGA3 y el 

mutante ful-2 únicamente se observaba en el fruto. El resto de la morfología de las 

plantas 35S:NGA3 era totalmente diferente a la del mutante ful. 

2. En un estudio de doble híbrido de levadura realizado en el laboratorio se 

comprobó que tanto NGA1 como NGA3 interaccionaban con YAB3. 

Con el fin de obtener más datos que permitieran descartar o confirmar alguna de 

las hipótesis planteadas se decidió estudiar que ocurría si se sobreexpresaban los genes 

NGA en diferentes fondos mutantes. 

En primer lugar, se caracterizó la mutación ind en fondo 35S::NGA3 (fig. 91). 

En las líneas obtenidas los frutos perdían parte del fenotipo 35S::NGA3, ya que la 

longitud de las valvas era mayor, es más, crecían por encima del estilo formándose una 

especie de hombros (fig. 91 B-C), y el replum no presentaba esa forma en zig-zag 

presente en los frutos 35S::NGA3 (fig. 91 D-E). Estas líneas al igual que la línea 

parental ind-2 eran indehiscentes, debido a que no se diferencia la zona de dehiscencia 

(fig. 91 B). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 91. Caracterización fenotípica de la línea 35S::NGA3 ind-2. (A-D) Línea 35S::NGA3 ind-2. (A) 
Fotografía al microscopio electrónico de barrido de una flor en antesis. Detalle de la zona apical de frutos 
completamente alongados (estadio 17) tomada al (B) microscopio electrónico de barrido y (C) a la lupa, se 
puede observar la falta de diferenciación de la zona de dehiscencia (flecha roja) y el mayor crecimiento de las 
valvas. (D) Fotografía a la lupa de frutos en estadio 17. (E) Línea 35S::NGA3. Fotografía al microscopio 
electrónico de barrido de un fruto en estadio 17.  

 

A continuación, se analizó el fenotipo de la línea 35S::NGA3 shp1 shp2 (fig. 92). 

Estas líneas eran indehiscentes al igual que el doble mutante shp1 shp2 (fig. 92 A-B) 

debido a la falta de diferenciación de la zona de dehiscencia (fig. 92 D-H) pero además 
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se revertía en parte el fenotipo de sobreexpresión de NGA3. Al igual que ocurría en la 

línea ind-2 35S::NGA3 el replum no presentaba el característico zig-zag (fig. 92 I) 

observado en la línea de sobreexpresión de NGA3 (fig. 92 J) y la longitud de las valvas 

era mayor, sobresaliendo ligeramente por encima del estilo (fig. 92 D, F-G).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 92. Caracterización fenotípica de la línea 35S::NGA3 shp1 shp2. (A-B) Mutante shp1 shp2. 
Fotografía al microscopio electrónico de barrido (A) de la zona apical y (B) basal del fruto totalmente 
elongado (estadio 17). (C-I) Línea 35S::NGA3 shp1 shp2. (C) Fotografía al microscopio electrónico de 
barrido de una flor en antesis. (D, F-G) Fotografías de la zona apical de frutos en estadio 17, al microscopio 
electrónico de barrido y a la lupa. (E y H) Detalle de la zona basal de las valvas. (I) Fotografía a la lupa de 
frutos en estadio 17. (J) Línea 35S::NGA3, fotografía al microscopio electrónico de barrido de un fruto en 
estadio 17. Las flechas rojas señalan la zona de dehiscencia. 

 

 Los fenotipos observados no esclarecían cual de las hipótesis podría ser la 

correcta. Así la reversión parcial del fenotipo de la línea 35S::NGA3 en fondo ind o shp 

podía explicarse si NGA fuera un represor de FUL, ya que al eliminar la expresión de 

genes como SHP o IND se suprimía parcialmente el fenotipo de la línea 35S:NGA3, al 

igual que sucede con el fenotipo ful en las combinaciones ful shp1 shp2 o ful ind 

(Liljegren et al., 2004).  

Sin embargo, la reversión del fenotipo 35S::NGA3 en fondo shp1 shp2 era 

mayor que la del fenotipo ful en el triple mutant ful shp1 shp2. Por ello, además de por 

la represión de FUL, el fenotipo observado en las líneas 35S::NGA3 ind-2 y 35S::NGA3 

shp1 shp2 también podría explicarse si NGA, además de reprimir a FUL, activara  

directamente a SHP, un escenario más compatible  con la hipótesis más compleja que 

implicaría la interacción de los genes NGA con el complejo FIL/JAG/YAB3 

favoreciendo la activación de SHP frente a la de FUL.  

 Con el objetivo de intentar esclarecer si los genes NGA estarían formando parte 

de este complejo se sobreexpresó el gen NGA3 en fondo yab3. Los frutos del mutante 

yab3 no presentan ninguna diferencia con respecto a los de plantas silvestres. Así 

mismos, los frutos de las plantas 35S::NGA3 yab3 eran morfológicamente muy 

similares a los de la línea de sobreexpresión 35S::NGA3, es decir, presentaban un 

ginóforo largo, ovario reducido y replum en zig-zag (fig. 93).  
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Figura 93. Caracterización fenotípica de la 
línea 35S::NGA3 yab3. Fotografía al 
microscopio electrónico de barrido de frutos 
en estadio 17 de la línea (A)  35S::NGA3 y (B) 
35S::NGA3 yab3. 

 

 

 

 

 

 Por tanto, la pérdida de actividad de YAB3 no conllevaba ningún cambio en el 

fenotipo de la línea de sobreexpresión, lo cual indicaba que, o bien NGA no necesitaba a 

YAB3 para activar a SHP y reprimir a FUL y, por tanto, habría que decartar la hipótesis 

de la formación de un posible complejo FIL/JAG/YAB3/NGA que estaría activando a 

SHP,  o que la falta de actividad de YAB3 podría ser compensada por la actividad de FIL 

y JAG, siendo posible que únicamente reduciendo los niveles de expresión de los tres 

genes se observe un cambio en el fenotipo. En cualquier caso, sería necesario seguir 

trabajando para esclarecer si alguna de las hipótesis planteadas es correcta.  
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1. Caracterización de los genes NGA.  
 
1.1. Los genes NGA codifican proteínas de la superfamilia B3 de Arabidopsis. 
 

 Los genes NGA pertenecen a la subfamilia de genes NGATHA incluida dentro de 

la familia RAV, formada por 13 genes. Esta subfamilia, constituida por cuatro genes 

(NGA1-4), se caracteriza por carecer del dominio de unión a DNA tipo AP2, 

característico de los miembros de la familia RAV. Los cuatro genes NGA tienen una 

organización común, con un dominio de unión a DNA tipo B3 en posición N-terminal y 

tres cortos motivos conservados en la mitad C-terminal. La similitud de secuencia es 

alta a lo largo del dominio B3, pero también se extiende al resto de la proteína, siendo 

más alta entre NGA1/NGA2 y NGA3/NGA4.  

 En un trabajo sobre la caracterización molecular de RAV1 se muestra que la 

unión a DNA se produce de modo cooperativo mediante el dominio B3 y el AP2, que 

por separado se unen con baja afinidad (Kagaya et al., 1999; Okamuro et al., 1997). Eso 

hace pensar en la posibilidad de que los genes NGA, con un solo dominio B3, podrían 

“necesitar” dominios de unión a DNA adicionales, como por ejemplo uno de tipo AP2, 

para aumentar su afinidad al DNA, que podrían ser reclutados mediante interacciones 

proteína-proteína. 

 De los tres motivos conservados en las proteínas NGA, el primero no lo 

comparte con ninguna otra proteína de Arabidopsis, siendo así específico de esta 

subfamilia. El segundo motivo incluye el dominio EAR-like característico de la 

superfamilia de genes B3, por lo cual se ha denominado dominio represor B3 (BRD, 

“B3 repression domain”), siendo la secuencia consenso de este dominio RLFGV (Ikeda 

y Ohme-Takagi, 2009). La existencia de este dominio podría indicar un posible papel de 

los genes NGA como represores transcripcionales. La actividad de represores 

transcripcionales está implicada en muchos procesos del desarrollo de plantas, 

incluyendo formación de órganos y señalización hormonal. Claros ejemplos los tenemos 

en los genes AUX/IAA, que son reguladores de la respuesta a auxinas (Tiwari et al., 

2004), o en los genes TEM1 y TEM2 (RAV2), que regulan el tiempo de floración 

(Castillejo y Pelaz, 2008), y que poseen un dominio represor. También otros tres 

miembros de la familia B3, concretamente tres miembros de la subfamilia VAL incluida 

dentro de la familia LAV, tienen dominios de represión tipo BRD (Suzuki et al., 2007; 

Tsukagoshi et al., 2005; Ikeda y Ohme-Takagi, 2009). Estos miembros de la subfamilia 

VAL parece que ejercen un papel represor en los programas de desarrollo del embrión, 

probablemente mediante la regulación negativa de los genes ABI3 y FUS3, 

estrechamente emparentados con los genes VAL y que se encuentran sobreexpresados en 

los mutantes val1 val2 (Suzuki et al., 2007; Tsukagoshi et al., 2007). Por último, el 

tercer motivo se encuentra, además de en los genes NGA, en otras tres proteínas de 

Arabidopsis, todas ellas de función desconocida y por lo demás poco relacionadas a 

nivel de secuencia, concretamente las proteínas Q9LM73 (supuesta proteína F-box, 

At1g20800), Q9LRZ4 (probable fosfatasa 2C 41, At3g16800) y Q9SX93 (supuesta 

purina permeasa 19, At1g47603). 

 Recientemente, se ha descrito un clado muy próximo al de los genes NGA, 

constituido por tres genes que también carecen del domino AP2 (Swaminathan et al., 

2008) y a los que se ha denominado NGA-like (Alvarez et al., 2009). Los genes NGA-

like también poseen el dominio represor BRD pero no comparten con los genes NGA 

ninguno de los otros dos motivos conservados (el motivo 1 y 3). Alvarez et al. (2009) 

observaron que el fenotipo de la línea de sobreexpresión de NGA-like1 era similar al de 
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la sobreexpresión de NGA1, sugiriendo que quizás ambos genes tengan dianas comunes, 

aunque esta posibilidad todavía no ha sido explorada en profundidad. 

 

 1.2. Caracterización funcional de los alelos nga1-4 y nga2-2. 
 

 En este trabajo, hemos abordado la caracterización funcional de los genes NGA 

mediante el estudio de mutantes de pérdida de función así como líneas de expresión 

constitutiva. El alelo nga1-4, alelo con el que se ha realizado este trabajo, posee un T-

DNA insertado 13 pb por detrás de la 3‟UTR más larga disponible en las bases de datos 

de ESTs. A pesar de que la inserción no se encuentra en la región codificante ni en las 

regiones genómicas aguas arriba de ésta, que deben contener los elementos reguladores 

de su expresión, en el alelo nga1-4 se produce una disminución de aproximadamente un 

23% en el nivel de expresión del gen con respecto a una planta silvestre. Esta reducción 

es suficiente para que se puedan observar defectos sutiles en el desarrollo de la zona 

apical del gineceo, similares a los que mostraban los mutantes de los otros genes de la 

familia. La reducción en los niveles de transcrito sugiere que en la región genómica 3‟, 

donde se localiza el T-DNA podría existir alguna secuencia reguladora necesaria para la 

correcta expresión de NGA1.  

 Sería interesante estudiar el papel de la región 3‟ genómica en la regulación de la 

expresión de NGA1 mediante el análisis de delecciones de la misma. De hecho, si se 

comparan las secuencias genómicas adyacentes de NGA1 y NGA2 se encuentran varias 

regiones no codificantes conservadas (fig. 94). Es interesante destacar que se han 

descrito varios ejemplos en la literatura donde se demuestra que los dominios 

conservados en regiones genómicas no codificantes en general contienen elementos 

reguladores de la transcripción (como por ejemplo AG y CRC), y por tanto, podríamos 

esperar que en el caso de NGA1 y NGA2, la secuencias genómicas en 3‟ de ambos genes 

fueran importantes para su regulación. 

 

 

 

 

 

 
Figura 94. Alineamiento de la región 3’ genómica de los genes NGA1 y NGA2. Comparación de 
aproximadamente 1500pb de las región genómica en posición 3’ de NGA1 con la de NGA2, se pueden 
apreciar dos regiones con una alta homología de secuencia (igual o superior al 70%) (señaladas en rosa). La 
coordenada cero se sitúa 150pb por debajo del STOP de NGA1. 

 

 Si se compara el fenotipo del mutante nga1-4, que es un alelo presumiblemente, 

muy débil, con el del mutante nga1-1 (Alvarez et al., 2009), se puede apreciar como los 

defectos observados en la zona apical del gineceo de nga1-1 son mucho más severos. 

Así pues, en el mutante nga1-4 (fig 95 B) se observaba un estilo ligeramente más largo 

y en ocasiones un crecimiento desigual de las valvas mientras que en el caso del 

mutante nga1-1 (fig 95 A) se puede observar una reducción del tejido estigmático y 

ocasionalmente el estilo abierto.  
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Figura 95. Comparación de fenotipos de los 
mutantes nga1-1 y nga1-4. Microscopia de barrido 
del mutante (A) nga1-1, presenta defectos en la fusión 
del estilo (Alvarez et al., 2009) y (B) nga1-4, los 
defectos son prácticamente inapreciables. 

 

 

 

 

 

 

  

El alelo nga2-2 contiene un dSpm en la posición 570 de la región codificante 

que impide la transcripción del ARNm completo, pero, sin embargo, permite la 

transcripción de la región anterior a la inserción. Podríamos esperar que en las plantas 

nga2-2 se tradujera una proteína truncada que podría o no ser funcionalmente activa. 

Esta proteína incluiría el dominio B3 pero no los tres motivos conservados de la familia 

NGA localizados en posición C-terminal. Es posible que los motivos conservados sean 

esenciales para la función del gen, aunque para averiguarlo serían necesarios varios 

experimentos adicionales, incluyendo un estudio de delección de los diferentes motivos.  

 

1.3. Redundancia funcional de los genes NGA en el desarrollo de los tejidos 
apicales del gineceo. 
 

 En los mutantes sencillos nga1-4 y nga2-2 los defectos en la morfología del 

carpelo eran sutiles o inapreciables, algo similar a lo que ocurría con el mutante nga4-3, 

previamente caracterizado en el laboratorio. Únicamente cuando los frutos eran 

observados a grandes aumentos se podía apreciar que mostraban un mayor crecimiento 

del estilo y en ocasiones un crecimiento desigual de las valvas. Previamente se había 

demostrado la redundancia funcional de NGA3 y NGA4 (Trigueros, 2008), por lo que el 

débil fenotipo observado en estos mutantes podía ser debido no sólo a la naturaleza 

débil de los alelos correspondientes, sino también a su redundancia funcional con el 

resto de genes de la familia. Para comprobar si esto era así se generaron toda una serie 

de combinaciones de mutantes, y se pudo observar que conforme se aumentaba el 

número de mutaciones se producía una reducción progresiva en la formación del estilo y 

estigma, hasta desaparecer totalmente en algunos triples mutantes y el cuádruple 

mutante. Por el contrario, en estos triples mutantes y el cuádruple mutante, el resto de 

tejidos del gineceo estaban presentes, lo cual indicaban que los genes NGA estaban 

implicados principalmente en la formación de la zona apical del gineceo.  

 Los fenotipos más severos en dobles y triples mutantes siempre estaban 

asociados a la presencia del alelo nga3-3. Una explicación probable ha este hecho es 

que este alelo de lugar a una proteína truncada que, en este caso, podría hacer que este 

alelo se comportara como un alelo antimorfo, lo que impediría, al menos en parte, que 

las proteínas codificadas por los otros genes de la familia pudieran realizar su función, y 

que el fenotipo que viéramos fuera más similar al del cuádruple mutante (Trigueros, 

2008). Esta idea también se apoya en el débil fenotipo que muestra el mutante nga3-1 
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obtenido por Alvarez et al. (2009), en el que únicamente se puede apreciar un estilo 

ligeramente más largo que el de plantas silvestres, y que probablemente corresponde a 

un alelo nulo ya que contiene una inserción de T-DNA al inicio del dominio B3. En el 

caso de nga2-2 también se genera una proteína truncada, pero sin embargo, no parece 

ser funcionalmente activa, ya que el fenotipo observado es similar al de un mutante nulo 

nga2-1 (Alvarez et al., 2009). Es difícil especular cual es la razón de que ambas 

proteínas truncadas se comporten de un modo diferente, aunque quizás la diferencia 

radique en que en el mutante nga3-3 no se transcribe el dominio B3 completo. 

 Mientras en nuestro caso los fenotipos más fuertes se observaban cuando estaba 

implicado el alelo nga3-3, Alvarez et al. (2009) observan fenotipos más fuertes en 

combinaciones de mutantes en los que se elimina la expresión de NGA1, algo que era de 

esperar ya que este es el gen de la familia con un nivel de expresión más elevado en 

inflorescencias silvestres. Estas diferencias radican, como ya se ha comentado antes, en 

la naturaleza de los alelos nga1 y nga3 con los que se ha trabajado. Así pues, Alvarez et 

al., (2009) apenas observan defectos en el doble mutante nga3-1 nga 4-1 (fig. 96 A) 

mientras que en el doble mutante nga1-1 nga3-1 se aprecian defectos importantes en la 

fusión del estilo y una reducción significativa de las papilas estigmáticas. Cuando se 

comparan esos dobles mutantes con los obtenidos en el laboratorio (Fig. 96 B y D) se 

puede observar como, en nuestro caso, nga1-4 nga3-3 y nga3-3 nga4-3 muestran 

prácticamente el mismo fenotipo, con defectos en la fusión del estilo y reducción del 

tejido estigmático, debido a la presencia del alelo nga3-3. El fenotipo de los frutos del 

triple mutante nga2 nga3 nga4 (fig. 96 E-F) y del cuádruple mutante (fig. 96 G-H) 

obtenidos en el laboratorio de Yuval Eshed y los descritos en esta tesis son muy 

similares, con independencia de los alelos utilizados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 96. Comparación fenotípica de distintas combinaciones de mutantes nga en función de los 
alelos utilizados. (A) nga3-1 nga4-1 (Alvarez et al., 2009), (B) nga3-3 nga4-3, mientras el mutante mostrado en 
A apenas muestra defectos en la morfología del gineceo en el fruto mostrado en B se pueden observar 
defectos en la fusión del estilo así como un crecimiento desigual de las valvas. (C) nga1-1 nga3-1 (Alvarez et al., 
2009), (D) nga1-4 nga3-3, en ambas líneas se observa una reducción del estigma y defectos en la fusión del 
estilo. (E) nga2-1 nga3-1 nga4-1 (Alvarez et al., 2009), (F) nga2-2 nga3-3 nga4-3, en ambas líneas la zona apical 
aparece muy afectada apareciendo ocasionalmente células del estilo y estigma. (G) nga1-1 nga2-1 nga3-1 nga4-1 
(Alvarez et al., 2009) y (H) nga1-4 nga2-2 nga3-3 nga4-3, los gineceos de ambas líneas carecen de estilo y 
estigma apareciendo el gineceo abierto por la parte apical.  
 



 

 

107 Discusión 

 El fenotipo del estilo del cuádruple mutante nga había sido previamente descrito 

en un artículo en el que se utilizaban los genes NGA como dianas de un amiRNA 

específico, para apoyar el uso de los amiRNAs en estudios funcionales (Alvarez et al., 

2006). Alvarez et al. (2009) observan que el cuádruple mutante y la línea amiR-NGA 

presentan el mismo fenotipo. Ambas líneas muestran hojas más anchas y aserradas así 

como más pequeñas que las de plantas silvestres. Las flores tienen los órganos florales 

reducidos y en el gineceo en lugar del estilo y estigma se forman proyecciones con 

morfología de valva. Este fenotipo coincide con el de la línea amiR-NGA obtenida en 

nuestro laboratorio. Sin embargo, el fenotipo del cuádruple mutante nga1-4 nga2-2 

nga3-3 nga4-3 muestra algunas diferencias. Las hojas, a pesar de ser aserradas, son del 

mismo tamaño que las de plantas silvestres y las flores no muestran órganos florales 

más cortos. Estas diferencias con respecto a la línea amiR-NGA probablemente sean 

debidas a la naturaleza débil del alelo nga1-4 caracterizado en nuestro laboratorio, y 

sugieren que el requerimiento de NGA en la morfogénesis del carpelo es mayor que en 

la morfogénesis de otros órganos laterales, puesto que esta actividad residual del alelo 

nga1-4 es suficiente para generar órganos laterales menos afectados.  

 Mediante la caracterización fenotípica del fruto en diferentes combinaciones de 

mutantes y en la línea amiR-NGA se puede comprobar como la actividad de los cuatro 

genes NGA es necesaria para la correcta formación del estilo y estigma en el gineceo. 

Por tanto, actúan redundantemente en la organización del gineceo de Arabidopsis y 

además esta redundancia es dependiente de dosis, ya que, mientras los mutantes 

sencillos no muestran defectos o son defectos sutiles en la morfología del carpelo, 

combinaciones mutantes de mayor orden muestran un aumento significativo de los 

defectos en el desarrollo de la región apical del gineceo. El incremento gradual en el 

número de genes de la familia NGA comprometidos se correlaciona fuertemente con 

una disminución progresiva en la formación del tejido estigmático y estilar, así como 

una reducción en la fusión del carpelo. El hecho de que los mutantes sencillos muestren 

un fenotipo sutil pero evidente en la morfología del gineceo indica que el tipo de 

redundancia existente entre los genes de la familia NGA es parcial, ya que si fuera 

completa los mutantes sencillos no mostrarían defectos (Briggs et al., 2006). Ejemplos 

de estos dos tipos de redundancia son la mostrada por los genes SHI/STY (Kuusk et al., 

2006) que presentan una redundancia parcial y los genes SHP (Liljegren et al., 2000) 

cuya redundancia es completa. 

 

1.4. Patrón de expresión de NGA1 y NGA2. 
  

 Para ambos genes se analizó el patrón de expresión espacio-temporal en 

inflorescencias tempranas de plantas silvestres, mediante hibridación “in situ” del 

ARNm y la generación de líneas transgénicas reporteras tanto para NGA1 como para 

NGA2. En estas líneas se incluyó la región genómica 3‟, ya que en el mutante nga1-4 

parecía tener alguna función en la regulación del nivel de expresión del gen.  

 Ambos genes se expresaban en zonas de crecimiento o proliferación celular 

como son hojas jóvenes, meristemos florales y primordios de sépalos, pétalos, 

estambres y carpelo.  

 Durante la fase reproductiva y concretamente durante la formación del gineceo, 

la expresión de ambos genes se veía modificada conforme avanzaba en el desarrollo, 

quedando restringida, a partir del estadio 11 del desarrollo floral, a ciertos tejidos del 

dominio medial, concretamente a la placenta, estilo y primordios de óvulos. Aunque el 

patrón de expresión de NGA1 y NGA2 era muy similar, la señal en todos los estadios del 

desarrollo era más débil en el caso de NGA2.  
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 NGA1 y NGA2 presentan patrones de expresión casi idénticos a los de NGA3 y 

NGA4, con la diferencia de que para estos dos genes en estadio 11 también se detectaba 

señal en el estigma.  

 Si comparamos el patrón de expresión de los genes NGA con los sitios de 

producción o acumulación de auxina libre durante el desarrollo floral podemos observar 

ciertas coincidencias. Aloni et al. (2006) describieron los cambios en los sitios de 

producción de auxina libre que se producían a lo largo del desarrollo floral (fig 97 A). 

Estos autores indican que las auxinas se empiezan a sintetizar en la zona apical de cada 

primordio de órgano. Cuando la concentración de auxinas disminuye en los sépalos, 

quedando limitada a la zona apical de los mismos, los estambres y carpelo empiezan a 

producir dicha hormona (estadio 6 al 8 del desarrollo floral) (fig 97 A a-b). A 

continuación, tiene lugar una disminución en la producción de auxinas en los estambres 

como consecuencia de una incipiente producción de las mismas en el estigma y los 

pétalos en desarrollo (estadio 9 al 10) (fig. 97 A c). Cuando el estigma está 

completamente desarrollado se detecta una alta producción de auxinas en este tejido, y 

una baja producción en los óvulos, nectarios, zona apical de los pétalos y los filamentos 

de los estambres (estadio 12) (fig. 97 Ad). Finalmente, y una vez se ha producido la 

germinación de los granos de polen cesa la producción de auxinas libre en el tejido 

estigmático y empieza en la zona apical del estilo. Por el contrario, la producción de 

auxinas es elevada en las semillas y nectarios (estadio 15) (fig. 97 Ae).  

 Si ahora analizamos el patrón de expresión de los genes NGA (fig 97 B) se 

puede observar como durante los primeros estadios de desarrollo floral los genes NGA 

se expresan en la zona apical de primordios de órganos, tal como sépalos, estambres o 

carpelo (fig. 97 B a-b), coincidiendo con el punto donde estos autores indican que 

comienzan a sintetizarse auxinas. A continuación, la expresión en estambres disminuye, 

al igual que lo hace la producción de auxinas, y la expresión en el carpelo queda 

restringida a la zona apical del mismo y la placenta. También se expresan en primordios 

de pétalos (fig. 97 A c y B c). En el resto de estadios las zonas donde se expresan los 

genes NGA coinciden con las zonas de máxima producción de auxinas, como pétalos, 

zona apical del gineceo y primordios de óvulos, aunque también se detectaba expresión 

de NGA en otras regiones donde no se acumula tanta auxina libre, como sépalos o 

placenta (fig 97 A d-e y B d-e). 
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Figura 97. Comparación entre los sitios de máxima producción de auxina libre y de expresión de los 
genes NGA durante el desarrollo floral. (A) Diagrama de los cambios en los sitios de producción y 
concentración de auxina libre durante el desarrollo floral (detectado por expresión DR5:GUS). En azul se 
señala la zona donde se acumula la auxina libre y en rojo los haces vasculares. (a) Yema floral, se inicia la 
producción de auxina libre en el extremo distal de sépalos. (b) Producción de auxina libre en sépalos y gran 
producción de la misma en estambres. (c) Disminuye la producción de auxinas en los estambres y se inicia la 
producción de auxinas en pétalos y estigma. (d) Gran producción de auxinas en estigma, y menor en óvulos y 
nectarios. (e) Sigue sintetizándose algo en el estigma, pero la mayor producción de auxinas se detecta en las 
semillas, en nectarios la producción continúa. (B) Diagrama del patrón de expresión de los genes NGA 
durante el desarrollo floral (basado en resultados de hibridación “in situ” y actividad GUS). En azul se señala 
las zonas donde se expresan los genes NGA. (a) Yema floral, se expresa en el extremo distal de sépalos y 
primordios de estambres y carpelos. (b) La señal se detecta en extremo distal de sépalos, mitad apical del 
gineceo y en estambres. (c) Los genes NGA se expresan en estambres, extremo distal de pétalos y sépalos y 
en la zona apical y la placenta del gineceo. (d) Además de en las regiones anteriores se empiezan a expresar en 
los primordios de óvulos. (e) La expresión queda restringida al fruto, concretamente a los óvulos, placenta y 
estilo. Modificado de Aloni et al., 2006. 
 

 Como se puede observar en la figura anterior los genes NGA se expresan en 

todos los órganos florales. Sin embargo, el cuádruple mutante nga generado en el 

laboratorio no presenta cambios evidentes en los órganos florales, a excepción del 

gineceo. Únicamente en la línea amiR-NGA sí se puede apreciar como sépalos, pétalos y 

estambres presentan modificaciones con respecto a los de plantas silvestres, 

probablemente como consecuencia de que en esta línea los niveles de expresión de los 

cuatro genes sea inferior a los del cuádruple mutante nga. El cuádruple mutante 

obtenido en el laboratorio de Yuval Eshed sí presenta órganos florales reducidos 

(Alvarez et al., 2009), pero este fenotipo no se observa en ningún triple mutante, 

probablemente como consecuencia de la redundancia funcional existente entre los 

cuatro miembros de la familia, redundancia funcional que en este caso sería completa, 

ya que únicamente cuando se ve comprometido el nivel de expresión de los cuatro genes 

es cuando se puede apreciar un fenotipo evidente en sépalos, pétalos y estambres.  

 Durante el desarrollo floral el patrón de expresión de los genes NGA es muy 

similar, mientras que durante la fase vegetativa de la planta presentan algunas 

diferencias, variando también entre la parte aérea y la parte terrestre. 
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 En la raíz NGA2 se expresa en la zona de elongación, que es la responsable del 

crecimiento en longitud de la misma, mientras que NGA1 o bien no se expresa en este 

tejido o bien no se detecta expresión. De los cuatro genes de la familia, NGA3 muestra 

un patrón de expresión en raíz similar al de NGA2, detectándose señal en la zona de 

elongación de la raíz principal, aunque en raíces secundarias también se expresa en la 

zona meristemática y en la vasculatura.  

 La expresión de NGA2 y NGA3 en raíz contrasta con la ausencia de defectos 

evidentes en el desarrollo de la misma en los mutantes nga, lo cual puede ser debido a 

que la redundancia funcional de los miembros de la familia NGA enmascare posibles 

alteraciones en la raíz. Únicamente en el cuádruple mutante nga1-4 nga2-2 nga3-3 

nga4-3 se han podido apreciar defectos sutiles en el desarrollo de la raíz. Concretamente 

esta línea presenta un aumento significativo en el número de raíces laterales así como 

una alteración del gravitropismo. Es muy probable que los genes NGA tengan alguna 

función en la raíz, tal y como sugiere su interacción con el gen BRX, un gen implicado 

en el crecimiento de la misma (Mouchel et al., 2004). El gen BRX fue descubierto tras 

un estudio realizado por Mouchel et al. (2004) sobre como la variabilidad genética 

natural de distintos ecotipos silvestres de Arabidopsis afectaba a la morfología del 

sistema radicular. Así se comprobó que el ecotipo Umkirch-1 (Uk-1) presentaba una raíz 

principal significativamente más corta que el resto, como consecuencia de una mutación 

en el gen BRX, pero no mostraba ningún otro fenotipo en el resto de la planta. La 

mutación brx-uk no causa un fenotipo tan evidente en otros fondos genéticos, siendo 

menos severo en fondo Columbia (Beuchat et al., 2010). Puede que algo similar esté 

ocurriendo con los genes NGA, y que únicamente en determinados fondos genéticos 

fuera posible observar un fenotipo evidente en raíz de los mutantes nga.  

 En cotiledones el patrón de expresión de NGA1 y NGA2 era diferente, ya que, 

aunque ambos se expresaban en haces vasculares, NGA2 también se expresaba en la 

capa de células en empalizada situada bajo la epidermis adaxial, coincidiendo con la 

expresión de NGA3.  

 En primordios de hojas, NGA1 y NGA2 se expresaban en el extremo distal de las 

mismas mientras que conforme se desarrollan la señal pasaba a detectarse en hidatodos 

y tricomas (fig. 98 B). Por otra parte, si analizamos los sitios de acumulación de auxinas 

durante el desarrollo foliar, se puede comprobar como en un primer momento el 

extremo distal del primordio de la hoja en desarrollo funciona como sumidero de 

auxinas (Reinhard et al., 2003) lo que hace que se genere un máximo local en el 

extremo distal del primordio en desarrollo (Benkova et al., 2003, fig. 98 Ab), mientras 

que conforme se desarrolla la hoja el extremo distal pasa de ser sumidero a ser fuente de 

auxinas, y la principal síntesis de auxinas pasa a tener lugar en los hidatodos (Aloni et 

al., 2003, fig. 98 Ac). Los sitios de producción secundaria de auxina libre se encuentran 

en la lámina del primordio de hoja, tanto en mesófilo como en epidermis (tricomas) 

(Aloni et al., 2003) (fig. 98 Ad). Por tanto, si se comparan ambos patrones se puede 

observar un alto grado de solapamiento, coincidiendo los sitios de expresión de los 

genes NGA con los de acumulación de auxina libre durante el desarrollo de la hoja. 
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Figura 98. Comparación entre los sitios de máxima producción de auxina libre y de expresión de los 
genes NGA durante el desarrollo del primordio foliar. (A) Diagrama de los cambios en los sitios de 
producción y concentración de auxina libre durante el desarrollo del primordio foliar (detectado por 
expresión DR5:GUS). Los puntos negros indican la zona donde se acumula la auxina libre. Las flechas 
señalan los sitios con una mayor producción de auxinas (a-e). Las puntas de flecha muestran la localización de 
los sitios producción secundaria de auxinas (d-e). (a) Las auxinas empiezan a producirse en altas cantidades 
en las estípulas (s). (b) La producción primaria de auxinas tiene lugar en la parte apical del primordio. (c) 
Elevada producción de auxinas en los hidatodos superiores. (d) Producción primaria de auxinas en los 
hidatodos más bajos y producción secundaria en la lámina de la hoja. (B) Diagrama del patrón de expresión 
de los genes NGA durante el desarrollo del primordio foliar (basado en resultados de actividad GUS). En 
negro se señala las zonas donde se expresan los genes NGA. Las flechas señalan las zonas de expresión. (a) 
La señal se detecta en la mitad apical del primordio. (b) Los genes NGA se expresan en la parte apical del 
primordio. (c) Se expresan en hidatodos y en tricomas (punta de fecha). (d) La señal se detecta en tricomas. 
Modificado de Aloni et al., 2003. 

 

 Como se ha podido comprobar, el patrón de expresión de NGA en las distintas 

partes de la planta coincide, en general, con zona de máxima concentración de auxinas, 

bien por síntesis o por acumulación de las mismas. Por tanto, los genes NGA podrían 

estar implicados en las rutas de biosíntesis o transporte de auxinas. 

 

1.5. Localización subcelular de las proteínas NGA1 y NGA2. 
 

  Las proteínas NGA1 y NGA2 se localizaban tanto en el núcleo como en el 

citoplasma. La localización nuclear de las proteínas NGA1 y NGA2 puede ser debida a 

la presencia de secuencias aminoacídicas que indican una señal de localización nuclear 

(NLS, “Nuclear Localization Signal”). Cuando se realiza la búsqueda de NLSs en las 

secuencias de NGA1 y NGA2 se encuentran dos secuencias peptídicas candidatas de 

señales de localización al núcleo, concretamente las secuencias RRRP y RRPK, situadas 

en el caso de NGA1 en las posiciones 137 y 138, respectivamente, y en el caso de la 

proteína NGA2 en las posiciones 125 y 126 (fig. 99). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 99. Esquema de las proteínas NGA1 y NGA2. En el esquema se representan diferentes 
predicciones de secuencias de localizació nuclear tanto para NGA1 como para NGA2.   
 

 Si revisamos en la literatura se puede observar como son muchos los factores de 

transcripción que son regulados por un transporte citoplasmático-nuclear. Así pues, 
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estos factores se pueden localizar en el núcleo, citoplasma o en ambos compartimentos. 

Cada vez se conoce un mayor número de factores de transcripción cuyas proteínas se 

acumulan en el citoplasma y únicamente se transportan al núcleo en respuesta a un 

estímulo específico. Este hecho ha llevado a que se realizaran diferentes trabajos 

enfocados en averiguar los mecanismos que controlan la entrada de proteínas al núcleo. 

Por ejemplo, las proteínas KNOX de arroz muestran patrones de localización 

citoplasmática y nuclear; además estos patrones cambian con tratamientos hormonales. 

Así, la aplicación de giberelinas o auxinas hace que las proteínas no se localicen en el 

núcleo (Kuijt et al., 2004). 

 Por tanto, no es tan excepcional que las proteínas NGA1 y NGA2, a pesar de 

codificar presuntos factores de transcripción, también se acumulen en el citoplasma. En 

este trabajo no se han llevado a cabo estudios encaminados a dilucidar cuáles podrían 

ser los mecanismos de regulación de localización subcelular de los factores NGA. Sin 

embargo, cuando se han llevado a cabo estudios de interacción proteína-proteína 

mediante ensayo BiFC, los complejos formados únicamente se localizan en el núcleo, 

excepto en el caso de la interacción con CRC, que también se localizan en el 

citoplasma, sugiriendo así que las interacciones protéicas podrían ser importantes para 

la determinación de la localización subcelular de NGA. 

 

1.6. Efecto de la sobreexpresión de NGA en la morfología del fruto. 
 

 Al igual que los mutantes de pérdida de función, las líneas de sobreexpresión 

ponen de manifiesto la posible implicación de los genes NGA en la distribución de 

tejidos a lo largo del eje apical-basal del gineceo, ya que la sobreexpresión de los genes 

NGA también conllevaba cambios en la distribución de dichos tejidos. 

Así pues, la sobreexpresión de NGA1, al igual que la de NGA3 (Trigueros et al., 

2009) conllevaba un mayor desarrollo de la zona basal (ginóforo) del gineceo y una 

reducción de la zona medial (ovario). El fenotipo de la línea 35S:NGA1 era similar al de 

la línea 2 de 35S:NGA3 (pMT17.2) (Trigueros, 2008), pero era más débil que el 

observado en la línea pMT17.1 (Trigueros et al., 2009). Sin embargo, en un trabajo 

previo al desarrollo de esta tesis se obtuvieron líneas transgénicas en las que se 

expresaban los genes NGA1, 3 y 4, bajo el control de un doble promotor 35S del virus 

del mosaico de la coliflor (CaMV) en un vector pBin19, todas ellas con fenotipos en 

fruto muy similares (fig. 100) (Trigueros et al., 2009; Ferrándiz C. resultados no 

publicados). Estas líneas mostraban fenotipos mucho más severos a los observados en 

las líneas de sobreexpresión tanto de NGA1 como de NGA3 cuando se utilizaron 

vectores del tipo pGreen. En las líneas derivadas de pBIN19 los frutos presentaban un 

fenotipo similar al del mutante ful, pero en generaciones sucesivas el fenotipo se 

atenuaba rápidamente. Este fenómeno de atenuamiento parece asociado al 

silenciamiento génico de los transgenes. Por ello se generaron nuevas líneas de 

sobreexpresión utilizando el vector pGreen con el que se reduce la incidencia del 

silenciamiento génico, ya que no se suelen producir inserciones en tándem y en la 

mayoría de los casos ocurren en un solo locus (Hellens et al., 2000). Estas líneas, a 

pesar de mostrar fenotipos más débiles, parecen más estables, ya que el fenotipo 

observado se mantiene en generaciones sucesivas. Una posible explicación es que las 

líneas con fenotipos estables podrían tener un nivel de sobreexpresión del gen no muy 

elevado, por ello sería interesante llevar a cabo una qRT-PCR que nos permitiera 

cuantificar el nivel de expresión del gen NGA1 en las líneas 35S::NGA1 obtenidas y 

analizar si exite una correlación entre los niveles de expresión, el fenotipo observado y 

la estabilidad del mismo. 
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Figura 100. Fenotipo del fruto causado por la sobreexpresión de los genes NGA. Morfología del fruto 
de las diferentes líneas de sobreexpresión para cada uno de los genes NGA bajo el control de un doble 
promotor 35S. Fotografía modificada de Trigueros et al., 2009. 

 

La similitud de fenotipo entre las líneas de sobreexpresión sugiere que los cuatro 

genes codifican proteínas con actividades semejantes y que las diferencias sutiles entre 

los fenotipos de algunos mutantes sencillos podrían estar más bien relacionadas con las 

pequeñas diferencias en sus patrones de expresión. 

Otro tipo de conclusiones que podrían extraerse de las líneas transgénicas 

obtenidas serían acerca de la actividad transcripcional de los factores NGA. Cuando se 

compara el fenotipo de la línea de sobreexpresión de NGA1 con el de las líneas 

35S:NGA1::VP16  se pueden observar varias diferencias. En primer lugar, el tamaño del 

fruto de la línea 35S:NGA1::VP16 es mucho menor al de la línea 35S:NGA1, sobre todo 

en el caso de la línea 2. En segundo lugar, presentan un menor crecimiento de las 

valvas, es decir, una disminución del tamaño del ovario, con mayor desarrollo de las 

regiones basal (ginóforo) y apical (estigma), aunque, en general, las alteraciones 

fenotípicas en ambas líneas afectan a la morfogénesis del gineceo en el mismo sentido. 

 Así pues, nuestras observaciones sugerían que NGA1 podría comportarse como 

un activador transcripcional, ya que la sobreexpresión de NGA1 y la expresión de la 

proteína quimérica NGA1:VP16 dan lugar a fenotipos similares, aunque con un número 

de líneas tan reducido, el potencial de este análisis es bastante limitado. Serían 

necesarias muchas más líneas para extraer unas conclusiones fiables.  

 De hecho, recientemente se ha descrito que la superfamilia de genes B3, a la que 

pertenecen los genes NGA, posee un dominio represor EAR-like característico de la 

misma y al que se ha denominado dominio represor B3 (BRD, “B3 repression 

domain”), cuya secuencia consenso es RLFGV (Ikeda y Ohme-Takagi, 2009). Se asume 

que los factores de transcripción que poseen este motivo son represores 

transcripcionales, aunque este punto todavía ha de ser validarlo experimentalmente. En 

animales, se ha comprobado la bifuncionalidad de los factores de transcripción, los 

cuales pueden actuar como activadores o represores transcripcionales, dependiendo del 

contexto molecular (interactores, modificaciones posttraduccionales, etc) o los genes 

diana (Adkin et al., 2006). En plantas, el factor de transcripción WRKY53 actúa como 

un activador o represor transcripcional dependiendo de la secuencia cercana a la W-box 

(Miao et al., 2004). Es posible que el gen NGA1 actúe como un activador o represor 

transcripcional dependiendo de donde se exprese y con que proteínas interaccione. Por 

otro lado, algunos trabajos publicados (Ohta et al., 2001) indican que en el caso de 

tratarse de un dominio represor potente el efecto del dominio VP16 podría quedar 

enmascarado y la proteína de fusión se comportaría como un represor, por lo que se 

debería, a ser posible, eliminar el dominio represor de la construcción NGA:VP16 y 

comparar su actividad con la de la proteína quimérica ya generada para intentar 

esclarecer este punto.  
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2. El papel de los genes NGA en las rutas de señalización hormonal. 
  

Los genes NGA se expresan en zonas asociadas a altos niveles de auxinas. 

Además, la pérdida o ganancia de función de estos genes recuerda, en parte, a la de 

genes implicados en rutas de biosíntesis o señalización por auxinas. En general, los 

fenotipos asociados a la pérdida de función NGA recordaban a los producidos por la 

menor síntesis de auxinas o la menor sensibilidad a las mismas, como ocurre en los 

mutantes axr y aux, que son insensibles a la auxina presente, o yuc, cuyo fenotipo es 

debido a una disminución en la síntesis (Timpte et al., 1995; Hobbie et al., 2000; Cheng 

et al., 2007), mientras que los fenotipos de las líneas de sobreexpresión de NGA 

recordaban a los producidos por sobreproducción de auxinas, como los de la línea de 

sobreexpresión de YUC (Woodward et al., 2005; Kim et al., 2007). Todo ello hizo que 

se llevaran a cabo toda una serie de experimentos orientados al estudio de una posible 

participación de los genes NGA en la síntesis o señalización de auxinas. 

En primer lugar se observó que el cuádruple mutante nga y la línea amiR-NGA 

mostraban respuesta a auxinas clásicas, como la dominancia apical, gravitropismo o el 

número de raíces laterales, notablemente alteradas. Además, el desarrollo vascular en el 

gineceo de los mutantes nga estaba reducido.  

Los resultados obtenidos con el tratamiento de NPA a inflorescencias de 

mutantes nga sugerían que el fenotipo de las líneas mutantes no era consecuencia de una 

reducción de auxinas en la región apical, ya que la posible acumulación de éstas como 

consecuencia del bloqueo del PAT no rescataba el fenotipo del cuádruple mutante nga. 

Hipótesis alternativas eran que este efecto pudiera deberse a una menor sensibilidad de 

los mutantes nga a las auxinas o a que no hubiera auxinas en la zona apical del gineceo 

de los mutantes nga, de modo que eso haría que no se acumularan al inhibir el 

transporte.  

El hecho de que las líneas NGA3PRO::iaaL imitaran los fenotipos de los dobles 

mutantes nga1 nga3 y nga1 nga2 en el gineceo y que la aplicación directa de auxinas en 

el extremo apical del gineceo revertiera, al menos parcialmente, el fenotipo de la línea 

amiR-NGA, permitían descartar la posibilidad de que los fenotipos observados fueran 

debidos a una menor sensibilidad de los mutantes a las auxinas presentes, apoyando la 

idea de que los defectos en la fusión del estilo causados por la pérdida de función de los 

genes NGA eran causados por una falta total de auxinas en el extremo apical del 

gineceo.  Algunos autores hacen referencia a que la acumulación de auxinas en la zona 

apical del gineceo es consecuencia de una síntesis directa de auxinas en este dominio 

(Aloni et al., 2006), de modo que una posible explicación sería que los mutantes nga 

podrían tener afectada la ruta de biosíntesis de auxinas en esta zona. Por ello, se estudió 

un posible cambio en el patrón de expresión de genes implicados en la biosíntesis de 

esta hormona, concretamente de los genes YUC4 y YUC2 pertenecientes a la familia 

YUCCA (YUC) y que son los dos únicos miembros de la familia con expresión fuerte en 

el extremo apical del gineceo (Cheng et al., 2006). Los genes que constituyen esta 

familia codifican enzimas clave en la ruta de biosíntesis de auxinas y además se 

expresan en la parte apical del gineceo solapando con el dominio de expresión de los 

genes NGA (Cheng et al., 2006). Por tanto, si estos genes fueran los responsables de la 

síntesis de auxinas en el extremo apical del gineceo, la falta de expresión de los mismos 

debería suponer la desaparición de la fuente de auxinas. En este trabajo se ha podido 

observar que la pérdida de actividad NGA conlleva la falta de expresión de los genes 

YUC2 y YUC4 en esta zona. Por tanto, los datos obtenidos hasta este momento sugieren 

que una de las funciones principales de los genes NGA en el desarrollo del pistilo es la 

de inducir la biosíntesis de auxinas en el extremo apical del gineceo a través de la 
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regulación de la expresión de los genes YUC, y que estos serían los responsables 

directos de dicha síntesis. Así, en el cuádruple mutante nga no se expresarían los genes 

YUC en el extremo apical del gineceo, se eliminaría la síntesis de auxinas en este 

dominio y esto podría explicar la ausencia de cambios en los mutante nga tras la 

aplicación de NPA.  

Las auxinas parecen estar estrechamente relacionadas con brasinoesteroides, ya 

que ambas hormonas están implicadas en el control de determinados procesos del 

desarrollo. Este hecho fue confirmado con la caracterización del gen BRX, para el que se 

ha descrito que actúa como nexo de unión entre la síntesis de brasinoesteroides y la 

señal de auxinas manteniendo los niveles necesarios de brasinoesteroides para permitir 

la acción adecuada de las auxinas (Mouchet et al., 2006). Parece que la acción conjunta 

de BR y auxinas es importante para el control de la elongación, pero parece que esta 

interacción quizás sea diferente en diferentes tejidos. Por otra parte, se han identificado 

genes de las familias GH3, SAUR y AUX/IAA como dianas comunes de la señalización 

po BR y auxinas (Goda et al., 2004; Nemhauser et al., 2004). Estos resultados sugieren 

que la interacción entre BR y auxinas es extensa y compleja. Un ejemplo más de esta 

interacción es el hecho de que BRX interaccione físicamente con NGA1, un gen que a 

partir de nuestros resultados parece implicado en la señalización por auxinas  (Scacchi 

et al., 2009). En este trabajo, se sugiere  que BRX regula la transcripción de genes como 

un coregulador transcripcional mediante su interacción física con factores de 

transcripción como NGA1. Sin embargo, aunque el papel de NGA1 en el desarrollo de 

la raíz no se ha estudiado en detalle, es importante señalar que NGA1 es un factor de 

transcripción con un dominio B3, el cual está también presente en la familia ARF de 

factores de transcripción. Por tanto, una posibilidad es que la familia de proteínas BRX 

y de factores transcripcionales NGA formaran una nueva pareja de factor 

transcripcional-coregulador, conceptualmente similar a la del complejo AUX/IAA-

ARF, y que su actividad fuera también controlada por las auxinas (Scacchi et al., 2009). 

 

3. El papel de los genes NGA en la morfogénesis a lo largo del eje 
apical-basal del gineceo. 

 
3.1. STY y NGA son necesarios para la especificación del estilo. 
 

 La correcta formación de los tejidos apicales del fruto es esencial para la 

polinización y posterior fecundación de los óvulos. En el cuádruple mutante nga la parte 

apical del gineceo carece de los tejidos característicos del estilo y el estigma, y además 

se presenta con bordes irregulares y no fusionados. Los frutos del cuádruple mutante 

nga terminan en estructuras similares a horquillas en cuyos extremos en ocasiones 

aparecen células del estilo, aunque en muy pequeña proporción. Además se produce una 

reducción importante en la fertilidad del fruto, reflejada en el bajo número de semillas 

producidas y traduciéndose en una tamaño muy reducido de la silicua.  

 El fenotipo de los mutantes múltiples nga es muy similar al de otros mutantes 

múltiples en otra familia de factores de transcripción, la familia SHI/STY (Kuusk et al., 

2002; 2004), cuyos mutantes múltiples presentan una disminución significativa del 

tejido estigmático y estilar y del tamaño del gineceo (Kuusk et al., 2006). Los 

paralelismos funcionales entre los factores NGA y SHI/STY son muy llamativos, ya que 

no únicamente los mutantes son muy similares fenotípicamente sino que el patrón de 

expresión de los genes SHI/STY también es muy parecido al de los genes NGA. El gen 

STY1, que posee un patrón de expresión representativo de la familia, se expresa en 

muchos tejidos a lo largo del desarrollo de la planta. En plántulas la señal se observa en 
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el hipocotilo, cotiledones y en primordios de hojas y raíz. En hojas en desarrollo se 

expresa en la parte apical del margen de la hoja y en hidatodos. En el gineceo, la señal 

se detecta en estilo y estigma desde el estadio 6 del desarrollo floral hasta antesis y 

además también se expresa en óvulos jóvenes (Kuusk et al., 2002). Los genes de esta 

familia son redundantes funcionalmente y esta redundancia, al igual que en la familia 

NGA, es dependiente de dosis. Todo ello sugiere una relación funcional importante entre 

ambas familias. 

 Una hipótesis sencilla que podría explicar la redundancia funcional entre ambas 

familias era que existiera una regulación directa entre ambos factores y que ello diera 

lugar a la formación del tejido estilar:  

 

   A) NGA   B) STY 

  

 

STY    NGA 

 

 

Estilo    Estilo 

 

 Sin embargo, cuando se estudia el patrón de expresión de las líneas 

STY1PRO::GUS en fondo mutante nga y en líneas de sobreexpresión de NGA3, y de las 

líneas NGA3PRO::GUS en fondo mutante sty1-1 sty2-1 (Trigueros, 2008), no se 

apreciaron cambios en los mismos. Por otra parte, la sobreexpresión de NGA3 no 

rescataba el fenotipo del mutante sty1-1 sty2-1 ni la de STY1 el fenotipo de la línea 

amiR-NGA, respectivamente. Por tanto, ni STY ni NGA son capaces de dirigir la 

formación del estilo en ausencia de la expresión del otro.  

 Los experimentos descritos parecían descartar que los genes NGA regulasen la 

expresión de los genes SHI/STY y, así mismo, los genes SHI/STY no parecían regular a 

los genes NGA. Todo ello señalaba la posibilidad de que ambos factores actuaran 

conjuntamente para especificar los tejidos apicales del gineceo.  

 

         C)           NGA    +    STY 

 

 

 

Estilo 

 

 Cuando se cruzan las líneas 35S::STY1 y 35S::NGA3, el fenotipo de las líneas 

obtenidas cambia drásticamente respecto al de los parentales. Se trata de plantas de 

porte significativamente menor al de las parentales, con frutos muy pequeños en los que 

las proporciones relativas de los diferentes dominios funcionales parecen iguales a los 

de una planta silvestre. Cuando estos frutos son observados a grandes aumentos se 

puede apreciar que presentan un fenotipo muy llamativo, y es la aparición de células de 

la epidermis del estilo a lo largo de toda la superficie de la valva. Este cambio 

fenotípico únicamente se da en la epidermis de la valva, no ocurre en ningún otro tejido 

del fruto. Este fenotipo daba solidez a la posibilidad de que ambas proteínas actuaran 

conjuntamente para dirigir la especificación de las células del estilo.   

 La sobreexpresión de NGA o STY por separado tiene efectos, tanto en la 

morfología del carpelo como en la de la planta, distintos a los de la sobreexpresión 

conjunta. Podemos especular que esto sea debido a que el conjunto de sus dianas 
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cuando actúan independientemente son diferentes a las que podría tener un hipotético 

complejo STY/NGA. Un caso similar es lo que ocurre con SHORT VEGETATIVE 

PHASE (SVP), un factor de transcripción tipo MADS box. Durante la fase vegetativa 

altos niveles de expresión de este gen hacen que la planta no lleve a cabo la transición 

floral permaneciendo en estado vegetativo (Hartmann et al., 2000). En el momento en 

que empieza a expresarse AGL24, otro factor de transcripción tipo MADS box, ambos 

forman un heterodímero que cambia completamente de actividad, promoviendo ahora la 

transición floral (Yu et al., 2002; Michaels et al., 2003). Cuando la identidad del 

meristemo floral se ha establecido, los genes SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION 

OF CO 1 (SOC1), AGL24 y SVP forman un nuevo complejo proteico que ahora actúa 

promoviendo la activación de los genes de identidad floral de tipo B y C (Liu et al., 

2009). Así se muestra como los factores de transcripción son reciclados para llevar a 

cabo funciones diferentes en función de los genes que se expresen en cada momento y 

de los diferentes complejos proteicos que puedan formar, reflejando así la complejidad 

de los procesos del desarrollo. 

El hecho de que la formación ectópica de células del estilo sólo tuviera lugar en 

la epidermis de las valvas, sugería la posibilidad de que, para dirigir la formación de 

este tipo celular, fuera necesaria la presencia de factores adicionales que no estarían 

presentes en todo el gineceo, sino sólo en el dominio donde se producía la 

transformación observada. De entre todos los genes posibles nos decantamos por CRC 

porque se expresa en este dominio y además el mutante tiene defectos en la fusión del 

estilo. En primer lugar, se comprobó que CRC interaccionaba físicamente tanto con 

STY1 como con NGA1 y además, en presencia del mismo se observó que STY1 y 

NGA1, que por sí solos no interaccionan, eran capaces de hacerlo. 

 Mediante la obtención de las líneas 35S::NGA3 crc-1, 35S::STY1 crc-1 y 

35S::NGA3 35S::STY1 crc-1, se pretendió validar genéticamente la posibilidad de que el 

trímero formado por  STY, CRC y NGA fuera el responsable de la correcta formación 

del estilo en el gineceo. Cuando se sobreexpresa NGA3 en un fondo mutante crc los 

fenotipos que se observaban eran aditivos, es decir, el estilo no se formaba 

correctamente y los frutos presentan, al igual que ocurre con la línea de sobreexpresión, 

un acortamiento de la valvas, ginóforo más largo y replum en zig-zag. La 

sobreexpresión de STY1 en fondo mutante crc daba lugar a frutos con defectos en la 

fusión de la zona apical del gineceo iguales a los del mutante crc. Por tanto, la 

sobreexpresión de NGA o STY no rescataba los defectos en el estilo del mutante crc.  

 La sobreexpresión conjunta de STY1 y NGA3 en fondo crc no revertía el 

fenotipo del mutante crc, lo cual parecía indicar que era necesaria la presencia de los 

tres factores para la correcta formación de la zona apical del gineceo. Pero el resultado 

más significativo y que nos indicó si en realidad NGA, STY y CRC actuaban 

conjuntamente para la especificación de las células del estilo, fue la morfología de la 

epidermis de la valva. Cuando se observaron las células de la epidermis de la valva se 

comprobó que presentaban la morfología característica de este tipo célular y no la de las 

células del estilo, como ocurría en la línea 35S::NGA3 35S::STY1. Es decir, la falta de 

actividad del gen CRC revertía el cambio de identidad de las células de la epidermis de 

la valva observado en la línea 35S::NGA3 35S::STY1, y además tampoco se reducía 

drásticamente  la diferenciación de células de la epidermis del estilo en el extremo 

apical del gineceo.  

 Por tanto, parece que es necesaria la presencia de los tres factores para la 

correcta formación del estilo y el solo hecho de que uno de ellos no se exprese de forma 

correcta da como resultado los defectos vistos en el extremo apical del gineceo en los 

diferentes mutantes sencillos por separado. 
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3.2. NGA y su posible relación con el gen YUC4. 
 

 Es probable que NGA pueda estar regulando la expresión de los genes YUC2 y 

YUC4 directamente, ya que en el promotor de ambos genes se han encontrado 

secuencias similares a los sitios de unión del dominio B3 del gen RAV1 (Kagaya et al., 

1999). RAV1 es, como los genes NGA, miembro de la familia RAV y comparte una alta 

similitud de secuencia en el dominio B3 con ellos, por lo que es probable que puedan 

reconocer las mismas secuencias de DNA El sitio de unión para el dominio B3 de 

RAV1, determinado mediante experimentos de selex, es caCCTG pero la región más 

conservada dentro de este motivo es CCTG (fig. 101; Kagaya et al., 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 101. Secuencias de los promotores de los genes YUC2 y YUC4. Se muestra parte del promotor 
de ambos genes así como las primeras bases de la región codificante. Se indica en naranja el inicio de la región 
codificante., en rojo las secuencias similares al sitio de unión del dominio B3 de RAV1 (Kagaya et al., 1999) y 
en azul el sitio de unión de STY1 (Eklund et al., 2010). 
 

Como ya se ha comentado anteriormente, la pérdida de actividad NGA conlleva 

la falta de actividad de YUC4 en la zona apical del gineceo. Sin embargo, fuera de la 

región apical del gineceo, las proteínas NGA parecen no ser necesarias para la 

activación transcripcional de YUC4, ya que el patrón de expresión en el resto de la flor 

es igual al de plantas silvestres. Por otro lado, la sobreexpresión de NGA3 no conlleva 

ningún tipo de modificación en el patrón de expresión de YUC4 en la flor. Todo ello 

sugiere que en estos dominios de expresión la activación de los genes YUC es llevada a 

cabo por otros factores.  

Como ya se ha descrito anteriormente, YUC4 es una diana directa de STY1 

(Eklund et al., 2010). A pesar de ello, en el estilo tampoco se observa un cambio 

significativo cuando se sobreexpresa STY1, de modo que probablemente ni STY1 ni 

NGA3 sean capaces de activar por sí solos la expresión de YUC4, pero ambos sean 

necesarios para su activación. Por ello, nos planteamos la posibilidad de que STY y NGA 

fueran requeridos de forma conjunta para activar a YUC. Para comprobarlo se llevó a 

cabo la sobreexpresión de STY1 y NGA3 en fondo YUC4PRO::GUS, y no se observó 

ningún cambio significativo en la señal detectada en el estilo, siendo esta igual a la 
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observada cuando únicamente se sobreexpresa STY. De modo que STY y NGA no deben 

ser capaces de activar a YUC sin la participación de factores adicionales. 

Para confirmar este resultado se realizó un ensayo de actividad transitoria del 

promotor de YUC4 dirigiendo la expresión del gen de la LUC. Los resultados obtenidos 

indicaban que la presencia conjunta de STY y NGA no conllevaba un nivel de expresión 

de la LUC mayor al detectado cuando sólo se agroinfiltra STY1, a pesar de que ambos 

sean necesarios para la activación de YUC4. Por tanto, la activación de YUC4 por STY y 

NGA podría tener lugar por rutas independientes o, al igual que ocurre en la 

especificación de las células del estilo, quizás sea necesaria la presencia de factores 

adicionales para que lleven a cabo la regulación de la expresión de YUC4. Puesto que  

ya se había observado que CRC interaccionaba con NGA y STY para llevar a cabo la 

especificación de las células del estilo y, además, el mutante crc presenta defectos en el 

estilo, región donde se expresan los genes YUC, se decidió estudiar si, también en este 

caso, CRC era necesario para la activación de YUC4 en el estilo. Cuando se analizaron 

los resultados no se observó un aumento significativo de los niveles de expresión del 

gen de la LUC. Además, si el supuesto trímero formado por STY1, NGA1 y CRC fuera 

el responsable de la activación de YUC4, se hubiera observado una modificación en el 

patrón de expresión de dicho gen en fondo 35S:NGA3 35S:STY1, cosa que no ocurría.  

Por tanto, parece que se requieren funciones génicas adicionales junto con la 

actividad NGA para regular YUC4, sugiriendo un escenario complejo de regulación 

espacio temporal de los genes YUC. 

 

3.3. La compleja relación entre SPT y NGA. 
 

 SPT es un gen implicado en muchos procesos, como por ejemplo la 

germinación, el desarrollo del carpelo o el control del tamaño de las hojas (Heisler et 

al., 2001; Groszmann et al., 2008, 2010; Ichihashi et al., 2010).  Durante los diferentes 

estadios del desarrollo del gineceo, SPT se expresa de un modo muy dinámico en 

diferentes dominios. Así pues, hasta el estadio 7 se expresa en la región medial. La 

expresión está limitada a la región interna, excepto en el ápice donde se extiende a la 

cara externa del gineceo. Durante los estadios 9-11, la expresión se detecta en el septum 

y estigma en desarrollo y en el tracto transmisor. Dentro del gineceo también se expresa 

en primordios de óvulos y en la zona de dehiscencia de frutos maduros (Heisler et al., 

2001). Además, SPT también se expresa en pétalos y estambres, en el meristemo apical 

del tallo y en hojas jóvenes (Heisler et al., 2001). 

 Algunos autores han sugerido un papel de SPT en la interpretación del gradiente 

de auxinas a lo largo del eje apical-basal del gineceo en desarrollo (Nemhauser et al., 

2000) apoyándose en el rescate de los defectos en el estilo del mutante spt tras ser 

tratados con un inhibidor del transporte de auxinas. Este tratamiento no tiene ningún 

efecto en la longitud de las valvas de los mutantes spt, al contrario de lo que ocurre en 

plantas silvestres o en otros mutantes como sty1-1 sty2-1, ant-8 o jag-1, por lo que otros 

autores han señalado que podría deberse a que SPT tenga funciones diferentes en el 

estilo y el ovario, promoviendo el crecimiento del estilo y reprimiendo la formación del 

ovario en respuesta a auxinas o, alternativamente que SPT afectara al transporte de 

auxinas en el gineceo, bien directa o indirectamente (Staldal et al., 2008). 

 Se sabe que SPT esta reprimido por ETT, ya que SPT se expresa ectópicamente 

en el mutante ett y el fenotipo de ett se suprime parcialmente por la pérdida de actividad 

de SPT (Heisler et al., 2001). Por otro lado, la expresión de SPT está regulada 

positivamente en la zona del margen de la valva por IND (Groszmann et al., 2010), un 

factor de transcripción necesario para el desarrollo de la zona de dehiscencia (Liljegren 
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et al., 2004). En mutantes ind y en plantas transgénicas con una mutación en el supuesto 

sitio de unión de IND al promotor de SPT, la expresión de SPT en la zona de 

dehiscencia desaparece (Groszmann et al., 2010). Al igual que IND, ALC también es 

necesario para la diferenciación de la zona de dehiscencia. SPT parece también estar 

relacionado con este factor. Se trata de un factor de transcripción tipo bHLH, igual que 

SPT, y a diferencia del resto de miembros de la familia, sólo ALC comparte el dominio 

hélice anfipático característico de SPT (Groszmann et al., 2010). Además ambos se 

expresan en la zona de dehiscencia (Rajani y Sundaresan, 2001; Heisler et al., 2001), 

aunque no se ha estudiado en profundidad las posibles interacciones genéticas entre 

ambos. 

El patrón de expresión de STY solapa con el de SPT durante los estadios 6 al 10 

del desarrollo floral (Kuusk et al., 2002; Heiler et al., 2001). Además, el fenotipo del 

doble mutante sty1-1 spt-2 indica la existencia de una fuerte interacción sinérgica entre 

ambos genes (Sohlberg et al., 2006; Kuusk et al., 2002, 2006). Posteriormente, se ha 

observado que en líneas 35S::SPT:VP16 se produce la expresión ectópica de STY2, 

indicando que SPT podría estar regulando a STY2. Sin embargo, en el mutante spt STY2 

sigue expresándose en el tejido estilar, lo que sugiere que su activación por parte de SPT 

podría ser redundante con otros factores (Groszmann et al., 2008).  

 SPT se expresa durante los estadios 8 al 11 del desarrollo floral en la región 

medial y apical del gineceo coincidiendo con las zonas donde se expresan los genes 

NGA. Además, los fenotipos observados en las combinaciones de mutantes entre spt y 

nga indican la existencia de una interacción sinérgica entre ambos genes.  

 Los resultados obtenidos parecen situar a SPT por encima de NGA en las vías 

que regulan el desarrollo de la región apical del gineceo, ya que la sobreexpresión de 

NGA rescataba los defectos en la fusión del estilo del mutante spt. Sin embargo, el 

patrón de expresión de NGA no cambia en fondo spt-2 o 35S::SPT, lo cual podría 

explicarse si, al igual que con STY2, la activación de NGA por parte de SPT fuera 

redundante con otros factores. Por otro lado, la pérdida de actividad de SPT también 

revertía, al menos parcialmente, el fenotipo de la línea 35S::NGA3, y asimismo, el 

patrón de expresión de SPT cambiaba en fondo mutante nga. Todo ello parecería indicar 

lo contrario, es decir, que NGA estaría regulando directa o indirectamente a SPT, y que 

esta regulación sería importante para la función de NGA en la organización apical-basal 

del gineceo.  

 Los resultados del análisis efectuado no son suficientes para esclarecer con 

precisión la naturaleza de la interacción entre SPT y NGA. En cualquier caso, los datos 

de que disponemos apuntan a que la interacción es compleja, incluyendo un cierto grado 

de redundancia entre ambos y posiblemente una regulación cruzada o retroalimentada  

 

3.4. La interacción entre ETT y NGA. 
 

Sessions y Zambryski (1995) sugieren que ETT promueve la formación del 

ovario y restringe la diferenciación de las células del estilo y estigma al extremo apical 

del gineceo en desarrollo y del ginóforo en el extremo basal. ETT ha sido propuesto 

como el encargado de interpretar el gradiente de concentración de auxinas en el gineceo 

(Nemhauser et al., 2000), especificando así la organización apical-basal en el primordio 

de este órgano floral (Sessions y Zambryski, 1995).  

Varias evidecias experimentales apuntan a una posible relación funcional entre 

ETT y NGA. Por un lado, las mutaciones en ETT causan defectos severos en la 

organización apical-basal del gineceo, con un incremento de las regiones basal y apical 

y una fuerte reducción del tamaño del ovario (Sessions et al., 1997; Sessions y 
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Zambryski, 1995), que en algunos aspectos recuerda al fenotipo de las líneas de 

sobreexpresión de NGA. El papel de ETT promoviendo la formación del ovario parece 

estar mediado por la represión de SPT en este dominio, restringiendo así su expresión al 

tracto transmisor y septum en desarrollo, ya que en el doble mutante ett spt se suprime 

parcialmente el fenotipo del mutante ett (Heisler et al., 2001). Podemos encontrar cierto 

paralelismo con lo que ocurre en líneas 35S::NGA3 spt, en las que se rescata 

parcialmente el fenotipo de la línea de sobreexpresión. Además, si se analiza el patrón 

de expresión de NGA3 en un fondo mutante ett se observa un aumento de la expresión 

de NGA3 en el estilo descendiendo ligeramente hacia las valvas y en el ginóforo 

(Trigueros, 2008), por lo que parece que ETT,  al igual que lo hace con SPT, estaría 

reprimiendo a NGA restringiendo su expresión a la zona apical del gineceo.  

ETT interacciona genéticamente con STY1 durante el establecimiento de la 

organización apical-basal del gineceo, ya que se ha comprobado que en el doble 

mutante sty1 ett-1 se suprime parcialmente el fenotipo del mutante ett, al producirse una 

disminución del tejido estigmático (Sohlberg et al., 2006). El fenotipo del doble 

mutante sty1 ett-1 es muy similar al de la línea nga3-3 nga4-3 ett-1 (Trigueros, 2008), 

en el que también se observa una reducción significativa del número de papilas 

estigmáticas, lo cual sugiere que ETT y NGA podrían tener una relación funcional 

semejante a la de ETT y STY y que, en ambos casos, SPT podría participar como diana 

de ETT y aguas arriba de STY/NGA. 

Por último, ETT y NGA también parecen interaccionar durante el desarrollo de la 

hoja. Las hojas de la roseta de la línea 35S::NGA3 son más estrechas y alargadas que las 

de plantas silvestres, un fenotipo similar aunque más severo que el de las lineas de 

sobreexpresión de ETT. La morfología de la roseta en las líneas 35S::ETT 35S::NGA3 

recuerda en parte al fenotipo de las hoja de roseta observado en los mutantes axr1 

(Timpte et al., 1995) y axr6 (Hobbie et al., 2000), ambos genes implicados en 

respuestas a auxinas, que presentan también hojas enrolladas, pero a diferencia de lo 

que ocurre en estos mutantes, en la línea 35S::ETT 35S::NGA3 las hojas crecen 

perpendiculares al suelo. Las hojas arrugadas y con crecimiento prácticamente 

perpendicular al suelo se han observado también en líneas donde se elimina la expresión 

de los genes KAN1 y KAN2 (Pekker et al., 2005), organizadores clave de la polaridad 

abaxial/adaxial de la hoja. Concretamente los genes KAN actúan promoviendo la 

identidad abaxial de la hoja y lo hacen conjuntamente o en paralelo con ETT y ARF4 

(Pekker et al., 2005). Para saber si el fenotipo obtenido en la línea 35S::ETT 35S::NGA3 

es consecuencia de alteraciones en el establecimiento de la polaridad de las hojas habría 

que analizar con detalle los tipos celulares que la constituyen, cosa que no se ha 

abordado en este trabajo. Por tanto, no podemos concluir que el fenotipo obtenido sea 

consecuencia de los mismos cambios a los que se debe el del mutante kan1-2kan2-

1.Aun así, podemos especular que en presencia de NGA, ETT interaccione con éste, lo 

cual viene reforzado por el hecho de que ambas proteínas interaccionan físicamente, 

promoviendo la identidad adaxial de la hoja o impidiendo que interaccione con KAN y, 

por tanto, el correcto desarrollo de la región abaxial de la hoja. 

 

4. Implicación de los genes de la zona de dehiscencia en la formación 
del extremo apical del gineceo. 
 

A pesar de que NGA participa principalmente en la organización apical-basal del 

gineceo, el fenotipo de la línea de sobreexpresión parecía indicar que también 

participaba en la organización medio-lateral del mismo, al observarse una expansión de 

la zona del margen de la valva y del replum, a costa de una reducción  de las valvas.   
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 El fenotipo observado en las líneas de sobreexpresión se podría explicar 

mediante dos opciones muy sencillas; por una parte podría deberse a la represión de los 

genes del margen de la valva, concretamente de FUL o, por el contrario ser 

consecuencia de la activación de los genes del margen de la valva, como es el caso de 

SHP o IND. Tendríamos una tercera opción, algo más compleja que implicaría la 

activación de los genes del margen de la valva como consecuencia de una interacción 

directa  de los genes NGA con el complejo FIL/JAG/YAB3 (fig. 102). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 102. Hipótesis sobre la posible relación entre los genes NGA y los genes implicados en el 
establecimiento del eje medio-lateral. 

 

De las cuatro hipótesis planteadas y a partir de los resultados obtenidos, se 

podría descartar la posible activación directa de IND por parte de los genes NGA, ya que 

cuando se sobreexpresaban los genes NGA no sólo se observaban cambios en el patrón 

de expresión de IND sino también se veían afectados los niveles de expresión de los 

genes ALC y SHP, que no están regulados por IND. Además el fenotipo de la línea de 

sobreexpresión se revertía significativamente en fondo mutante shp, cosa que sólo 

ocurre débilmente, por ejemplo, con el fenotipo del mutante  ful en fondo shp1 shp2. 

Por tanto, si NGA activara a IND independientemente de SHP, no deberíamos observar 

este efecto ya que en 35S::NGA3 shp1 shp2, IND debería estar sobreexpresado y los 

fenotipos que observáramos deberían ser similares a los del mutante ful. 

La primera hipótesis planteada, es decir, la represión de FUL por parte de NGA, 

se veía apoyada por la similitud en los fenotipos de los frutos de la línea 35S::NGA3 y el 

mutante ful-2 y los cambios en el patrón de expresión de FUL en diferentes fondos. Así, 

si no se expresaban los genes NGA la expresión de FUL se expandía a la zona apical del 

gineceo en desarrollo, mientras que si se sobreexpresaban, la expresión de FUL se 

reducía de forma significativa. La expresión de SHP también se veía modificada en 

función del nivel de expresión de los genes NGA. Así pues, en la línea amiR-NGA, 

SHP1 no se expresaba en el dominio apical del gineceo (Alvarez et al., 2009), mientras 

que en la línea de sobreexpresión de NGA3 la señal se expandía. También se ha 

observado la reversión parcial del fenotipo de la línea de sobreexpresión de NGA3 en 

fondo ind-2 y shp1 shp2, lo cual recuerda a lo que ocurre en los mutantes ful donde la 

pérdida de la actividad de ind, shp1 y shp2 rescataba parcialmente los defectos 

observados en el fruto. Por tanto, estos resultados favorecían la hipótesis de que los 

genes NGA podrían actuar reprimiendo la expresión de FUL. Así, en el cuádruple 

mutante nga, la expansión de FUL a la zona apical del gineceo impediría la expresión 

de SHP en esta zona y en las líneas 35S::NGA3, la represión de FUL en las valvas 

permitiría la expresión ectópica de los genes de margen de valva.  



 

 

123 Discusión 

Sin embargo, otros datos apuntaban a que la represión de FUL por NGA podía 

no ser suficiente para explicar los resultados obtenidos, y que había que considerar la 

posible activación adicional de SHP por parte de los genes NGA. Así, Alvarez et al. 

(2009) propusieron que los genes NGA estarían activando a los genes SHP en el estilo, 

ya que en fondo amiR-NGA la expresión de SHP1 en la zona apical del gineceo se 

perdía, y al expresar ectópicamente NGA en estambres, dirigido por el promotor de AP3, 

se desarrollaban parches de tejidos en las anteras que expresaban SHP y mostraban 

características de estilo y estigma, a pesar de que en las anteras FUL no se expresa. 

Además, la reversión del fenotipo 35S::NGA3 en fondo shp1 shp2 era mayor que la del 

fenotipo ful en el triple ful shp1 shp2 . Todas estas evidencias experimentales parecen 

así favorecer la hipótesis de que los genes NGA podrían estar modulando la activación 

de SHP y la represión de FUL.  

En cualquier caso, para intentar esclarecer si NGA podría activar a SHP 

independientemente de la actividad de FUL se está generando el quíntuple mutante 

nga1 nga2 nga3 nga4 ful en combinación con el reportador SHP1::GUS. En esta lineas 

se analizará si se produce algún cambio en el patrón de expresión de SHP cuando no se 

expresan ni los genes NGA ni FUL. Si la falta de expresión de SHP en fondo nga es 

consecuencia únicamente de la desrepresión de FUL, al no expresarse FUL en nga1-4 

nga3-3 nga4-3, la señal de SHP debería ser igual o más expandida que en plantas 

silvestres, mientras que si SHP continúa sin expresarse en la zona apical será porque es 

necesaria la actividad de los genes NGA para la activación de SHP. Experimentos 

adicionales que podríamos abordar para apoyar esta hipótesis sería el estudio de la 

posible unión de las proteínas NGA al promotor de FUL y SHP bien por 

inmunoprecipitación de cromatina o mediante un ensayo de la actividad transitoria del 

promotor de FUL o SHP dirigiendo la expresión del gen de la LUCIFERASA.  

 Recientemente, Colombo et al. (2010) atribuyen un nuevo papel a los genes SHP 

en la formación del estilo y estigma, ya que sus estudios sugieren una redundancia 

funcional de los genes SHP1, SHP2, ANT y CRC en el control del desarrollo del estilo y 

estigma. Además, FUL también parece tener un papel en la correcta formación del 

estilo, ya que se ha descrito que los mutantes ful tienen estilos estrechos y alargados en 

fondos genéticos donde el gen ERECTA está activo (Ferrandiz et al, 2000a). Estos 

resultados junto con la ausencia de defectos en la zona de dehiscencia del cuádruple 

mutante nga, sugieren que NGA podría estar regulando a FUL y SHP en la zona apical 

del gineceo, donde podrían ser importantes para el correcto establecimiento de 

demarcación entre ovario y estilo/estigma. 

Como hemos propuesto anteriormente, los genes NGA podrían llevar a cabo la 

activación de SHP y/o la represión de FUL a través del complejo formado por 

FIL/YAB/JAG. Esta hipótesis viene respaldada por la interacción observada entre las 

proteínas YAB3 y NGA (Trigueros, 2008), aunque el fenotipo de la línea 35S::NGA3 

yab3 nos indicaría que, o bien la activación de SHP por parte de los genes NGA no 

requiere de la actividad de YAB3, o que la falta de actividad de YAB3 se ve compensada 

por la actividad de FIL y JAG. En esta línea de estudio sería conveniente comprobar una 

posible interacción física entre los genes NGA y, FIL y JAG. 

A lo largo de todo el estudio realizado sobre el papel de los genes NGA en el 

desarrollo del gineceo se puede observar como la actividad de NGA viene modulada por 

diferentes interacciones proteína-proteína, de modo que dependiendo de donde se 

exprese y los factores que lo acompañen, la función que desempeña parece ser diferente. 

Por ejemplo, en la zona apical del gineceo, los factores NGA interaccionan con CRC y 

STY para dirigir la formación del estilo, mientras que en hoja parece interaccionar con 

ETT para el establecimiento de la polaridad abaxial-adaxial. Los resultados descritos en 
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este apartado también parecen indicar que la interacción de NGA con YAB3 (y quizás 

con FIL) podría ser también importante para la regulación de los genes implicados en el 

desarrollo de las valvas y el margen de la valva, delimitando sus dominios de expresión 

también en la zona apical del gineceo. 

 

5. Posible localización de NGA en las rutas que controlan el desarrollo 
del gineceo. 
 

 A continuación, y a partir de los resultados obtenidos, hemos intentado colocar a 

los genes NGA en las rutas hasta el momento conocidas en el establecimiento de los 

distintos ejes del desarrollo del gineceo. En la organización apical-basal, NGA (fig 103 

A) junto con STY, y probablemente un tercer factor aún desconocido, estarían activando 

la expresión de YUC4 y por consiguiente la biosíntesis de auxinas, mientras que NGA y 

STY junto con CRC serían los responsables de la correcta formación de las células del 

estilo. No es posible determinar con precisión la relación entre los genes NGA y los 

genes implicados en el establecimiento del eje medio-lateral, aunque en general, los 

resultados favorecen la idea de que los genes NGA estarían favoreciendo la activación 

de SHP frente a la de FUL y/o reprimiendo directamente a FUL, probablemente 

mediante su participación en el complejo formado por FIL y YAB3. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 103. Modelo del papel de los genes NGA en el desarrollo del gineceo. Esquema de las 
interacciones genéticas que determinan la organización de los tejidos en la región apical del gineceo. STY, 
CRC y NGA promueven el desarrollo del estilo en la región apical del gineceo. Además tanto NGA como 
STY activarían a los genes YUC implicados en la síntesis de auxinas en el extremo apical del gineceo, con la 
intervención de un tercer factor. Los genes NGA favorecerían la activación de SHP frente a la de FUL 
mediante su interacción con el complejo FIL/YAB, o bien actuarían reprimiendo a FUL. Los signos de 
interrogación y las líneas en rojo indican posibles interacciones no confirmadas experimentalmente. 
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A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que: 

 

1- La caracterización funcional de los genes NGA ha puesto de manifiesto que: 

 

 a) NGA1 y NGA2 son necesarios para la correcta formación de la región apical 

del gineceo. 

 

 b) NGA1 y NGA2 junto con los otros dos genes que constituyen la familia NGA 

actúan de forma parcialmente redundante dependiente de dosis en el desarrollo de la 

región apical del gineceo, y son esenciales para la formación del estilo y del estigma. 

 

 b) Los genes NGA también participan en la morfogénesis de otros órganos 

laterales, como los órganos florales y las hojas.  

 

2. Los genes NGA parecen estar implicados en la ruta de biosíntesis de auxinas, 

probablemente a través de la activación de los genes YUC,  

 

3. El estudio de las interacciones genéticas que tienen lugar entre los genes NGA y otros 

genes implicado en el desarrollo del gineceo nos han permitido situar a la familia NGA 

dentro de las rutas genéticas que controlan los procesos de desarrollo del mismo: 

 

 a) NGA actúa cooperativamente con STY1 y CRC para dirigir la correcta 

formación del estilo, probablemente mediante la formación de un complejo proteico. 

 

 b) ETT y NGA parecen actuar de forma conjunta para la correcta formación de la 

hoja.  

 

 c) Los genes NGA participan en la regulación de la expresión de FUL y SHP, 

genes implicados en el desarrollo del eje medio-lateral del gineceo que también parecen 

tener un papel importante en el desarrollo de las regiones apicales del mismo. Esta 

regulación podría consistir bien en la activación de SHP, la represión de FUL o bien 

mediante su interacción con el complejo formado por FIL/YAB para favorecer la 

activación de SHP frente a la de FUL en el estilo. 
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1. Material biológico y condiciones de cultivo. 
 

1.1. Material bacteriano. 
 
 1.1.1. Cepas bacterianas. 

 

En este trabajo se han utilizado las siguientes cepas bacterianas: 

 

Cepa Referencia/origen Uso 

DH5 (E. coli) Hanahan (1983) Clonaje de vectores  

HB101 (E. coli)  Takara Clonaje de vectores 

ElectroMAx DH10B
TM

 (E. coli) Life Technologies Clonaje de vectores 

C58 pMP90 (A. tumefaciens) Koncz y Schell (1986) Clonaje de vectores binarios utilizados 

para la transformación de plantas. 

C58 pJIC (A. tumefaciens)  Clonaje de vectores pGreen (Hellens,  et 

al.,2000) utilizados para la transformación 

de plantas. 

DB3.1
TM

 (E. coli)  Clonaje de vectores portadores del gen 

suicida ccdB. 

 
Tabla 1: Cepas bacterianes utilizadas. 
 
 1.1.2. Medios de cultivo bacteriano. 

 

- Medio LB (Luria-Bertani-Medium) pH7.5: 1% triptona, 0.5% extracto de 

levadura, 1% NaCl. El pH se ajunta con NaOH. 

 

 - Medio SOC: 20gr de peptona, 5gr de extracto de levadura, 2mL de NaCl 5M, 

2,5mL de KCl 1M y 960mL de agua, una vez autoclavado se le añaden 10mL de MgCl2 

1M, 20mL de glucosa al 40% y 10mL de MgSO4 1M. 

 
 1.1.3. Suplementos de los medios de cultivo bacterianos. 

 

 Normalmente los suplementos añadidos son antibióticos. En la siguiente tabla se 

muestran los diferentes suplementos utilizados, las concentraciones de las soluciones 

stock y el disolvente en el que se preparan, y las concentraciones de trabajo.  

 

                                                                                              Concentración de trabajo 

Antibiótico Stock Disolvente E.coli A.tumefaciens 

Ampicilina (Amp) 100mg/mL H2O 100g/mL 100g/mL 

Carbenicilina (Cb) 100mg/mL H2O 100g/mL 100g/mL 

Kanamicina (Kn) 50mg/mL H2O 50g/mL 50g/mL 
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Espectinomicina 

(Spec) 
100mg/mL H2O 100g/l - 

Rifampicina (Rf) 20mg/mL Metanol 90% - 100g/mL 

Hygromicina (Hyg) 50mg/mL H2O 100g/mL - 

X-Gal 40mg/mL DMSO 80g/mL - 

Amicacina 50mg/mL H2O 50g/mL 50g/mL 

Zeocina 50mg/mL H2O 50g/mL 50g/mL 

Basta 50mg/mL H2O - - 

Tetraciclina 5mg/mL ETOH 50% - - 

 
 Tabla 2: Suplementos utilizados en el trabajo con bacterias. 

 
 1.1.4. Condiciones de cultivo de microorganismos. 

 

Los cultivos líquidos de E. coli se incubaron a 37ºC en agitación a 220 rpm o/n. 

El cultivo sólido se realizó en placa a 37ºC o/n. 

Los cultivos líquidos de A. tumefaciens se incubaron a 28ºC en agitación a 200 

rpm o/n. El cultivo sólido se realizó en placa a 28ºC durante 2 días. 

Los cultivos bacterianos se almacenaron de forma permanente en glicerol al 50% 

a -80ºC. 
 

1.2. Material vegetal. 
 
 1.2.1 Líneas utilizadas. 

 

En este trabajo se han utilizado las siguientes plantas de Arabidopsis thaliana: 

 

Ecotipo silvestres: 

 

Genotipo Código Referencia 

Col-0 N1092 Redei, 1962 

 

Líneas mutantes: 

 

Genotipo Ecotipo Mutágeno Referencia 

ett-3 Ler La0 EMS Sessions y Zambryski, 1995 

ett-13 Col-0 T-DNA Pekker et al., 2005 

ful-2 Col-0 EMS Ferrándiz et al., 2000ª 

spt-2 Ler EMS Alvarez y Smith, 1999 

shp1-1 Ler T-DNA Liljegren et al., 2000 

shp2-1 Ler T-DNA Kempin et al., 1997 
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sty1-1 Col-0 Transposón Ds Kuusk et al., 2002 

sty2-1 Col-0 Transposón Ds Kuusk et al., 2002 

crc-1 Ler EMS Alvarez y Smyth, 1999 

ind1-2 Col-0 EMS Liljegren et al., 2004 

nga3-3 Col-0 Transposón Spm Trigueros et al., 2009 

nga4-3 Col-0 Transposón Spm Trigueros et al., 2009 

nga2-2 Col-0 Transposón dSpm Trigueros et al., 2009 

nga1-4 Col-0 T-DNA Trigueros et al., 2009 

 

Líneas transgénicas: 

 

Línea Ecotipo Referencia 

35S::STY1 Col-0 Kuusk et al., 2002 

35S::SPT Ler Groszmann et al., 2008 

35S::ETT  (pMNG50) Col-0 Este trabajo 

35S::NGA1 (pMNG48) Col-0 Este trabajo 

35S::NGA3 (pMT17) Col-0 Trigueros et al., 2009 

35S::NGA1:VP16 (pMNG56) Col-0 Este trabajo 

INDPRO::GUS (GT140) Ler Liljegren et al., 2004 

ALCPRO::GUS (GT142) Ler Sundaresan et al., 1995 

FULPRO::GUS Ler Gu et al., 1998 

SHP1PRO::GUS No-0 Baum et al., 2001 

SHP2PRO::GUS No-0 Savidge et al., 1995 

SPTPRO::GUS Ler Groszmann et al., 2010 

STY1PRO::GUS Col-0 Kuusk et al., 2002 

YUC4PRO::GUS Col-0 Cheng et al., 2006 

YUC2PRO::GUS Col-0 Cheng et al., 2006 

35S::GFP:NGA1 (pMNG15) Col-0 Este trabajo 

35S::GFP:NGA2 (pMNG16) Col-0 Este trabajo 

5‟NGA2::NGA2:GUS:3‟NGA2 (pMNG41) Col-0 Este trabajo 

5‟NGA1::NGA1:GUS:3‟NGA1 (pMNG35) Col-0 Este trabajo 

5‟NGA2::NGA2:GFP:3‟NGA2 (pMNG64) Col-0 Este trabajo 

5‟NGA1::NGA1:GFP:3‟NGA1 (pMNG63) Col-0 Este trabajo 

amiR-NGA (pMNG19) Col-0 Este trabajo 

  

 

 1.2.2. Condiciones de cultivo en el invernadero. 

 

Las plantas de Arabidopsis se cultivaron en fitotrones en condiciones de día 

largo (16 horas de luz, 8 horas de oscuridad), con una temperatura en un rango de entre 

21 a 23ºC y una humedad controlada de aproximadamente el 50%. El fitotrón se 
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ilumina mediante tubos fluorescentes que proporcionan luz blanca fría, con una 

intensidad de 150 E m
-2

 s
-2

 (Sylvania standard F58W/133-T8).  

Las semillas se sembraron en macetas de plástico de 12 cm de diámetro o en 

alveolos plástico de 6.5 x 6.5 x 5 cm con una mezcla de turba:perlita:vermiculita 

(1:1:1), previamente esterilizada a -80ºC  durante 20 min. Las bandejas se cubrieron con 

plástico y se mantuvieron en oscuridad y a 4ºC, durante tres días, a fin de sincronizar la 

germinación (estratificación). Transcurrido ese tiempo se llevaron al fitotrón. Cuando 

aparecía el primer par de hojas se agujereó el plástico en distintos puntos de la bandeja, 

y el número y tamaño de los agujeros se fue aumentando progresivamente hasta que, al 

cabo de dos o tres días se eliminó por completo. Eliminado el plástico las bandejas se 

regaron con agua destilada y una vez a la semana con solución Hoagland nº1, 

suplementada con oligoelementos (Hewit, 1966). 

 
 1.2.3. Medios de cultivo de plantas. 

  

 -Medio Murashige i Skoog con sacarosa (MSS) pH 5.9 se utilizó para cultivar 

plantas en placas Petri y en condiciones estériles. 

Composición: Murashige & Skoog (Duchefa) médium, que incluye vitaminas, 

2.2g/L, MES 0.5g/L, sacarosa 10g/L. Se ajustó el pH con KOH y se añadieron 10g/L de 

agar bacteriológico. 

 
 1.2.4. Suplementos de medio de cultivo de plantas. 

 

 Los suplementos añadidos a los medios fueron antibióticos y herbicidas. En la 

siguiente tabla se muestran los diferentes suplementos utilizados, las concentraciones de 

las soluciones stock y el disolvente en el que se preparan, y las concentraciones de 

trabajo.  

                                                                                              Concentración de trabajo 

Antibiótico Stock Disolvente A.thaliana 

Kanamicina (Kn) 50mg/mL H2O 50g/mL 

Hygromicina (Hyg) 50mg/mL H2O 15g/mL 

Basta 50mg/mL H2O 12g/mL placa 

0,05% spray 

Tetraciclina 5mg/mL ETOH 50% 10g/mL 

  
 Tabla 3: Suplementos utilizados en el trabajo con plantas. 

 
 1.2.5. Condiciones de cultivo “in vitro”. 

 

El cultivo in vitro de Arabidopsis en placas de Petri, se realizó en cabinas con 

condiciones de día largo (16 horas de luz, 8 horas de oscuridad) y temperatura constante 

de 25º C. En este caso la luz fue suministrada por tubos fluorescentes de tipo Grolux 

36W (Sylvania) con una intensidad de 90 E m
-2

 s
-2

. 
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1.3. Construcciones. 
 
 1.3.1. Vectores. 
 
        1.3.1.1. Vectores de clonaje de productos de PCR. 

 

Las clonaciones se hicieron en diferentes plásmidos en función de los fines 

requeridos (Tabla 4).  

pGEM-T Easy (Promega): vector intermediario utilizado para clonar fragmentos 

amplificados por PCR y secuenciarlos, ya que posee sitios de unión para los cebadores 

T7 y SP6. Presenta el gen de resistencia a ampicilina. 

pCRII (Dual promoter TA Cloning kit Invitrogen): vector intermediario para 

clonar fragmentos amplificados por PCR y su posterior secuenciación, ya que posee 

sitios de unión para los cebadores SP6 y T7. El plásmido pCRII confiere resistencia a 

kanamicina y ampicilina. 

pCR8/GW/TOPO (Invitrogen): vector intermediario utilizado para clonar 

fragmentos amplificados por PCR teniendo como objetivo introducirlos posteriormente 

en plásmidos de destino mediante la reacción de Gateway. Podemos secuenciar los 

fragmentos clonados usando los cebadores M13 directo y reverso. Este plásmido 

confiere resistencia a espectinomicina. 

 pENTR1A (Invitrogen): vector intermediario utilizado para clonar mediante 

digestiones un fragmento amplificado por PCR y clonado en otro vector, para 

posteriormente introducirlo mediante reacción Gateway en un plásmido de destino. 

Confiere resistencia a kanamicina. 

pDONR 221/pDONR Zeo (Invitrogen): vectores intermediarios utilizados para 

clonar el inserto en un plásmido de destino mediante la reacción de Gateway. Nos 

permite secuenciar dicho inserto con los cebadores M13 directo y M13 reverso. El 

pDONR 221 incluye el gen de resistencia para kanamicina y el pDONR Zeo para 

zeocina. 

pDONR 201 (Invitrogen): vector intermediario utilizado para clonar el inserto en 

un plásmido de destino mediante reacción de Gateway. Presenta el gen de resistencia a 

kanamicina.  

 
        1.3.1.2. Vectores para expresión transitoria en Nicotiana benthamiana. 
 

pEGAD: vector utilizado para la expresión de proteínas fusionadas al extremo 

C-terminal de la proteína fluorescente verde. La expresión está bajo el control del 

promotor constitutivo 35S. Incluye el gen de resistencia a kanamicina para bacterias y el 

de basta para plantas. 

 pYFC43: vector utilizado para la expresión de proteínas fusionadas a la mitad C-

terminal de la proteína fluorescente amarilla. La expresión está bajo el control del 

promotor constitutivo 35S. Confiere resistencia a Kanamicina. Para más información 

sobre este vector se puede consultar la página web 

http://www.ibmcp.upv.es/FerrandoLabVectors.php. 

 pYFN43: vector utilizado para la expresión transitoria de proteínas fusionadas a 

la mitad N-terminal de la proteína fluorescente amarilla. La expresión está bajo el 

control del promotor constitutivo 35S. Al igual que el vector anterior incluye el gen de 

resistencia a kanamicina. Para más información sobre este vector se puede consultar la 

página web http://www.ibmcp.upv.es/FerrandoLabVectors.php. 

 

http://www.ibmcp.upv.es/FerrandoLabVectors.php
http://www.ibmcp.upv.es/FerrandoLabVectors.php
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 pBin19G1: vector utilizado para evitar el silenciamiento génico que se puede 

producir al infiltrar plantas de Nicotiana. Confiere resistencia a kanamicina (Voinnet et 

al., 2003). 

 pGreenII 0800-5 LUC: vector utilizado para la expresión del gen de la 

Luciferasa bajo el control de un promotor de interés. También sobreexpresa el gen de la 

Renila.  Confiere resistencia a kanamicina (Hellens et al., 2005). 

 pEarleyGate100: vector utilizado para la sobreexpresión transitoria de la 

proteína de interés bajo el control del promotor constitutivo 35S. Este vector también se 

utilizó para transformar plantas. Incluye los genes de resistencia a kanamicina
 
para 

bacterias y basta
 
para plantas. 

 
        1.3.1.3. Vectores de transformación de plantas. 
 

 Estos vectores se utilizaron para obtener plantas transgénicas de Arabidopsis 

thaliana mediante transformación con Agrobacterium tumefaciens. 

pGreen (Hellens, 2000): Al no tratarse de un vector binario necesita de un 

segundo vector denominado pSoup o pJIC, el cual contiene todas las funciones trans 

necesarias para la integración del T-DNA que porta el vector pGreen. Para más 

información sobre el sistema pGreen se puede consultar la página web 

www.pgreen.ac.uk. Se utilizó para clonar el gen de interés bajo el control del 

promotor constitutivo 35S en el vector pGreen II 0029. 

pCHF3: vector que permite clonar el gen de interés bajo el control del 

promotor constitutivo 35S. Posee el gen de resistencia a espectinomicina
 
para 

bacterias y kanamicina
 
para plantas. 

 

Listado de los vectores utilizados: 

Plásmido Características Origen/referencia 

pGEM-T Easy Amp
r
, lacZ, sitios de unión para los cebadores T7 y Sp6. Promega 

pCRII 
Amp

r
, Kan

r  
, lacZ, sitios de unión para los cebadores T7, 

Sp6 y M13 directo. 
Invitrogen 

pCR8/GW/TOPO 
Spec

r
, sitios de unión para los cebadores M13 directo, 

M13 reverso, GW1 y GW2. 
Invitrogen 

pENTR1A Kan
r
. Invitrogen 

pDONR 221 
Kan

r
, sitios de unión para los cebadores M13 directo, 

M13 reverso y T7. 
Invitrogen 

pDONR 201 Kan
r
. Invitrogen 

pDONR Zeo 
Zeocina

r
, sitios de unión para los cebadores M13 directo, 

M13 reverso y T7. 
Invitrogen 

pEGAD Kan
r
 (bacterias) y Basta

r
 (plantas). pBin19 

pYFN43 Kan
r
  pMDC43 

pYFC43 Kan
r
  pMDC43 

pBin19G1 Kan
r
 pBin19 

http://www.pgreen.ac.uk/
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pGreenII 0800-5 

LUC+ 
Kan

r
 pGreenII 62-SK 

pEarleyGate100 Kan
r
 (bacterias) y Basta

r
 (plantas). Invitrogen 

pGreenII0029 Kan
r
 JIC 

pCHF3 Spec
r
 (bacterias), Kan

r
 (plantas), con terminador.  

 
Tabla 4. Plásmidos utilizados en esta tesis.  
Ampr: Resistencia a ampicilina.  Kanr: Resistencia a kanamicina. Specr: Resistencia a espectinomicina. Hygr: 

Resistencia a hygromicina. lacZ: región N-terminal del gen de la -galactosidasa. 

 
 1.3.2. Construcciones realizadas. 
 

 Ver anexo II. 

 

 

2. Tratamientos aplicados a plantas. 
 

2.1. Aplicación exógena de NPA. 
 

 Se sembraron en tierra diferentes mutantes nga junto con el control Columbia y 

se estratificaron las bandejas durante una semana con el fin de sincronizar la 

germinación de las semillas. Una vez sacadas las bandejas al fitotrón y transcurridas tres 

semanas y media una de ellas fue tratada mediante pulverización con una disolución de 

NPA a 100μM con silwet L-77 al 0.01% y otra con una solución control con silwet L-77 

al 0.01%. Las bandejas fueron tratadas un mismo día dos veces, con un margen de siete 

horas entre tratamiento y tratamiento. Una vez tratadas se taparon hasta el día siguiente 

para asegurarse de que el NPA penetrara en la planta. A la mañana siguiente se 

pulverizaron con agua destilada para eliminar el exceso de NPA y se destaparon las 

bandejas. Posteriormente se fijaron en FAE (ver apartado 3.1.5.1) para ser observadas al 

microscopio flores en estadio 12 o13.   

 

2.2. Aplicación exógena de auxinas. 
 

 Para la microaplicación de ácido indolacético (IAA) se disolvieron 80mg del 

mismo en 2ml de etanol, y posteriormente se fue añadiendo poco a poco a 10g de 

lanolina hasta formarse una parta homogénea. La pasta obtenida se aplicó en el extremo 

apical del gineceo, con la ayuda de una pipeta o espátula y bajo la lupa, hasta que la 

parte apical quedó completamente cubierta de lanolina. Se pintaron flores en los 

primeros estadios del desarrollo. Los frutos se observaron a las dos semanas del 

tratamiento. 

 

 

3. Metodologías. 
 

3.1. Aislamiento y manipulación de ácidos nucleicos. 
 
3.1.1. Extracción y purificación de ácidos nucleicos. 
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3.1.1.1. Extracción de DNA genómico de Arabidopsis. 
 

Se utilizaron dos protocolos distintos de extracción de DNA genómico, el 

segundo produjo mejores resultados al realizar las posteriores reacciones de PCR. 

 

A) DNA genómica de plantas para PCR: descrito en ARABIDOPSIS A 

Laboratory Manual (Weigel y Glazebrook) pag: 168-169.  

El material de partida fue una hoja de roseta (aproximadamente 1/2-3/4 del 

tamaño de una tapa de eppendorf). A la cual, tras ser machacada con la ayuda de una 

varilla de plástico, se le añadieron 400μL del tampón de extracción. A continuación se 

mezcló con el vórtex y después de ser centrifugado se pasó el sobrenadante a un tubo 

nuevo. Se precipitó el DNA con isopropanol, y a continuación se hizo un lavado con 

etanol al 70%.Eliminado completamente el etanol se resuspendió el DNA en 100μL de 

TE o agua miliQ.  

 
Solución: 

 

Tampón de extracción. 

                   Stock 

200mM Tris-HCl (pH 7.5)  20mL    2M 

250mM NaCl    10mL    5M 

25mM EDTA (pH 8)   10mL    0.5M 

0.5% SDS    10mL    10% 

H2O     150mL                   

                   ----------------------  

Volumen final    200mL 

 

B) Método de extracción de ácidos nucleicos para genotipado por PCR 

(Berendzen et al, 2005).  

Se partió de aproximadamente 10mg de material (una hoja joven pequeña o un 

disco del tamaño de una tapa de eppendorf) y se congeló la muestra en nitrógeno 

líquido. A continuación se añadieron 100l de la disolución de sacarosa y se machacó el 

tejido con la ayuda de una varilla de plástico autoclavada. Posteriormente se añadieron 

100l más de la disolución y se incubó inmediatamente a 95-100ºC durante 10min. Tras 

ser centrifugado se transfirieron 100l del sobrenadante a un tubo nuevo. 

 

Solución: 

 

Disolución de sacarosa. 

Stock 

50mM Tris-HCl (pH 7.5)  0.5ml    2M 

300mM NaCl    1.2ml    5M 

300mM Sacarosa   2gr  

H2O       

                       --------------- 

Volumen final    20ml  
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C) Método de extracción de DNA genómico para análisis southern (A. Sessions, 

comunicación personal). 

El material del que se partió fue un trozo de hoja de un tamaño 3 veces superior 

a la tapadera de un tubo de 1,5mL que se congeló inmediatamente en nitrógeno líquido. 

Las hojas se machacaron en presencia de nitrógeno líquido con la ayuda de una varilla 

de plástico autoclavada. Se dejaron descongelar las muestras y se le añadieron 600mL 

de tampón de lisis al 1X. A continuación se incubaron las muestras a 37ºC en agitación. 

Transcurrido ese tiempo se añadieron 300mL de fenol/CHCl3/IsoOH y se sometieron a 

un nuevo periodo de incubación. Tras centrifugar las muestras se transfirió la fase 

superior a un tubo nuevo conteniendo 50μL de NaOAc 3M (pH=5) y 550μL de 

isopropanol y se mezcló homogéneamente. Se centrifugaron las muestras y se decantó 

el sobrenadante. A continuación se lavó el DNA con etanol al 70% y una vez que se 

hubo evaporado todo el etanol el DNA se resuspendió en 40μL de TE.  

 

Soluciones: 

 

1. Tampón de lisis 10X:    2. Tampón de lisis 1X: 
              Stock      Stock 

3.5M NaCL     35mL 5M  1X lisis  1mL   10X 

10mM Tris (pH=7.6)    250μL 2M  50mM EDTA  1mL   0.5M 

10mM EDTA (pH=8)    1mL  0.5M  7M urea  4,2gr 

dd H2O     13,75mL   2% Sarcosyl  0,2gr 

   ---------------              ----------- 

       50mL      10mL 

 
3.1.1.2. Extracción de ARN total de Arabidopsis. 

 

La extracción de ARN se llevó a cabo para la síntesis de cDNA (ver apartado 

3.1.3.1). 

El ARN total se extrajo utilizando el kit RNeasy ® Plant Minikit (QIAGEN) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente se utilizaron 4g de ARN 

total en un volumen final de 20L para la realización de un tratamiento con DNasa. 

Si este ARN se iba a utilizar en una RT-PCR semicuantitativa el tratamiento 

adicional de eliminación del DNA genómico presente se realizó mediante tratamiento 

con 50 unidades Kunitz (Kunitz, 1950) de DNasa I (RNase-free DNase set (50), 

QIAGEN) durante 30 minutos a 37ºC. Tras inactivar la enzima y centrifugar el 

sobrenadante se pasaba a un tubo nuevo.  

Si el ARN iba a ser utilizado para una qRT-PCR se llevaba a un volumen final 

de 20L y el tratamiento con DNasa se realizaba utilizando el kit Turbo DNA-free
TM 

(Ambion) siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante. 

 
3.1.2. Cuantificación de ácidos nucleicos. 

 

Para la cuantificación de DNA y RNA se aplicó la ecuación de la Ley de 

Lambert- Beer que expresa que la concentración de ácidos nucleicos (ng·ml
-1

) es la 

absorbancia neta a 260 nm por el coeficiente de extinción molar que en el caso del DNA 

en solución acuosa es 50 y para el RNA es 40. Las mediciones espectrofotométricas se 

realizaron mediante el espectrofotómetro ND1000 (NanoDrop Technologies) que permite la 

medida directa de la concentración de una muestra sin diluir utilizando volúmenes de un 
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microlitro. Además se analizó la calidad de los ácidos nucleicos con la relación 

A
260

/A
280 

indicando valores entre 1,7 y 2 un nivel de pureza alto. 

 
3.1.3. Manipulación de ácidos nucleicos.  
 

3.1.3.1. Retrotranscripción (síntesis de cDNA). 

 

En el caso de ARN para RT-PCR semicuantitativa tras el tratamiento con 

DNasa la síntesis de cDNA se llevó a cabo con el Kit First Strand cDNA synthesis 

(Amersham Biosciences). 

En el caso de ARN para qRT-PCR tras el tratamiento adicional con DNasa I se 

redujo el volumen de las muestras a 8μl, ya que es el volumen máximo que acepta la 

reacción de retrotranscripción. Para la síntesis de cDNA se utilizó el Kit Super Script
TM 

First-Strand. Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen). Tras la síntesis de cDNA las 

muestras se diluyeron a un volumen de 90μl, en mi caso se llevaron a un volumen final 

de 60μl. El cDNA se cuantificó y se dejó a una concentración final de 200ng/μl. 

 
3.1.3.2. Amplificación del DNA mediante PCR (Reacción en cadena de la 

polimerasa). 

 

Para amplificar fragmentos de DNA se ha utilizado el método de la reacción en 

cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction o PCR) (Saiki et al., 1998), 

utilizando cebadores específicos y como molde DNA de diversa naturaleza incluyendo 

DNA plasmídico o genómico, fragmentos obtenidos por PCR o cDNA obtenido a partir 

de la retrotranscripción del ARN. 

Para amplificar fragmentos por PCR para su posterior clonación se utilizaron 

DNA polimerasas termoestables comerciales, concretamente la Pfu turbo DNA 

Polymerase (Stratagen)  que se caracteriza por tener una baja tasa de error y la EcoTaq 

(Ecogen). Estas enzimas tienen sus propios tampones de reacción que se utilizaron 

siguiendo las instrucciones del fabricante. 

El diseño de los cebadores específicos para cada gen se realizó de forma manual 

teniendo en cuenta la longitud (entre 16 y 25 nucleótido), contenido de GC superior al 

40%, extremos 3‟ ricos en GC y temperatura de fusión (Tªm) similar en cada pareja de 

cebadores. Los cebadores utilizados fueron sintetizados por Invitrogen. Cuando a los 

fragmentos amplificados se les querían añadir sitios de restricción las secuencias se 

añadían a los extremos 5‟ de los correspondientes cebadores. La información sobre los 

cebadores se especifica en el anexo I. 

 

Las condiciones generales de PCR utilizadas para la amplificación de DNA han 

sido: 

2µl de DNA molde.  

2µl (1-1.25µM) de cada cebador (a una concentración de 20µM). 

4µl (1.25 mM) de una mezcla equimolar de cada desoxirribonucleótido. 

0.5µl de Pfu turbo DNA polymerase (STRATAGEN). 

0.25µl de EcoTaq DNA polymerase (ECOGEN).  

5µl de tampón de la EcoTaq DNA polymerase. 

H2O hasta un volumen final de 50µl. 
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La reacción se llevó a cabo en un termociclador PTC-100 (MJ Research), con las 

siguientes etapas: 

 

94ºC  10 min 

94ºC  30 seg 

AAºC 45 seg       30/35ciclos 

72ºC  B min 

72ºC  5 min 

20ºC  infinito 

 

 AA= temperatura óptima de hibridación de los cebadores, calculada como 4ºC 

por debajo de la menor Tªm de la pareja de cebadores, oscila entre 45 y 65ºC. La Tªm se 

calcula según la fórmula [4·(G+C)+2·(A+T)]. 

 B= tiempo de extensión, depende de la longitud del fragmento a amplificar 

(aproximadamente 1min por cada Kb de DNA). 

 
 3.1.3.3. Análisis “southern blot". 
 
        3.1.3.3.1. Extracción y purificación de DNA genómico.  
 

 Ver apartado 3.1.1.1-C. 

  

 Obtenido el DNA se procede a su cuantificación mediante comparación con 

patrones de concentración conocida en geles de agarosa al 1% con bromuro de etidio.  

  
        3.1.3.3.2. Digestión con enzimas de restricción.  

  

 Se digirió 1g de DNA genómico con 10 unidades (1L) de la correspondiente 

enzima en un volumen final de 30L. Además también se añadió espermidina 1mM 

para mejorar la digestión. Transcurridas 3 horas, se añadieron otras 10 unidades de 

enzima y se dejó 3 horas más.  

    
        3.1.3.3.3. Electroforesis en gel de agarosa.  

  

 La separación del DNA en función de su tamaño se efectuó mediante electroforesis 

en geles de agarosa, normalmente al 0,7%, de 20cm de longitud, en tampón TBE (Tris 

90 mM, ácido bórico 66 mM y EDTA 2 mM pH 8.0) al 1X y 8·10
-5 

% (p/v) de bromuro 

de etidio según se indica en Sambrook, et al. (1989). La electroforesis se desarrolló a un 

voltaje constante de 65V hasta que el frente de migración estuvo a unos 3cm del final 

del gel. El DNA se visualizó con iluminación UV para comprobar que se había digerido 

correctamente, obteniendo una foto del mismo. Previamente a la carga en el gel, se les 

añadió a las muestras el tampón de carga 6x Loading Dye Solution (MBI Fermentas) a 

una concentración final de 1x y se empleó el marcador de peso molecular GeneRuler
TM 

DNA Ladder Mix (MBI Fermentas). 
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        3.1.3.3.4. Transferencia.  

  

 Antes de la transferencia a la membrana el gel fue sometido a diferentes 

tratamientos. Se realizaron tres lavados de 2min en H2O para eliminar el exceso de 

bromuro de etidio, un lavado de 30min para la desnaturalización del DNA en solución 

desnaturalizante (NaOH 0.5M, NaCl 1.5M). Un lavado de 2min en H2O y finalmente 

dos lavados de 15min en solución neutralizante (NaCl 1.5M, Tris-HCl 0.1M pH=7). 

 Realizados los anteriores lavados se comprobó, con tiras de papel indicador, que el 

pH era neutro. El DNA fue transferido del gel a una membrana de Nylon (Hybond N+, 

Amersham) para su posterior hibridación. La transferencia se realizó por capilaridad en 

presencia de un tampón de elevada fuerza iónica (SSC 20X) según el procedimiento 

habitual descrito por Sambrook et al. (1989), que consiste en colocar, de abajo a arriba, 

dos cubetas con SSC 20X separadas por una plataforma donde se colocaron las 

siguientes capas: 

1. 2 o 3 hojas de papel Whatman empapadas en SSC 20X lo suficientemente largas para 

que se sumergieran en ambas cubetas. Este papel hizo de puente para la absorción por 

capilaridad del tampón de transferencia SSC 20X. 

2. El gel bañado en SSC 20X colocado con los pocillos boca abajo y con una esquina 

cortada.  

 3. La membrana de nylon, del tamaño del gen y con la misma esquina cortada, bañada 

en SSC 20X, es importante que la membrana está perfectamente adherida al gel. 

3. 2 o 3 papeles de Whatman del mismo tamaño que el gel. 

5. Se cubrió con parafilm el papel de Whatman que comunicaba las dos cubetas 

evitando la zona donde estaba el gel y capas sucesivas, así prevenimos la transferencia 

por zonas donde no estaba nuestra muestra. 

6. Encima de los 2 o 3 papeles de Whatman del tamaño del gel (paso 4), se pusieron dos 

montones de servilletas o papel absorbente, uno en cada sentido. 

 7. Finalmente, se colocó encima un vidrio o una bandeja pequeña y un peso para hacer 

presión sobre el gel, como podría ser una botella de un litro llena. Se dejó transferir toda 

la noche a temperatura ambiente. 

  Al día siguiente, tras recuperar la membrana (manejar con pinzas) se dejó secar 

sobre un papel de filtro. La fijación del DNA se realizó exponiendo la cara de la 

membrana que había estado en contacto con el gel a iluminación UV-C en un 

Stratalinker UV1800 (Stratagene). 

 

 - Tampón SSC 20X: NaCl 3M, C6H5Na3O7.2H2O (citrato trisódico) 0.3M. 

 
        3.1.3.3.5. Hibridación, lavados y detección de la señal.  

 

 Las hibridaciones se realizaron con sondas marcadas radiactivamente. Se llevó a 

cabo en tubos de hibridación de 4cm de diámetro y 28cm de longitud, en un horno de 

hibridación Roller-Blot Hybridiser HB-3D a 65ºC.  

 Previamente a la incubación con la sonda radiactiva, la membrana se prehibridó 

durante 30min en 20mL de solución de hibridación (NaCl 0.6M, TrisHCl 120mM pH 8, 

EDTA 8mM, SDS* 0.1% p/v, pirofosfato sódico 0.1%, sulfato de dextrano 10% p/v, 

BSA 0.02% p/v, PVP 0.02% p/v). Posteriormente las sondas marcadas radiactivamente 

(5X10
6
cpm de sonda) se desnaturalizaron por ebullición a 100ºC durante 5min, justo 

antes de utilizarla, y se enfriaron  rápidamente en hielo durante 30min. A continuación 

se añadió la sonda radioactiva a 20mL de la solución de hibridación descrita 

previamente y, con ello, se hibridó la membrana. La membrana se hibridó a 65ºC 
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durante 16 horas en un horno de hibridación. Tras la hibridación, las membranas se 

sometieron a un lavado con SSC 2X a temperatura ambiente, un lavado de 15min en 

SSC 2X a 65ºC y dos lavados de 30min con SSC 0.2X, SDS* 0.5% (p/v) a 65ºC. Una 

vez lavadas, las membranas se sellaron con una bolsa de plástico o con papel de plástico 

transparente y se colocaron en casetes Hipercassette
TM 

(Amersham Biosciences) junto 

con películas sensibles a rayos X Hyperfilm (Amershan Pharmacia Biotech). Durante el 

tiempo de exposición se mantuvieron a -80 ºC y finalmente fueron reveladas en una 

procesadora automática M-35-X-OMAT (Kodak). 

 
 3.1.3.4. Determinación de los niveles de transcrito. 
 
        3.1.3.4.1. PCR semicuantitativa. 
 

Para analizar los niveles de transcrito mediante RT-PCR semicuantitativa se 

realizaron PCRs con oligonucleotidos específicos para cada gen de interés incluyendo 

en todos los casos la amplificación del gen endógeno elF1α como control de la reacción 

empleando como DNA molde el cDNA obtenido a partir de la retrotranscripción de 

ARN total. Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo con un número de ciclos 

bajo con el fin de establecer una relación lineal entre la cantidad de producto 

amplificado y la cantidad de transcrito inicial en la reacción 

La tabla 5 recoge el programa de PCR, los cebadores y las bandas esperadas en 

el experimento de RT-PCR semicuantitativa para el gen NGA1 y NGA2. 

Como control interno se utilizó el Factor de Elongación 1α cuya PCR se detuvo 

al ciclo 22, se utilizaron los cebadote elF1 α1 y elF1 α2  que amplifican una banda de 

500pb.  
 

Mutante Programa de PCR Cebadores 

nga1-4 94ºC 10 min 

94ºC 30 seg 

52ºC 45 seg         35ciclos 

72ºC 1 min 

72ºC 5 min 

20ºC   infinito 

oMNG32 y oMNG33 

Amplifican una banda de 864pb 

 

nga2-2 94ºC 10 min 

94ºC 30 seg 

56ºC 45 seg         35ciclos 

72ºC 1 min 

72ºC 5 min 

20ºC   infinito 

oMNG29 y oMNG30 

Amplifican una banda de 717pb 

 

oMNG29 y oMNG31 (localizados 

antes de la inserción) 

Amplifican una banda de 336pb 

 
Tabla 5. Programa de PCR utilizado en la RT-PCR 

 
        3.1.3.4.2. PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR). 

 

Los oligonucleótidos utilizados como cebadores específicos para cada gen en las 

reacciones de PCR cuantitativa fueron diseñados a partir de las regiones de cDNA de 

interés con el programa Primer Express 2.0 utilizando los parámetros por defecto, que 

incluye entre otros, Tª m entre 58-60 ºC, contenido en GC 30-80 % y amplicones entre 
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50-150 pb. En el anexo I se puede encontrar la relación de cebadores empleados para 

cada uno de los genes analizados. 

 En primer lugar, se realizaron pruebas para cada pareja de cebadores 

modificando la concentración de éstos (300, 600 ó 900 nM) con el fin de encontrar la 

combinación más óptima. Al final de cada PCR, se realizó una cinética de Tªm (curva 

de disociación) aplicando un gradiente de temperaturas creciente para analizar la 

especificidad del producto y la presencia de dímeros de los cebadores. Además, se 

añadieron en cada experimento los controles pertinentes de contaminación de DNA 

genómico y controles negativos de la reacción. Las reacciones de PCR cuantitativa se 

realizaron en un volumen final de 20μl empleando 10μl de SYBR
® 

Green PCR Master 

Mix (Applied Biosystems), 1.2μl de cada uno de los dos cebadores a una concentración 

de 5μM para dejarlos a una concentración final 0.3μM y 6μl de cDNA. La mezcla de 

reacción SYBR
® 

Green PCR Master Mix incluye el compuesto fluoróforo SYBR
® 

Green I que emite fluorescencia cuando se intercala en las moléculas de DNA de doble 

cadena y permite por tanto cuantificar la cantidad de producto a lo largo de los ciclos de 

amplificación, el fluoróforo ROX que permite ajustar las posibles variaciones entre las 

muestras debidas a errores en el pipeteo, el tampón de la reacción, los dNTPs con dUTP 

y la enzima AmpliTaq Gold® DNA Polimerasa. Para cada muestra se realizaron tres 

PCRs idénticas empleando placas MicroAmp
TM 

Optical 96-well reaction plate (Applied 

Biosystems) y se llevaron a cabo en el aparato 7500 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems), se trata de un termociclador con cámara CDD que registra fluorescencia, 

acoplado al programa informático 7500 System Software (Applied Biosystems). Se 

utilizó el programa de amplificación recomendado por la casa comercial para los oligos 

diseñados con Primer Express (2 min. 50 ºC, 10 min. 95 ºC, 40 ciclos de 15 s 95 ºC, 1 

min., 60 ºC). Los valores de expresión génica se calcularon mediante la cuantificación 

de la fluorescencia en un punto de la fase exponencial de la reacción de amplificación 

(umbral) asociado a un número de ciclos concreto para cada gen (Ct). A partir del 

parámetro Ct se calcularon para cada experimento los valores de expresión relativa de 

los genes de interés en las distintas muestras respecto a la muestra control, normalizados 

con el nivel de expresión obtenido para el gen constitutivo UBQ21 en las mismas 

muestras, según la fórmula:  

 
    _    Ct gen A - Ct ACT2/8

  ___   Ct gen A 
– Ct ACT2/8

 

2             (muestra problema)                  (muestra control)
 
 

 

  3.1.3.5. Manipulación de fragmentos de DNA necesarios para sondas o para 
generación de construcciones. 
 

        3.1.3.5.1. Digestión de fragmentos de DNA o de vectores plasmídicos. 

 

La digestión de los fragmentos de DNA o de los vectores recombinantes se 

realizó con enzimas de restricción normalmente en un volumen final de 20 μl. A esta 

reacción se le añadió el tampón 1X correspondiente en cada caso, 5 U de la/s enzima/s 

de restricción (MBI Fermentas o Roche) y una cantidad variable de DNA según el 

propósito de la digestión. Las digestiones se incubaron en un termobloque Termomixer 

compact (Eppendorf®) durante un tiempo mínimo de 1 horas y máximo de 6 horas a la 

temperatura óptima para cada enzima. En el caso digestiones dobles se utilizaron 

aquellos tampones compatibles para la actividad de ambas enzimas, siguiendo las 

especificaciones del fabricante. Si se trataba de digestiones dobles secuenciales la 
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primera enzima se inactivaba por calor a la temperatura y el tiempo indicado por el 

fabricante y a continuación se añadía la segunda enzima.  

 
        3.1.3.5.2. Desfosforilación de vectores plasmídicos. 

 

Para la desfosforilación de vectores plasmídicos digeridos previamente con 

enzimas de restricción se añadió al volumen de la digestión el correspondiente volumen 

del tampón de la fosfatasa al 1X y 1U de la enzima fosfatasa alcalina rAPid (Roche) por 

cada microgramo de vector digerido. La reacción se mantuvo 10min a 37ºC en el caso 

de que la enzima dejase extremos 5‟ salientes o 30min a 37ºC en caso de que los 

extremos fueran recesivos. Posteriormente se inactivó la enzima a 75ºC durante 2min.  

 
        3.1.3.5.3. Purificación de fragmentos de DNA o productos de PCR de 
geles de agarosa. 

 

Si en la PCR únicamente se amplificaba la banda de interés directamente era 

limpiada utilizando el Kit UltraClean
TM

 PCR Clean-up
TM

 Sample (MO BIO 

Laboratories, Inc.).  

 Los fragmentos de DNA y vectores que habían sido digeridos así como las PCR en 

las que aparecía más de una banda o se utilizaba como molde un vector eran cargadas en 

un gel de agarosa al 0.8% en tampón TBE al 1X (Tris 90 mM, ácido bórico 66 mM y 

EDTA 2 mM pH 8.0) y bromuro de etidio 0.05% (p/v). La electroforesis se desarrolló a 

un voltaje constante de entre 90V y 120V. Previamente a la carga en el gel, se les 

añadió a las muestras el tampón de carga 6x Loading Dye Solution (MBI Fermentas) a 

una concentración final de 1x y se emplearon los marcadores de peso molecular 

GeneRuler
TM 

DNA Ladder Mix (MBI Fermentas) para localizar el tamaño de la banda 

esperada. La banda de interés visualizada con iluminación UV fue cortada del gel con 

un cuchilla y a continuación purificado el DNA. 

Para la purificación del DNA se utilizó el kit Qiaex II Gel Extraction Kit y 

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), siguiendo las indicaciones del fabricante. La 

extracción y purificación de DNA por este método se basa en la solubilización de la 

agarosa y la absorción selectiva de los ácidos nucleicos en una membrana de gel de 

sílice, en presencia de una elevada concentración de sal. La elución del DNA se llevó a 

cabo en 10mM Tris-HCl pH 8. Los fragmentos de DNA y vectores purificados se 

utilizaron en posteriores reacciones de ligación (ver apartado 1.3.6.). 

 
3.1.3.6. Reacción de ligación entre fragmentos y plásmidos. 

 
       3.1.3.6.1. Clonaje de fragmentos de DNA amplificados por PCR. 

 

 Estos fragmentos se clonaron en plásmidos intermedios que permitían su 

posterior secuenciación, tal como el pGem-Teasy (Promega), PCRII (Invitrogen) o 

PCR8 (Invitrogen). Para ello se siguieron las indicaciones proporcionadas por el 

fabricante.   

 
       3.1.3.6.2. Clonaje de fragmentos de DNA y plásmidos digeridos. 

 

Para la clonación de los fragmentos de interés en los distintos vectores 

plasmídicos se llevaron a cabo reacciones de ligación con una relación estequiométrica 

vector:inserto de 1:1, 1:3 o 1:5 con el fin de optimizar la reacción. Para calcular la 
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relación molar existente (1:1) entre un fragmento y vector concreto se aplicó la siguiente 

ecuación: 

 

            Cantidad de vector (ng) · Tamaño del inserto (kB) 

Cantidad de inserto (ng) =  -------------------------------------------------------------  

                    Tamaño del vector (Kb) 

 

Las reacciones de ligación se realizaron normalmente en un volumen final de 

10μl conteniendo la cantidad recomendada de vector linearizado y desfosforilado (según 

el caso) y de inserto, tampón de ligación 1x y 5 U de la T
4 

DNA ligasa (Roche o 

Promega). Las reacciones se mantuvieron a 16 ºC durante una noche. Los productos de 

las reacciones de ligación se emplearon directamente para la transformación bacteriana. 

 
       3.1.3.6.3. Clonaje de fragmentos de DNA mediante el sistema Gateway. 

 

 Para la clonación utilizando el sistema Gateway se mezclan en un tubo de 1.5ml 

entre 50-150ng (1-7μl) del vector que contiene el fragmento de interés, 150ng del vector 

de destino, 2μl de la enzima LR Clonase
TM

II (Invitrogen) y tampón TE a pH 8 hasta 

completar un volumen final de 10μl. La reacción se incubó durante una hora a 25ºC. 

Transcurrido este tiempo se añadió 1μl de la solución de proteinasa K y se incubó a 

37ºC durante 10min. 

 
3.1.3.7. Manipulación de microorganismos para la transformación de 

productos de ligación y de vectores plasmídicos. 
 
       3.1.3.7.1. Obtención de células electrocompetentes de E.coli. 
  
En primer lugar, se reestiraron las células en un cultivo en placa de LB para 

E.coli, para que las células de partida fueran frescas. Posteriormente, se inocularon 

25mL de medio SOC con una colonia aislada y se dejó crecer o/n a  37ºC y agitación 

(220 rpm). Al día siguiente se inoculó un cultivo de 1L de medio SOC con 10mL 

(relación 1/100 v/v) del precultivo crecido o/n, y se incubó a 37ºC en agitación hasta 

que la absorbancia fue de entre 0.5-0.8. Inmediatamente después se enfriaron en hielo 

entre 15min y una hora. A continuación se centrifugaron 10min  a 600rpm a 4ºC y se 

decantó el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 1L de glicerol al 10% a 4ºC y 

se centrifugaron 10min a 6000rpm a 4ºC. Tras decantar el sobrenadante el sedimento se 

resuspendió en 500mL de glicerol al 10% a 4ºC y se centrifugó durante 10min a 

6000rpm a 4ºC. Se decantó el sobrenadante y las células se resuspendieron en 20mL de 

glicerol al 10% a 4ºC. Posteriormente se centrifugaron 10min a 6000rpm a 4ºC y se 

decantó el sobrenadante. Finalmente, las células se resuspendieron en 2 o 3mL de 

glicerol al 10% a 4ºC y se hicieron alícuotas de 40μL que fueron almacenadas a        -

80ºC.  

 

       3.1.3.7.2. Obtención de células electrocompetentes de A.tumefaciens. 

 

En primer lugar se reestiran las células en un cultivo en placa de LB con 

rifampicina para A. tumefaciens. Posteriormente se creció durante toda la noche un 

precultivo de 5mL de medio SOC, inoculado con una colonia aislada, en agitación 

(200rpm) a 28ºC. A continuación se inoculó un cultivo de 200mL de medio SOC con 

2mL (relación 1/100 v/v) del precultivo crecido toda la noche, y se incubó a 28ºC en 
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agitación hasta que la absorbancia fue de entre 0.5-0.7. Inmediatamente se enfriaron las 

células en hielo entre 15min y una hora. Transcurrido este tiempo se centrifugaron 

10min  a 6500rpm a 4ºC y se decantó el sobrenadante. El sedimento se resuspendió en 

200mL de glicerol al 10% a 4ºC. Se centrifugó otros 10min a 6000rpm a 4ºC y se 

decantó el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 100mL de glicerol al 10% a 

4ºC y se centrifugaron 10min a 6000rpm a 4ºC. Se decantó el sobrenadante. En el 

siguiente paso las células se resuspendieron en 4mL de glicerol al 10% a 4ºC y se 

centrifugó 3min a 12000rpm a 4ºC. Tras decantar el sobrenadante el sedimento se 

resuspendió en 1mL de glicerol al 10% a 4ºC. Se centrifugó 3min a 12000rpm a 4ºC y 

se decantó el sobrenadante. Por último, el sedimento se resuspendió en 0.5mL de 

glicerol al 10% a 4ºC y se hicieron alícuotas de 40μL que se almacenaron a -80ºC. 

 
       3.1.3.7.3. Transformación de células competentes de E.coli por 

electroporación. 

 

 La transformación de células de E.coli se utilizó para amplificar el DNA 

plasmídico. Para ello, en primer lugar se descongela en hielo una alícuota de células 

competentes. A continuación se añadió entre 1-2μl (20-200ng) de DNA y se 

homogeniza. La mezcla se introduce en una cubeta de 0.1cm de separación entre 

electrodos (BioRad), previamente enfriada en hielo y se somete a un pulso eléctrico. 

Para ello se utilizó el aparato Gene Pulse
TM

 (BioRad), con las siguientes condiciones: 

 

Células  F kV 

E. coli 200 25 1.8 

 

 Tras el pulso eléctrico se añadió a la cubeta 1 ml de LB sin antibióticos. Las 

células se transfirieron a un tubo limpio e se incubaron 1 h a 37ºC y 220 rpm. 

Transcurrido ese tiempo se plaquearon 50μl y el resto en placas de LB sólido con el 

antibiótico adecuado.  Las bacterias se incuabaron a 37ºC o/n.  

Las bacterias se seleccionaron por digestiones del DNA plasmídico. 

 
        3.1.3.7.4. Transformación de células competentes de Agro por 
electroporación. 

 

La transformación de células de Agro se utiliza para la obtención de plantas 

transgénicas o para la expresión transitoria en tabaco. Se utilizaron dos cepas de Agro, 

la C58PMP90 en el caso de tratarse de un plásmido binario y la C58 portadora del 

plásmido auxiliar pSoup para aquellos plásmidos que no poseían todas las funciones 

trans necesarias para la integración del T-DNA. Al igual que en el caso de E.coli en 

primer lugar se descongela en hielo una alícuota de células competentes. A continuación 

se añade 1μl (20-200ng) de DNA y se homogeniza. La mezcla se introdujo en una 

cubeta de 0.1cm de separación entre electrodos (BioRad), previamente enfriada en hielo 

y sometió a un pulso eléctrico.  Para ello se utilizó el aparato Gene Pulse
TM

 (BioRad), 

con las siguientes condiciones: 

 

Células  F kV 

A. tumefaciens  400 25 1.8 
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 Tras la electroporación se añadió 1 ml de LB sin antibióticos a la cubeta. Las 

células se transfirieron a un tubo limpio y se incubaron 3h a 28ºC y 200 rpm. 

Transcurrido ese tiempo se plaquearon 50μl y el resto en placas de LB sólido con el 

antibiótico adeucado.  Las bacterias se incubaron a 28ºC durante 2 días.  

 
3.1.3.8. Purificación de plásmidos bacterianos. 
 
       3.1.3.8.1. Aislamiento de DNA plasmídico de E.coli. 

 

A partir de las placas anteriores se realizaron precultivos de colonias 

independientes crecidas en 4ml de LB suplementado con el antibiótico adecuado, se 

dejaron crecer o/n a 37ºC y 220rpm. El kit utilizado para la purificación fue el Fast 

Plasmid Mini Kit (Eppendorf). Para las preparaciones de plásmidos a media escala se 

partió de un volumen de cultivo bacteriano de 100 ml y el kit utilizado fue el Plasmid 
Midi Kit (QIAGEN).  

 
       3.1.3.8.2. Aislamiento de DNA plasmídico de Agro. 

 

A partir de las placas anteriores se hicieron precultivos de colonias 

independientes en 4ml de LB con los antibióticos correspondientes, se dejaron crecen 

o/n a 28ºC y 200rpm. El kit utilizado para la purificación fue el FastPlasmid Mini Kit 

(Eppendorf). La pureza del DNA plasmídico no era suficientemente alta para poder 

realizar un análisis de restricción del mismo. Por ello se utilizó 1 l de este DNA para 

volver a transformar E coli; de dos de los clones transformantes de E coli obtenidos de 

ese modo, se hizo un precultivo de 4ml y se analizó la presencia del plásmido de 

interés en las colonias retransformada. 

 
3.1.3.9. Secuenciación de productos de PCR y vectores plasmídicos. 

 

 Las reacciones de secuenciación se llevaron a cabo en el servicio de 

secuenciación de DNA del Instituto de Biología Molecular y Celular de Plantas 

(Universidad Politécnica de Valencia-CSIC) mediante secuenciación automática, 

utilizando el sistema Abi Prism 377.  

 
3.1.4. Diseño del microRNA artificial (Schwab et al., 2006): 

 

Para el diseño de un microRNA artificial hay que tener en cuenta una serie de 

requerimientos: 

Para diseñar la secuencia del amiR, la cual debe tener una longitud de 21pb, hay 

que tener en cuenta que en la posición 1 debe haber un uracilo (U), en la posición 10 

una adenina (A) y en la posición 19 una guanina (G) o una citosina (C). Además, es 

necesario que tenga una región 5‟ inestable y el contenido en GC debe estar alrededor 

del 50%. 

Los requerimientos para el reconocimiento de la secuencia diana son que debe 

emparejar con todas las secuencias diana de la posición 2 a la 12 del microRNA, no 

debe haber más de 3 bases diferente de la posición 13 a la 21 del microRNA y debe 

tener una energía libre de al menos un 75% (<-30kcal/mol) de la correspondiente a un 

apareamiento perfecto. 
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El diseño del microRNA se puede realizar con el programa “Web MicroRNA 

Designer” que se puede encontrar en la página http://wmd.weigelword.org. Este 

programa nos da los 4 cebadores (I al IV) específicos que necesitamos para obtener el 

microRNA artificial. 

El molde utilizado para realizar las PCR fue el vector RS300, se trata de un 

vector pBluescript (SK) con el miR319a. 

 Para la sustitución del microRNA presente en el plásmido RS300 por el 

microRNA específico de los genes NGA se llevaron a cabo un total de cuatro PCRs 

combinando los diferentes cebadores diseñaros con anterioridad (fig. 104). 

 

1) 

 
    A    I    III   

  

--------->          ---XXXX------>          ---XXXX-------> 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

                                                    <-----XXXX-----                      <-----XXXX-------                            <---------- 

     II      IV          B 

  -------------------------------------------------------------------------------------------: Horquilla 

         ------------------- miR*         --------------------- miR 

 

2) Cebadores: 

 

A: 5‟ CTG CAA GGC GAT TAA GTT GGG TAA C 3‟   

B: 5‟ GCG GAT AAC AAT TTC ACA CAG GAA ACA G 3‟ 

 

3) 

  

 

4) 

 
Figura 104. Sustitución del miR319a del plásmido RS300 por el microRNA específico para los genes 
NGA. 1) Representación esquemática del fundamento de las PCRs a realizar en la que se señala la localización 
y sentido de los cebadores utilizados dentro de la horquilla y la localización de la región que se va a sustituir 
con las PCRs (miR* y miR). 2) Cebadores A y B, específicos del vector. 3) Nombre de cada uno de los 
cebadores señalados en el esquema. 4) Combinaciones de cebadores necesarios en cada PCR así como el 
molde sobre el cual se debe realizar. 

 

Para las reacciones a, b, c las condiciones utilizadas fueron las siguientes: 

 

5µL Tampón Pfu (con Mg
++

).    95ºC  2‟ 

5µL dNTPs (2mM)     95ºC  30” 

2µL de cada cebador (10µM)    55ºC  30”      24 ciclos 

 2µL del DNA plasmídico (dilución 1:100)  72ºC  40” 

 0.5µL de Pfu       72ºC 7‟ 

 33.5µL de agua     4ºC infinito 

 Volumen final de 50µL 

 

I II III IV 

miR*sense miR*anti miR-sense miR-anti 

 Sentido Antisentido Molde 

a A II RS300 

b I IV RS300 

c III B RS300 

d A B a+b+c 

http://wmd.weigelword.org/
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 La PCR se corrió en un gel de agarosa al 2% en tampón TBE al 1X. Al igual que 

con el resto de PCRs se cortó la banda de interés pero cuando se llevó a cabo la 

purificación de la misma se resuspendió en 20µL de agua. 

 

Para la reacción d las condiciones cambiaban ya que esta PCR se realizó a partir 

de las 3 PCRs anteriores con los siguientes parámetros: 

 

5µL Tampón Pfu (con Mg
++

).    95ºC  2‟ 

5µL dNTPs (2mM)     95ºC  30” 

2µL de cebador A     55ºC  30”       24 ciclos 

 2µL de cebador B     72ºC  1‟30” 

 0.5µL PCR a      72ºC 7‟ 

 0.5µL PCR b      4ºC infinito 

 0.5µL PCR c 

 0.5µL de Pfu 

 34.5µL de agua 

 Volumen final de 50µL 

 

 En esta ocasión el producto de PCR se corrió en un gel de agarosa al 1% en 

tampón TBE al 1X. Al igual que en el caso anterior se cortó la banda y al purificarla se 

resuspendió en un volumen final de 20µL de agua. 

 

 Así se sustituyeron las regiones microRNA* y microRNA de la horquilla (azul) 

por una secuencia artificial (rojo) (fig. 105). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 105. Esquema de la horquilla del microRNA. Se señala la localización de los cebadores utilizados 
para las PCR’s seriadas mediante las cuales se sustituyo el microRNA de la horquilla del miR319a 
(representado en azul), presente en el plásmido RS300 por el microRNA específico para los genes NGA 
(representado en rojo). 

 

 El producto de PCR obtenido a partir de la reacción d se clonó en el vector 

pGem-Teasy y posteriormente se secuenció utilizando los cebadores T3 y T7 que 

forman parte del fragmento amplificado.  

 
3.1.5. Estudios de expresión mediante hibridación “in situ”. 

 

Estudio del patrón de expresión mediante hibridación “in situ”. 

Se siguió el protocolo descrito por Cristina Ferrándiz y Allen Sessions en 

Weigel y Glazebrook, 2002 pag. 195- 203. Este protocolo se utilizó para analizar la 

expresión de los cuatro genes NGA en inflorescencias de plantas silvestres. Consta de 

los siguientes pasos: 
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 3.1.5.1. Fijación. 

 

Las muestras se recogieron en viales de cristal que contenían el fijador FAE. A 

continuación se someten a un vacío de 20 minuto tras el cual se cambió el fijado por 

otro fresco y dejaron las muestras a temperatura ambiente 1h30min-2h (en este punto se 

pueden guardar las muestras en EtOH 70% a 4ºC). Transcurrido este tiempo, las 

muestras se sometieron a un proceso de deshidratación en series de etanol en 

concentraciones crecientes, concretamente al 70% y al 95%, de 30min cada una, tiñendo 

finalmente el tejido con EosinY en EtOH 95% a temperatura ambiente durante ~2h. A 

continuación se deja en esta solución durante toda la noche a 4ºC. 

  
 3.1.5.2. Imbibición y moldeado de bloques. 

 

Posteriormente se incubaron las muestras durante 1-2h en EtOH 100% y en 

concentraciones crecientes de histoclear (National Diagnostic) en etanol (histoclear 

25%/ EtOH 75%, histoclear 50%/ EtOH 50% e histoclear 75%/ EtOH 25%). Para 

finalmente incubar durante 1-2h en histoclear 100%. 

A continuación se añadió un volumen igual de lentejas de parafina Paraplast-

Plus (Sherwood Medical) o parafina fundida y se incubaron o/n a 58-60ºC. Al día 

siguiente se sustituyó la mezcla por parafina 100% y se realizaron cambios con parafina 

nueva cada 3 horas hasta la total eliminación del histoclear. 

Por último, se montaron las muestras y para lo cual fue necesaria una placa 

caliente a ~55ºC, moldes metálicos y bases desechables para el microtomo. Tras enfriar 

los bloques a 4ºC se cortaron con el microtomo a 8μm. Con la ayuda de una lupa se 

determinó la zona de interés, que fue la que se montó en los portas. Para ello, se 

cortaron las tiras en trozos de ~1.5cm (lo que es el ancho del porta) y se flotaron en un 

baño a 42-45ºC para eliminar las arrugas del tejido. 

 Las tiras se recogieron con un porta rotulado con lápiz y se dejaron escurrir 

verticalmente hasta que no quedó agua retenida. Finalmente el tejido se fijó al porta 

incubándolo en una placa a 45ºC o/n.  

 
 3.1.5.3. Preparación de la sonda. 

 

En primer lugar se amplificó mediante PCR el cDNA de los cuatro genes NGA. 

Para NGA1 se utilizarón los cebadores oMNG17 y oMNG28 y el producto resultantes se 

clonó en el plásmido PCRII, obteniendo el plásmido pMNG10. Para NGA2 se utilizaron 

los cebadores oMNG1 y oMNG2 y el producto resultantes se clonó en el plásmido 

pGem-Teasy, al plásmido obtenido se le denominó pMNG14. NGA3 se amplificó con 

los cebadores OMT1 y  OMT2, y el producto resultante  se  clonó  en  el plásmido 

pGem-Teasy  (Promega) obteniendo el plásmido pMT1. Por otra parte se utilizó el 

plásmido CFM110 que contiene 300 pb de la región 3´ codificante de NGA4  

amplificada a partir del BAC F1104 con los cebadores F1104-ISHd y F1104-ISHu y 

clonada en el plásmido pCRII. 

Para obtener la sonda se linearizaron ~5-10μg de plásmido. Las enzimas 

utilizadas para ello fueron XbaI para pMNG10 y pMT1, BglII para pMNG14 y BamHI 

para CFM110. Tras comprobar en un gel de agarosa que se había digerido por completo 

se precipitó con EtOH y resuspendió en H2O. El plásmido lineal se utilizó como molde 

para la transcripción “in vitro”, para generar las ribosondas antisentido, que se realiza en 

un volumen final de 20μl. A esta reacción se le añadió el tampón de la reacción de 

transcripción correspondiente al 1X,  40U RNasin (Protector inhibidor RNasa) (1μl), 
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DIG RNA-labeling mix (10X, Roche), 20U ARN polimerasa T3/T7/SP6 (Roche 

Diagnostics) (2μl) (SP6 en el caso de pMNG32 y pMT1 y T7 en el caso de pMNG14 y 

CFM110) y 2μg de DNA molde. La reacción se incubó en un termobloque durante 

90min a 37ºC.       

 Tras la incubación se añadió 1μl (10U) de DNasa libre de RNasa (Amersham) y 

se incubó 15min a 37ºC. Para comprobar la transcripción se cargó 1μl en un gel al 1.5%. 

 A continuación, se precipitaron las sondas con 1μl de tRNA de levadura a una 

concentración de 10μg/μl, 25μl de NH4OAc (acetato amónico) 7.5M, 220μl de EtOH 

absoluto y 36.5μl de H2O miliQ estéril, a -80ºC durante al menos una hora. Transcurrido 

ese tiempo se centrifugó 30min a 4ºC, se eliminó el sobrenadante y se lavó con EtOH 

80%, evaporado totalmente el etano se resuspendió en 10μl de H2O miliQ estéril. En 

este punto se puede guardar la sonda a -80ºC hasta su cuantificación. 

  
 3.1.5.4. Cuantificación de la sonda. 

  

 Con 1μl de la sonda se prepararon diluciones 1/20, 1/250, 1/1000 y 1/2500. A 

los 19μl de sonda restantes se les añadió 91μl de tampón de hibridación (guardar a -

80ºC). Aplicamos 1μl de cada dilución a una membrana de nailon (“dot blot”) y cuando 

estuvo seca realizó un “cross-link” para fijar la sonda con luz UV. 

 El revelado de la membrana se realizó con una tira control con distintas 

concentraciones de ARN marcado con digoxigenina (RNA Scripts Test, Roche 

Diagnostics; fig. 106) en un tubo desechable (como para crecer cultivos) de ~15ml. Se 

mojaron las tiras en TBS 1X  durante ~2min, a continuación se incubaron en 

“blocking/TBS” durante ~10min, y en TBS 1X con el anticuerpo Anti-DIG-Ab (1/3000) 

durante ~15min. La membrana se lavó en tampón de detección sin sustrato durante 

~1min y finalmente se reveló con tampón de detección con sustrato (150 μl de NBT 

(100 mg/ml) y 150 μl de BCIP (50 mg/ml) por cada 100 ml de tampón; Roche 

Diagnostics) hasta que se vea en la tira control el último punto o sino se dispone de tira 

control durante 12min. 

La concentración de sonda a utilizar en cada caso fue la que más se aproximó al 

penúltimo punto de la tira. Tener en cuenta que la sonda de la que partíamos ya la 

hemos diluido 1/10, de modo que la concentración final que tenemos en el tampón de 

hibridación y que corresponde a cada punto es 1/2, 1/25, 1/100 y 1/250. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 3.1.5.5. Prehibridación. 

 

Desparafinar los cortes mediante dos lavado con histoclear(HC) 100% durante 

10min. Hidratar los cortes en series crecientes de EtOH de ~2min cada uno (2X 100%, 

Figura 106. Cuantificación simultánea de varias 
ribosondas (A-E). En la parte superior aparece una 
tira control que contiene cantidades estandarizadas de 
ARN marcado con digoxigenina. La concentración de 
sonda cuya mancha se aproxime al penúltimo punto 
de la tira (asterisco) es, en principio, la más adecuada. 

 

 

* 
Tira 

control 
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95%, 70%, 50%, 35%) para finalmente realizar dos lavados con H2O miliQ estéril de 

~2min. 

A continuación se llevó a cabo la hidrólisis de las proteínas mediante un 

tratamiento de 20min en HCl 0.2M a temperatura ambiente. Posteriormente se sometió 

al tejido a una incubación con proteinasa K (1μg/ml) en el tampón de la proteinasa al 

1X durante 15min a 37ºC. Los portas se lavaron en PBS 1X durante 2min y se bloqueó 

la proteinasa K con 2mg/ml de glicina (limpia, de alta pureza) en PBS 1X durante 2min. 

Posteriormente se realizaron dos lavados de dos minutos en PBS y se refijó el tejido en 

4% de formaldehido en PBS (30ml del FA 37% en 270ml de PBS) durante 10min. 

Transcurrido ese tiempo se llevaron a cabo dos lavados de 5min en PBS y, nuevamente, 

se deshidrató el tejido en series de EtOH de 2min cada una (2X H2O miliQ esteril, 30%, 

50%, 70%, 95% y 2X 100%). Finalmente se escurrieron y secaron los portas mediante 

un vació de 20min o bien se dejaron secar en al campana durante al menos 1h. 

  
 3.1.5.6. Hibridación y lavados. 

  

 En primer lugar se diluyó la sonda, a la concentración adecuada, en tampón de 

hibridación y se desnaturalizó a 80ºC durante 2min. Mientras los portas se precalientan 

a 45ºC en una placa. Se aplicaron 300μl de sonda en un porta y se colocó otro porta 

enfrantado encima (a modo de “sándwich”). Gracias al sistema Probe-On-Plus, al 

enfrentar los portaobjetos en forma de sándwich con los tejidos hacia el interior, se 

genera un espacio donde la solución de hibridación contacta con el tejido. Los portas se 

incubaron toda la noche en una caja húmeda bien sellada con film a la temperatura de 

hibridación (50-54ºC).  

Al día siguiente se separaron los portas en solución de lavado (formamida al 

50% en SSC 2X) y se hicieron dos lavados de 90min a la temperatura de hibridación. 

  
 3.1.5.7. Inmunodetección. 

  

 Se lavaron los portas en TBS durante 5min. A continuación se pasaron a jarras 

Coplin y se incubaron en solución bloqueante (0.5% Roche blocking en TBS) durante 

1h. Transcurrido ese tiempo se lavaron en 1%BSA/0.3%(v/v) Triton X-100/TBS 

durante 30min. Posteriormente se incubaron entre 90-120min en la solución anterior 

con el anticuerpo anti-DIG-ab (dilución 1:3.000) (AP conjugated anti-DIG, Fab 

fragment (Roche)). Luego se hicieron tres lavados de 20min en 1%BSA/0.3%(v/v) 

Triton X-100/TBS y un lavado de 5min en tampón de detección sin sustrato (el tampón 

de detección está formado por el tampón de detección A y B en proporciones iguales, es 

decir, 1:1) que pasado ese tiempo fue sustituido por tampón de detección con sustrato. 

Por cada 100 ml de solución de detección se añadieron 150 μl de NBT (100 mg/ml) y 

otros 150 μl de BCIP (50 mg/ml). En esta solución se incubó en oscuridad durante un 

periodo que osciló entre una noche y varios días.  

  
 3.1.5.8. Observación de los resultados. 

 

Para observar las muestras se paró la reacción en agua. En aquellos casos en los 

que había mucho fondo o mucha señal se deshidrató el tejido en series de EtOH 

crecientes de forma rápida (2 minutos cada una), para eliminar precipitados 

inespecíficos. Posteriormente se colocó el cubreobjetos y se procedió a su observación. 
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Soluciones: 

 

3.7% FAE (preparar fresco). 

      Stock 

50% EtOH   50ml  100% 

5% Ácido Acético    5ml  Glacial 

3.7% Formaldehido  10ml  37% 

H2O dd   35ml 

             100ml 

 

Tampón de hibridación. 

     Stock 

SSC 6X     3ml  20X 

SDS 3%  1.5ml  20% 

50% Formamida    5ml  100% 

100 μg/ml tRNA 0.1ml  10mg/ml 

H2O dd  0.4ml 

    10ml 

 

SSC 20X      PBS 20X (autoclavado). 

 

NaCl  175.3g     NaCl   160g 

Na citrato   88.2g     KCl       4g 

H2O dd 800ml     Na2HPO4 28.8g 

Ajustar el volumen a 1L    KH2PO4   4.8g 

 H2O dd 700ml 

 Ajustar el pH a 7.4 y llevar a 1L 

 

Tampón proteinasa K 5X (autoclavado). TBS 10X (autoclavado). 

 

Tris 0.5M  60.55g    Tris (pH7.5) 1M 121.1g 

EDTA 0.25M  93.06g    NaCl 4M  233.6g 

Ajustar el pH a 8 y llevar a 1L   Ajustar el volumen a 1L 

 

Tampón de detección 10X (autoclavado).  

 

Tampón de detección A 10X   Tampón de detección B 10X 

Tris (pH9.5) 1M 121.1g   MgCl2 0.5M  101.6g MgCl2.6H2O 

NaCl 1M    58.4g   Ajustar el volumen a 1L 

Ajustar el volumen a 1L  

  

3.2. Metodología de plantas. 
 
3.2.1. Fertilización cruzada. 

 

Durante todo el trabajo ha sido necesaria la fertilización cruzada de plantas de 

Arabidopsis para la obtención de dobles, triples y cuádruples mutantes. El 

procedimiento para cruzar plantas de Arabidopsis consiste en emascular la flor madre 

eliminando los estambres cuando aún son inmaduros. La flor padre se cogió en antesis, 

cuando el polen estaba maduro, y se eliminaron pétalos y gineceo para hacer más fácil 
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la manipulación. El polen se aplicó sobre el estigma de la flor madre hasta que quedaba 

totalmente impregnado. 

 
3.2.2. Esterilizado de semillas. 

 

Las semillas se esterilizaron utilizando un método basado en alcoholes. En 

primer lugar se colocó en un tubo de 1.5ml la cantidad correspondiente de semillas. A 

cada tubo se le añadieron 900L de una solución de esterilizado (compuesta por etanol 

70% (v/v) y 0.005% Tritón X-100 (v/v)) y se agitaron durante 3min. Tras eliminar la 

solución anterior, se añadieron 900L etanol 96% (v/v) y se agitó durante 1min. 

Transcurrido ese tiempo se tomaron con la pipeta las semillas y se depositaron encima 

de un papel de filtro estéril que previamente habíamos doblado por la mitad, para 

facilitar la diseminación de las semillas. Una vez se había evaporado el alcohol y 

ayudándonos con unas pinzas y una punta estéril se fueron distribuyendo las semillas 

uniformemente por la placa. Finalmente se sellaron las placas con esparadrapo 

(Micropore
TM

) y se mantuvieron durante 3 días a 4ºC en oscuridad. Pasados estos 3 días 

se trasladaron a la cabina de cultivo in vitro. 

 
3.2.3. Obtención de plantas transgénicas 

 

 Para la obtención de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana se utilizaron 

plantas silvestres del ecotipo Columbia 0. La transformación se realizó siguiendo una 

versión modificada del método descrito por Bechtold et al., (1993) en el que se utiliza el 

detergente Silwet L-77 (LEHLE SEEDS; Clough y Bent, 1998) para facilitar la entrada 

de la bacteria. 

 Se sembraron aproximadamente 60 semillas en macetas de 11 cm de diámetro y 

se crecieron en el fitotrón en condiciones de día largo. A medida que iban creciendo se 

fueron eliminando plantas para que no crecieran demasiado apretadas, dejando 

aproximadamente 30 semillas por maceta. Una vez las plantas habían hecho la 

transición floral y cuando la última hoja caulinar se había separado unos 2-3 cm del 

ápice de la inflorescencia principal, éste se decapitó para eliminar la dominancia apical 

e inducir así la proliferación de las inflorescencias laterales. Una vez decapitadas, las 

plantas se dejaron unos 4 días más antes de la infiltración. Tres días antes de la 

infiltración (día –3) se inocularon, en un tubo de 50ml, 10 ml de LB, con 100 μg/ml de 

rifampicina y el antibiótico correspondiente, con la cepa de A.tumefaciens, portadora de 

la construcción de interés, y se incubó durante toda la noche en oscuridad a 28ºC, con 

agitación de 200 rpm. Al día siguiente (día –2),  se inocularon 600 ml de medio LB (en 

un matraz de 1L) suplementado con el antibiótico correspondiente con el precultivo de 

10 ml y se dejó crecer durante 48h a 28ºC con agitación. El día de la infiltración (día 0) 

a las plantas se les quitaron todas las silicuas fertilizadas así como las flores abiertas o 

semiabiertas. Paralelamente, se precipitaron las células a 6000rpm durante 15min y 

posteriormente, el sedimento se resuspendió en 200 ml de medio de infiltración (2.2 g/l 

sales MS (Duchefa), 5% sacarosa, 100 mg/l MES, pH 5.9) al que previamente se le 

habían añadido 10μl de B.A.P (stock a 1mg/ml). La solución de infiltración se vertió en 

una fiambrera del tamaño de la maceta y se le adicionaron 100μl del detergente Silwet 

L-77. Posteriormente, sobre la fiambrera se volcó la maceta de manera que los ápices 

quedaran bien introducidos en el líquido.  El montaje se colocaba en una campana de 

vacío conectada a una bomba de vacío (Bomba EDWARDS RV3, 110-120/220-240V, 

50-60Hz, monofásica A652-01-903), donde transcurridos 8seg se sometía a vacío 

durante 1 min  (presión total final: 3 x 10-2 mbar, 3 Pa). El tiempo se empezaba a contar 
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cuando la suspensión de Agrobacterium empezaba a burbujear. Por último, las macetas 

se cubrieron con bolsas de plástico y  se devolvieron a la cabina donde crecieron. Al día 

siguiente (día +1) se le hicieron agujeros a la bolsa para que no acumularan agua y un 

día más tarde (día +2) se elimina por completo. Las plantas se cultivaron hasta obtener 

semillas maduras. Cuando las silicuas de las plantas transformadas empezaban a 

amarillear se recogieron las semillas, se guardaron en bolsas de celofán y se incubaron 

en una estufa a 37ºC durante al menos una semana. Para posteriormente llevar a cabo su 

selección.  

 
3.2.4. Selección de semillas transgénicas. 

 

Para la selección de transformantes primarios, las semillas, una vez esterilizadas, 

se sembraron en placas de Petri de 15 cm de diámetro con medio de cultivo y el 

antibiótico correspondiente. Por placa se sembraron aproximadamente 30 mg de 

semillas, que equivalen a unas 1500 semillas. Transcurridos 12-15 días desde la 

siembra, los transformantes eran claramente identificables por el color verde de sus 

hojas y su raíz elongada. Éstos fueron transplantados a alveolos y colocados en 

fitotrones.  

En el caso de transformantes secundarios y terciarios se contaron 60 semillas por 

línea y tras ser esterilizadas se colocaron, con la ayuda de unas pinzas, en placas de Petri 

de 8.5 cm de diámetro con el correspondiente medio de selección. En el caso de 

transformantes secundarios nos quedamos con aquellas líneas que cumplían las 

proporciones 3:1, relativa a las segregación mendeliana para un único gen, serían líneas 

que únicamente tenían una copia del transgen. Para los transformantes terciarios nos 

interesaban aquellas líneas en las que todas las plantas fueran resistentes, es decir, que 

crecieran en medio selectivo, ya que dichas plantas era homicigotas para el transgen.  

 
3.2.5. Análisis molecular de plantas mutantes. 
 

3.2.5.1. Comprobación de genotipados por PCR. 
 
        3.2.5.1.1. Mutantes nga. 

 

La tabla 6 recoge las condiciones de PCR utilizadas para genotipar los mutantes 

nga, así como los tamaños de las bandas esperadas en gel. 
 

Tabla 6. Condiciones de PCR utilizadas para genotipar los mutantes nga. Se indican los tamaños de las 
bandas esperadas. 

 

Mutante Programa de PCR 
Cebadores 

(Anexo I) 
Bandas en el WT Bandas en el mutante 

nga1-4 94ºC 10 min 

94ºC 30 seg 

56ºC 45 seg         35x 

72ºC 1 min 

72ºC 5 min 

20ºC   infinito 

otl2Rwt 

SS071 

p745 

 

otl2Rwt/SS071 

1Kb 

otl2Rwt/p745 

No banda 

 

otl2Rwt/SS071 

No banda 

otl2Rwt/p745 

452pb 

nga2-2 94ºC 10 min 

94ºC 30 seg 

55.6ºC 45 seg         35x 

72ºC 1 min 

72ºC 5 min 

20ºC   infinito 

oMNG14 

oMNG15 

En8130 

oMNG14/oMNG15 

700pb 

oMNG14/En8130 

No banda 

oMNG14/oMNG15 

No banda 

oMNG14/En8130 

600pb 
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nga3-3 94ºC 10 min 

94ºC 30 seg 

62.5ºC 45 seg         35x 

72ºC 2 min 

72ºC 5 min 

20ºC   infinito 

SS044 

SS043 

En8130 

SS044/SS043 

1.5Kb 

SS044/En8130 

No banda 

 

SS044/SS043 

2Kb 

SS044/En8130 

1.2Kb 

 

nga4-3 94ºC 10 min 

94ºC 30 seg 

60ºC 45 seg            35x 

72ºC 1 min 

72ºC 5 min 

20ºC   infinito 

SS065 

SS066 

En8130 

SS065/SS066 

1Kb 

SS065/En8130 

No banda 

SS065/SS066 

No banda 

SS065/En8130 

0.4Kb 

 

La reacción de PCR utilizada en el genotipado de los mutantes nga contenía, en 

un volumen final de 25 l:  

DNA      2 l   

Cebador 1     1 l  (1.25 µM) 

Cebador 2     1 l (1.25 µM) 

dNTPs      2 l (1.25 mM) 

MgCl2      2 l (1.25 mM) 

EcoTaq(Ecogen) (DNA polimerasa)  0.75 l 

Tampón de PCR 10X (Ecogen)   2.5 l          

H2O (miliQ estéril)    13.75 l 

 
        3.2.5.1.2. Otros mutantes. 

 

La tabla 7 recoge las condiciones ya publicadas de PCR para genotipar distintos 

mutantes utilizados, así como los tamaños de las bandas esperadas en el gel. 
 

Tabla 7. Condiciones de PCR utilizadas para genotipar otros mutantes. Se indican los tamaños de las 
bandas esperadas. 

Mutante Programa de PCR 
Cebadores 

(Anexo I) 
Bandas en el WT Bandas en el mutante 

sty1-1 

(Kuusk 

et al., 

2002) 

94ºC 10 min 

94ºC 30 seg 

60ºC 45 seg         40x 

72ºC 3 min 

72ºC 5 min 

20ºC   infinito 

SRSM 

Dspm1 

EST3 

SRSM/Dspm1 

No banda 

SRSM/EST3 

830pb 

SRSM/Dspm1 

750pb 

SRSM/EST3 

No banda 

sty2-2 

(Kuusk 

et al.,  

2002)  

94ºC 10 min 

94ºC 30 seg 

62.5ºC 45 seg         40x 

72ºC 2.5 min  

72ºC 5 min 

20ºC   infinito 

Bc DNA1 

Bc DNA2 

SRS2:E 

Dspm1 

Bc DNA1/Bc DNA2 

1700pb 

SRS2:E/Dspm1 

No banda 

Bc DNA1/Bc DNA2 

No banda 

SRS2:E/Dspm1 

1200pb 

shp1 94ºC 10 min 

94ºC 30 seg 

62.5ºC 45 seg         35x 

72ºC 2 min 

72ºC 5 min 

20ºC   infinito 

SHP1 A 

SHP1 B 

SHP1 T-DNA 

SHP1 A/SHP1 B 

871pb 

SHP1 A/SHP1 T-DNA 

No banda 

SHP1 A/SHP1 T-DNA 

597pb  

SHP1 A/SHP1 B 

No banda 



 

 

Materiales y Métodos 158 

shp2 94ºC 10 min 

94ºC 30 seg 

60ºC 45 seg            35x 

72ºC 1 min 

72ºC 5 min 

20ºC   infinito 

SHP2 A 

SHP2 B 

SHP2 A/SHP2 B 

1.5Kb 

SHP2 A/SHP2 B 

2.8Kb 

 

 De entre los mutantes utilizados algunos era necesario genotiparlos por dCAPS 

(Neff et al., 1998). En la tabla 8 se explica el programa utilizado así como los cebadores 

y enzimas.  
 
Tabla 8. Condiciones de PCR utilizadas para genotipar otros mutantes por dCAPS. Se indica la 
enzima utilizada así como los tamaños de las bandas esperadas. 

 

Mutante Programa de PCR Cebadores 

(Anexo I) 

Enzima 

usada 

Bandas en el WT Bandas en 

el mutante 

crc-1 94ºC 10 min 

94ºC 10 seg 

53ºC 15 seg           40x 

72ºC 10 seg 

72ºC 5 min 

20ºC   infinito 

CRC CAPS F1 

CRC CAPS R1 

Banda 714pb 

CRCGENF1 

CRCGENR1 

Banda 164pb 

MwoI Corta 

2 bandas 

150pb 

14pb 

No corta 

164pb 

spt-2 94ºC 10 min 

94ºC 10 seg 

50ºC 15 seg           30x 

72ºC 1 min 

72ºC 5 min 

20ºC   infinito 

OMT15 

OMT16 

Banda de 207pb 

 

BseLI Corta 

2 bandas 

182pb  

25pb 

No corta 

207pb 

ett-3 94ºC 10 min 

94ºC 10 seg 

56ºC 15 seg           30x 

72ºC 1 min 

72ºC 5 min 

10ºC   infinito 

OMT13 

OMT14 

Banda de 181pb 

BseLI Corta 

2 bandas 

157pb 

24pb 

No corta 

18pb 

ful-2 94ºC 10 min 

94ºC 10 seg 

56ºC 15 seg           30x 

72ºC 1 min 

72ºC 5 min 

20ºC   infinito 

ful-2F 

ful-2 R 

Banda de 291pb 

ApaI 

 

No corta 

291 pb 

Corta 

2 bandas 

263pb 

28pb 

ind1-2 

(Liljegren 

et al.,  

2004)  

94ºC 10 min 

94ºC 30 seg 

55ºC 45 seg            30x 

72ºC 1 min 

72ºC 5 min 

20ºC   infinito 

GT140-P 

GT140-Q 

Banda de 30pb 

AluI Corta 

2 bandas 

100pb 

30pb 

No corta 

130pb 

 



 

 

159 Materiales y Métodos 

3.2.6. Análisis fenotípico de plantas mutantes y líneas transgénicas. 
 

3.2.6.1. Fotografía a bajo aumento. 

 

 Para obtener imágenes a bajo aumento, como es el caso de fotografías de roseta 

o de plantas enteras, se utilizó una cámara digital Lumix. Para la obtención de imágenes 

a mayor aumento, se utilizó una lupa binocular Nikon modelo SMZ800 provista de una 

unidad de iluminación externa de luz blanca fría (Volpi Intralux 4000-1) y conectadas a 

una cámara digital Nikon Digital-Sight (DS-Fi1) y una lupa binocular Leica MZ16F 

conectada a un ordenador con el software de análisis de imagen Leica Application Suite 

V3. 

 
3.2.6.2. Técnicas microscópicas. 

 
       3.2.6.2.1. Microscopia óptica. 

  

 Los cortes histológicos y las muestras montadas en portaobjetos fueron 

observados y fotografiados mediante un microscopio Nikon Eclipse E-600 acoplado a 

una cámara fotográfica digital Nikon Digital-Sight (DS-Fi1) y un ordenador con el 

software de análisis de imagen AnalySIS 3.2 (Soft Imaging System) y NIS-Elements 

F3.0. En función del tipo de muestra y que se pretendía visualizar las muestras fueron 

observadas con iluminación de campo claro, utilizando la técnica Normasky que 

permite detectar cierto volumen en las muestras o con iluminación de campo oscuro. 
 
       3.2.6.2.2 Microscopia electrónica de barrido. 

 

 En un primer momento las fotos se realizaron utilizando un criomicroscopio. 
Con el cual se evitaba la necesidad de fijar las muestras para su estudio. Para ello se 

hizo uso del criomicroscopio del servicio de microscopia de la Universidad Politécnica 

de Valencia. El microscopio electrónico de barrido utilizado fue el Microscopio JEOL, 

modelo JSM 5410, Instrumental de CRIOSEM CT 15000-C (Oxford Instruments). 

 En el caso de necesitar manipular las muestras (eliminar sépalos, pétalos y 

estambres) o eliminar las ceras presentes en la superficie del fruto, previamente a la 

visualización, se llevó a cabo la fijación del material vegetal en FAE (etanol 50%; ácido 

acético glacial 5%; formaldehido 3.7%), inmediatamente después de su recolección. 

Posteriormente, fue sometido a un pulso de vacío de 20min o en su defecto, hasta que 

las muestras cayeron al fondo del vial. El material se mantuvo en FAE toda la noche a 

cuatro grados y al día siguiente se sustituyó por etanol al 70%. En este punto las 

muestras pueden ser almacenadas indefinidamente a 4ºC hasta el momento en que 

vayan a ser analizadas al microscopio. Al día siguiente, se incubaron las muestras 

durante 30min en etanol al 80%, 30min en etanol al 90% y finalmente una hora en 

etanol absoluto, este último paso se repitió al menos 3 veces, la última vez antes de 

someterlas al punto crítico. El punto crítico, consiste en la sustitución del etanol de la 

muestra por CO2 y su posterior sublimación, y se llevo a cabo en un aparato Polaron 

E300. Las muestras se montaron en portaobjetos con cinta adhesiva de carbono activado 

sobre los que fueron orientadas y diseccionadas convenientemente. Después del 

montaje, las muestras fueron recubiertas con un sombreado de partículas de oro-paladio 

de 200 nm, en atmósfera de argón ionizado en un Sputter Coater SCD005 (BALTEC). 

Las imágenes se obtuvieron mediante el programa Autobeam de la plataforma ISIS 

(Oxford Instruments), con una velocidad de barrido de 200 s por imagen, en un 
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microscopio electrónico JEOL, modelo JSM-5410 operando bajo las condiciones de 

microanálisis de entre 10-15 kV y una distancia de trabajo de 25 mm. 

 
       3.2.6.2.3. Microscopía confocal. 

 

Se utilizó un microscopio confocal Leica TCS SL (Leica Microsystems 

Heidelberg GmbH, Heidelberg, Alemania), consistente en un microscopio invertido 

DMIR2 y una unidad espectral confocal SL con dos detectores de fluorescencia 

simultáneos y 4 líneas de láser (458nm, 488nm, 514nm y 534nm). La GFP se excitó con 

un láser de 488nm, y su emisión se recogió entre 500nm y 520nm (máximo de emisión: 

509nm). La clorofila se excitó con el mismo láser, y su emisión se recogió entre 660nm 

y 690nm. La identidad de la señal se confirmó en todos los casos mediante un barrido 

de longitudes de onda (-scan), para visualizar la intensidad de la emisión a las 

diferentes longitudes de onda. 
 

3.2.7. Técnicas de histología vegetal.    
       
 3.2.7.1. Obtención de cortes histológicos. 
 

 Para ello se utilizó un microtomo Microm HM330. Los cortes se realizaron a 8 

μm (12 μm en el caso de las que se tiñeron con floroglucinol) con cuchillas Accu-Edge 

(Bakura), los cortes se seleccionaron mediante visualización al microcopio óptico. Los 

cortes de interés se extendieron en un baño con agua destilada a 42ºC para 

posteriormente colocarlos en el portaobjetos. Las secciones se desparafinaron con 

Histoclear (National Diagnostics). 

 
 3.2.7.2. Tinciones. 
 
        3.2.7.2.1. Tinción con floroglucinol. 

 

 Se siguió el protocolo descrito por Sarah Liljegren en Weigel y Glazebrook, 

2002 pág.96-97. El floroglucinol se utilizó para estudiar la lignificación de las células 

ya que tiñe las ligninas de color rojo. Tras realizar cortes en parafina de frutos en 

estadio 17 para adelante (ver apartado 2.7.2) de 12μm, los portas se sumergieron 

durante 30 minutos en floroglucinol (Sigma P 3502) al 2% en etanol 95%. A 

continuación se aclararon en HCl al 50% hasta que se observaba que los cortes 

empezaban a teñirse (aproximadamente 3min) y se examinaron al microscopio óptico 

(ver apartado 2.6.2.1). 

 
        3.2.7.2.2. Aclarado con hidrato de cloral para la observación de los haces 
vasculares. 

 

 Se utilizó el protocolo de Sioux Christensen propuesto en Weigel y Glazebrook, 

2002 pág.104-105. Mediante este protocolo, se aclararon los tejidos vegetales, 

permitiendo que se pudieran observar los haces vasculares utilizando microscopía de 

campo oscuro. 

 Se fijaron las muestras, concretamente inflorescencias o gineceos, en una mezcla 

de etanol: ácido acético glacial (6:1) a temperatura ambiente durante 24 horas. Se 

reemplazó la mezcla de etanol: acético por etanol al 100% y se incubaron las muestras 

30 minutos a temperatura ambiente. Este proceso se repitió dos veces. A continuación, 

se quitó el etanol y se reemplazó con una disolución de hidrato de cloral: hidrato de 
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cloral/ glicerol/ agua (8g/1ml/2ml), se mantuvo en esta disolución durante 48 horas. 

Posteriormente se montaron las muestras en glicerol al 10%. Previamente se colocó en 

los extremos del portaobjetos 3-4 pegatinas pequeñas de forma que quedara espacio 

entre el portaobjetos y el cubreobjetos evitando así que las muestras se aplastaran. Para 

visualizar las muestras clareadas con hidrato de cloral al microscopio se utilizó la 

iluminación de campo oscuro. 

 

        3.2.7.2.3. Detección de la actividad β-glucuronidasa mediante tinción 
histoquímica. 

 

 Durante el desarrollo de esta tesis se han utilizado distintos protocolos para la 

detección in situ de la actividad β-glucuronidasa dependiendo del experimento que se 

estuviera realizando. La actividad GUS puede ser determinada con tinción histoquímica 

mediante el sustrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil glucurónido (X-gluc) 

indicando, las zonas teñidas de azul, los dominios físicos de expresión del gen de interés 

en los órganos analizados. 

 Para realizar detecciones poco precisas se siguió un protocolo rápido. En este 

caso únicamente se pretendía descartar plantas que no fueran portadoras del gen delator, 

bien porque eran necesarias para la realización de cruces o bien para descartar plantas 

de generaciones F1 y F2, procedentes de un cruce con una línea portadora del gen 

delator GUS. Se cogieron flores o frutos en placas de 96 pocillos (Iwaki microplate) con 

el tampón de tinción (NaH2PO4 13.42mM a pH 7.2, Na2HPO4 11.58mM a pH 7.2, 

ferrocianuro potásico 0.5mM, ferricianuro potásico 0.5mM, EDTA 10mM y Tritón X-

100 al 0.2%)  suplementado con X-gluc 2mM. Las muestras se incubaron durante una 

noche a 37ºC y en oscuridad. Posteriormente las muestras se observaron en una lupa 

binocular (apartado 2.6.1), en algunos casos en los que la señal no se detectaba con 

claridad, previamente a la visualización las muestras se sometieron a varios lavados con 

etanol 70%. 

 Para realizar detecciones GUS más precisas se siguió el protocolo descrito por 

Kirsten Bomblies en el Manual de Arabidopsis (Weigel y Glazebrook, 2002) pág. 243-

245 con algunas modificaciones. 

 Los frutos e inflorescencias de plantas portadoras de construcciones con el gen 

delator GUS se recogieron en acetona fría al 90%, en esta solución se mantuvieron 

durante 20min a temperatura ambiente. A continuación, se hizo un lavado de 5min con 

agua. Posteriormente, las muestras fueron infiltradas al vacío durante 20min, o en su 

defecto hasta que las muestras cayeron al fondo, con el tampón de tinción (tampón 

fosfato 50mM pH 7, ferricianuro potásico 2mM, ferrocianuro potásico 2mM, Tritón X-

100 0.2%) suplementado con X-gluc 2mM y se incubaron a 37ºC y oscuridad toda la 

noche. El ferrocianuro y el ferricianuro tamponan el estado redox del tampón de tinción 

y el producto derivado de X-gluc precipita en el lugar donde se localiza la proteína 

GUS, indicando por tanto la localización espacial y temporal del gen cuyo promotor 

controla la expresión del gen GUS en la planta. El tampón de tinción fue eliminado por 

series de etanol al 20%, 35% y 50% a temperatura ambiente durante 30min cada serie, y 

a continuación, se fijaron las muestras en FAE (50% etanol, 10% ácido acético glacial, 

5% formaldehído) durante 30min a temperatura ambiente. Finalmente, las muestras se 

pasaron a etanol al 70%. En esta solución se pueden mantener indefinidamente. 

Previamente a la visualización, y tras estar las muestras durante al menos un día en 

etanol al 70%, el tejido fue aclarado con una mezcla de hidrato de cloral/glicerol/agua 

(8:1:2) (p/v/v) durante al menos 2 días. Las muestras se observaron y fotografiaron 
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mediante una lupa binocular equipada con una cámara digital (apartado 2.6.1) o 

mediante un microscopio óptico utilizando la técnica Normasky (apartado 2.6.2.1)  

 

Nota: Las concentraciones elevadas de ferrocianuro y ferricianuro (ej. 10mM) 

restringen el nivel de señal GUS, mientras que concentraciones más bajas permiten 

detectar señales GUS más débiles (Sessions et al., 1999). Por lo tanto, se optimizaron 

las concentraciones de ferrocianuro y ferricianuro en función de la línea GUS que se 

analizaba. Así pues, para la tinción GUS de las líneas SPTPRO:GUS, FULPRO:GUS y 

SHP1PRO:GUS, SHP2PRO:GUS y YUC2PRO:GUS la concentración final de ferrocianuro 

potásico y ferricianuro potásico fue de 10 mM, para el resto de líneas fue de 2mM. 

 

 

4. Expresión transitoria en hojas de Nicotiana benthamiana. 
 

 La expresión transitoria se utilizó para llevar a cabo dos tipos de estudios 

diferentes, en primer lugar se utilizó para ensayos de BiFC y posteriormente también 

para realizar ensayos de Luciferasa. 

 

4.1. Ensayo BiFC. 
 

 Con el ensayo de BiFC nuestro objetivo es comprobar si dos proteínas de interés 

interaccionaban. Para ello, se utilizaron dos plásmidos de Gateway los cuales poseían 

cada uno de ellos una mitad de la proteína YFP, de ahí sus nombres YFC (contiene la 

mitad C-terminal de la proteína) e YFN (contiene la mitad N-terminal de la proteína) y 

un nexo de unión flexible entre el gen de la YFP y el gen de interés que permitiría la 

movilidad de la proteína de fusión (fig. 107). Para más información sobre estos vectores 

se puede consultar la página web http://www.ibmcp.upv.es/FerrandoLabVectors.php. 

Como controles positivos se utilizaron los plásmidos YFP
 N

-INα e YFP
 C

-INβ, los 

cuales poseían una mitad de la proteína ubiquitina (estos plásmidos fueron facilitados 

por el Dr. Alejandro Ferrando). 

 Se clonó la región codificante de los genes de interés en la región C-terminal de 

la mitad de la proteína.  

 

 

 

 

 
 
 
Figura 107. Esquema de las construcciones utilizadas para el ensayo de interacción proteína-
proteína in vivo. Estos plásmidos constan de un promotor 35S por duplicado, la región C-terminal (C) o N-
terminal (N) de la proteína YFP, el casete de Gateway donde se clonó el gen y un terminador. 

 

 Obtenidas estas construcciones e introducidas en la cepa de Agrobacterium C58, 

se inocularon cultivos, bien con el glicerinado de Agro directamente o bien con una 

colonia fresca procedente de placa, en 5mL de medio YEB suplementado con los 

antibióticos apropiados y se creció o/n a 28ºC.  

 Al día siguiente, se transfirió el cultivo a 50ml de medio de inducción con los 

correspondientes antibióticos en un matraz de 250ml y se creció o/n a 28ºC. Se 

centrifugaron los cultivos durante 30min a 3000rpm. El sedimento se resuspendió en 

medio de infiltración y se ajustó la absorbancia a 1.0 (medida a una longitud de onda de 

YFN43 2x35S N Gateway TER

2x35S C Gateway TER

N        E-YFP         C

YFC43

YFN43 2x35S N Gateway TER2x35S N Gateway TER

2x35S C Gateway TER2x35S2x35S C GatewayGateway TERTER

N        E-YFP         C

YFC43

http://www.ibmcp.upv.es/FerrandoLabVectors.php
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600nm). A continuación, los cultivos se incubaron con agitación suave (30rpm) o/n a 

temperatura ambiente. 

 A la mañana siguiente se realizaron las correspondientes mezclas de cultivos (en 

caso de co-transformación) y con la ayuda de jeringuillas de 5ml se infiltraron hojas de 

Nicotiana Benthamiana por el envés de la misma. Se eligieron hojas jóvenes 

(normalmente la 3ª y 4ª hoja). Las hojas se observaron al microscopio confocal 

transcurridos 2-3 días.  

 

Medios de cultivo: 

 

Medio YEB: 

0.5% Extracto de hueso. 

0.1% Extracto de levadura. 

0.5% Peptona. 

0.5% Sacarosa. 

pH 7.4 

Tras ser autoclavado se le añade MgSO4 2mM filtrado. 

 

Medio de inducción:     Medio de infiltración: 

0.5% Extracto de hueso.    10mM MgCl2 (filtrado). 

0.1% Extracto de levadura.    10mM MES  pH 5.6 (autoclavado). 

0.5% Peptona.      200µM acetosiringona *. 

0.5% Sacarosa. 

10mM MES pH 5.6 

Y tras ser autoclavado se le añade: 

2mM MgSO4 *. 

20µM acetosiringona *. 

 

* Esterilizados por filtración. 

 

4.2. Detección de actividad Luciferasa. 
 

 En el ensayo de Luciferasa se estudia el posible papel regulador de distintos 

factores de transcripción en la expresión de un determinado promotor. 

 Para la infiltración de las hojas se sigue el mismo protocolo que en el ensayo de 

BiFC. 

 Transcurridos tres días, desde la infiltración, se recogieron 2cm de discos de 

hoja por combinación infiltrada, estos discos se introdujeron en una placa de 96 pocillos 

de 2cm de profundidad, que permanece en nitrógeno líquido para congelar la muestra de 

forma inmediata. A continuación, se machacaron las muestras y se añadieron 750μl del 

tampón de lisis al 1X (Promega). Se transfirieron 5μl del extracto a una placa blanca y 

opaca y, posteriormente, se le añadieron 30μl del reactivo Dual-Glow
TM

 Luciferasa 

(Promega). Se agitó la placa durante 10seg y transcurridos 10min, se cuantificó en el 

luminómetro la luminiscencia emitida por el gen LUC durante 10seg. Para parar la 

primera reacción e iniciar la segunda, se añadieron 30μl del reactivo Dual-Glow
TM

 

STOP & GLOW (Promega) a una dilución 1/100 en el tampón correspondiente. Se 

agitó durante 10seg y a continuación, la placa se dejó 10min a temperatura ambiente. 

Finalmente, se vuelvió a cuantificar la luminiscencia, pero en este caso emitida por la 

Renila, durante 10seg. Para cuantificar luminiscencia se utilizo un luminómetro 

(GlowMax
TM

 96 Microplate Luminometer con dos inyectores). 
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5. Experimentos relacionados con auxinas. 
 

5.1. Estudio de dominancia apical. 
 

Se sembraron en tierra diferentes mutantes nga y el control Columbia. Tras 

estratificar las semillas las bandejas se sacaron al fitotrón y transcurridas cinco semanas 

(o cuando la inflorescencia principal mediera aproximadamente 10cm) se contabilizaron 

el número de inflorescencias laterales y coflorescencias o inflorescencias de la roseta  

en las diferentes líneas, se contaron aquellas inflorescencias cuya longitud fuera 

superior a 1cm.  

 

5.2. Estudio del número de raíces laterales. 
 

Las semillas, tanto de diferentes mutantes nga como de Columbia, se sembraron 

y crecieron en placas de MSS colocadas verticalmente. Transcurridos 10 días se 

fotografiaron las placas y se contó el número de raíces laterales de cada planta. Se 

contabilizaron todas aquellas raíces que se podían observar bajo la lupa. 

 

5.3. Estudio de gravitropismo. 
 

Se sembraron en placas cuadradas con medio MSS 10 semillas dispuestas a lo 

largo de una diagonal dibujada en la placa (fig. 108). Tras ser estratificadas durante 3 

días a 4ºC se sacaron a la cabina de cultivo “in vitro”, donde se colocaron verticalmente. 

Transcurridos 5 días se giraron las placas 90º y al día siguiente se midió el ángulo que 

formaban las raíces con respecto a la vertical. 

 

  

 
Figura 108. Diagrama de la distribución de las 
semillas en una placa de MSS. Se siembran 10 semillas 
por placa dispuestas a lo largo de una diagonal pintada en 
la misma, para que al girarla las raíces no se entrecrucen.   
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Cebadores 

NOMBRE SECUENCIA Tm Long. Secuencia que 

aparea 
Orientación 

A 5‟ CTG CAA GGC GAT TAA GTT GGG TAA C 3‟ 74 25 microRNA NGA Directo 
B 5‟ GCG GAT AAC AAT TTC ACA CAG GAA ACA G 3‟ 80 28 microRNA NGA Reverso 
BcDNA1 5´ATG ATC AAT TCG GAG AGC AGC AAC AAC ACC 3´ 84 30 STY2 Directo 
BcDNA2 5´ATG ATC ACC AGA GCA ACA AAA CAA AAG ACA 3´ 82 30 STY2 Reverso 
CRC CAPS F1 5‟ GCT CCC ATC TGC ATA CAA CC 3‟ 62 20 CRC  Directo 
CRC CAPS R1 5‟ GAT GCG TTG GCT CTC ATC G 3‟ 60 19 CRC  Reverso 
CRCGENF1 5‟ AGC AGA TGC AGA GCT TTG GT 3‟ 60 20 CRC  Directo 
CRCGENR1 5‟ TCT TCT CAC CGA ATC CCA AG 3‟ 60 20 CRC  Reverso 
dspm1 5´CTT ATT TCA GTA AGA GTG TGG GGT TTT GG 3´ 82 29 STY1 Reverso 
eLF1 alpha-1 5‟ GCA CAG TCA TTG ATG CCC CA 3‟ 62 20 eLF1 alpha Directo 
eLF1 alpha-2 5‟ CT CAA GAA GAG TTG GTC CCT 3‟ 66 21 eLF1 alpha Reverso 
EN205 5‟AGA AGC ACG ACG GCT GTA GAA TAG GA 3‟ 78 26 Spm Directo 
EN8130 5‟GAG CGT CGG TCC CCA CAC TTC TAT AC 3' 82 26 Spm Reverso 
EST3 5´TTC ACG GTG GCG TTT AGG AAC G 3´ 68 22 STY1 Reverso 
ind ATG F 5‟ ATG GAA AAT GGT ATG TAT AAA 3‟ 62 21 IND Directo 
ind STOP R 5‟ TCA GGG TTG GGA GTT GTG GTA 3‟ 64 21 IND Reverso 
INDa 5´GAG CAA CCA CCG TCT GAG GAT CG 3´ 74 23 IND Directo 
INDb 5´CGT CGA CGA TGA AAA TGG AAA ATG GTA TGT ATA 3´ 90 33 IND Reverso 
LB3 5´TAG CAT CTG AAT TTC ATA ACC AAT CTC GAT ACA C  3´ 88 34 T-DNA Garlic Reverso 
LBb1.3 5‟ ATT TTG CCG ATT TCG GAA C 3‟ 54 19 T-DNA Garlic Reverso 
miR*a 5‟ GAA ACT TTG ACG AAC ATG TGT CCT CTA CAT ATA 

TAT TCC T 3‟ 
100 40 microRNA NGA 

Reverso 

miR*s 5‟ GAG GAC ACA TGT TCG TCA AAG TTT CAC AGG TCG 

TGA TAT G 3‟ 
116 40 microRNA NGA 

Directo 

miR-a 5‟GAG GGC ACA TGT TCG ACA AAG TAT CAA AGA GAA 

TCA ATG A 3‟ 
112 40 microRNA NGA 

Reverso 

miR-s 5‟ GAT ACT TTG TCG AAC ATG TGC CCT CTC TCT TTT GTA 

TTC C 3‟ 
114 40 microRNA NGA 

Directo 

oDONR201F 5‟ TCG CGT TAA CGC TAG CAT GGA TCT C 3‟ 76 25 pDONR 201 Directo 
oDONR201R 5‟ GTA ACA TCA GAG ATT TTG AGA CAC 3‟ 66 24 pDONR 201 reverso 
oEGAD1 5‟ AAG ATA CAG TCT CAG AAG AC 3‟ 56 20 Plásmido pEGAD Directo 
oEGAD2 5‟ GAT CAC ATG GTC CTG CTG GAG 3‟ 58 21 Pásmido pEGAD Directo 
oETT-13 Dir 5‟ ATG GGT GGT TTA ATC GAT CTG 3‟ 60 21 ETT-13 Directo 
oETT-13 Rev 5‟ GAC TCA GGA AGA AGA GAG AC 3‟ 60 20 ETT-13 Reverso 
oETT-4 Dir 5‟ GACGTCATATTCCCGTAAGGT 3‟ 62 21 ETT Directo 
oETT-4 Rev 5‟ GTT ATA TGA GTG GTA CAA TGT CT 3‟ 62 23 ETT Reverso 
oMN1 5‟ GAA TTC ATG AAT CAA GAA GAT AAA GA 3‟ 66 26 NGA2 Directo 
oMN2 5‟ GTC GAC TCA CCT ATC CAA ATC AAA AGA 3‟ 76 27 NGA2 Revers 
oMNG3 5‟ GAG CTC ATG ATG ACA GAT TTA TCT CTC 3‟ 76 27 NGA1 Directo 
oMNG4 5‟ GAA TTC ATG ATG ACA GAT TTA 3‟ 54 21 NGA1 Directo 
oMNG5 5‟CAC TTT GTC GAA CAT GTG C 3‟ 56 19 NGA1 Reverso 
oMNG6 5‟ TTT AAC GAA TCT GCT CCA AC 3‟ 56 20 NGA1 Reverso 
oMNG7 5‟CTC GAG GAC CGG TTG ATC CAA ATC AAA AGA C 3‟ 92 31 NGA1 Reverso 
oMNG8 5‟ GCG GCC TGC TTA GTC TCT TTC AGG AC 3‟ 82 26 NGA1 Directo 
oMNG9 5‟ GGT ACC CTT ACG GTT AAA ATA ATC CAC C 3‟ 80 28 NGA1 reverso 
oMNG10 5‟ CCC GGG TGA TGA TGA TGA AAT TAG TTG G 3‟ 82 28 NGA1 (8634pb) Directo 
oMNG11 5‟ AAT CAG GAA CTT GTT GGA ACG G 3‟ 64 22 NGA1 (8382pb) Directo 
oMNG12 5‟ GAA GAC TGG AAT CGC AGA GGT C 3‟ 68 22 NGA1 (10976pb) Reverso 
oMNG13 5‟ GAA TTC ATG AAT CTT GAC CAA 3‟ 52 21 NGA4 Directo 
oMNG14 5‟ CGA CAA AGT AGT AAC ACC AAG 3‟ 60 21 NGA2 Directo 
oMNG15 5‟ CCA ACC ATA GAA ACT CTG CC 3‟ 60 20 NGA2 Reverso 
oMNG16 5‟CCT GAC CAT CCT CAT TTC GC 3‟ 62 20 NGA1 Directo 
oMNG17 5‟ TCT TCA CTG CTG CTT CCA AG 3‟ 60 20 NGA1 Reverso 
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oMNG18 5‟ GAT CGT TCA AAC ATT TGG CAA T 3‟ 60 22 nos-ter (1pb) Directo 
oMNG19 5‟ CCG ATC TAG TAA CAT AGA TGA C 3‟ 62 22 nos-ter (234pb) Reverso 
oMNG20 5‟ ACGCAAACGCAAACACCGTC 3‟ 62 20 ETT CDS  Directo 
oMNG21 5‟ ACAATGTCGTCCCACCTTACC 3‟ 64 21 ETT CDS  reverso 
oMNG22 5‟ GCG GCC GCA AGA AAG TGG GTG AGA AC 3‟ 84 26 NGA2 Directo 
oMNG23 5‟ CTC GAG GAC CGG TCT ATC CAA ATC AAA AGA C 3‟ 92 31 NGA2 reverso 
oMNG24 5‟ CCC GGG TGA TTA TCA TGA GAT TAA TCA C 3‟ 80 28 NGA2 Directo 
oMNG25 5‟ GGT ACC TAA GTG TTC CCT CTG TTC C 3‟ 76 25 NGA2 reverso 
oMNG26 5‟ GTG AGC AGT GAT GAT GAG TC 3‟ 60 20 NGA2 Directo 
oMNG27 5‟ GCT AAA GGA CGA CGA TGA CC 3‟ 62 20 NGA2 reverso 
oMNG28 5‟ ATA ATC ATC AGC AGC AAC GTC 3‟ 60 21 NGA1 Directo 
oMNG29 5‟ TAA CTC CAC AAC AAA CGA CAG 3‟ 60 21 NGA2 Directo 
oMNG30 5‟ CCA AAT CAA AAG ACA AAG AAG G 3‟ 60 22 NGA2 Reverso 
oMNG31 5‟ AGG TTG TGA GTT TCG TAA TTT G 3‟ 60 22 NGA2 Reverso 
oMNG32 5‟ CTC ACG AGA GAT GAA GAT G 3‟ 56 19 NGA1 Directo 
oMNG33 5‟ATC ATC TTC ACT GCT GCT TC 3‟ 58 20 NGA1 Reverso 
oMNG34 5‟ TAT AAA GAC TGT AAT TGG TCG 3‟ 56 21 NGA1 Reverso 
oMNG35 5‟ GAA TTC TCA TTA TTA TTG ATC CAA ATC 3‟ 68 27 NGA1 Reverso 
oMNG-35S D 5‟ ACC TCC TCG GAT TCC ATT GC 3‟ 62 20 35S Directo 
oMNG-35SD-2 5‟ ATC GTT GAA GAT GCC TCT GC 3‟ 60 20 35S Directo 
oMNG-35SD-3 5‟ ACA ATC CCA CTA TCC TTC GC 3‟ 60 20 35S Directo 
oMNG36 5‟ GCATGTATCTCTAGCTAGTTC 3‟ 60 21 YUCCA 4 Directo 
oMNG37 5‟ TTACACCACCTCATCTTACG 3‟ 58 20 YUCCA 4 Reverso 
oMNG38 5‟ ATG ATG ACA GAT TTA TCT CTC 3‟ 56 21 NGA1 Directo 
oMNG39 5‟ ATC GGT CGG GGG GGC ATG TTG ATC CAA ATC AAA 

AGA C 3‟ 
112 37 NGA1 

Reverso 

oMNG40 5‟ TTC CCA TAA CCA TAC CCT AC 3‟ 58 20 NGA3 Reverso 
oMNG41 5‟ TTC ACC CCA AAG AGC CTT AG 3‟ 60 20 NGA3 Reverso 
oMNG42 5‟ TGG AAT GTG GCA ATG ACT ATA ATC A 3‟ 68 25 NGA3 (CDS) Directo 
oMNG43 5‟ GTG GCA CCA ACC ATG ACT CTT 3‟ 64 21 NGA3 (CDS) Reverso 
oMNG44 5‟ TCG TCT CCG GTT GTG ATC AG 3‟ 62 20 NGA4 (CDS) Directo 
oMNG45 5‟ TGG CGA CCT CCA AAA TGA TT 3‟ 58 20 NGA4 (CDS) Reverso 
oMNG46 5‟ GGA GAG CAC AAG TCG CTT CAA 3‟ 64 21 NGA2 (CDS) Directo 
oMNG47 5‟ GCC TTA ACC GCT TCT CTC CTC 3‟ 66 21 NGA2 (CDS) Reverso 
oMNG48 5‟ CAG CTT TCC TTC GAC CAA TTA CA 3‟ 66 23 NGA1 (CDS) Directo 
oMNG49 5‟ TGA CGT TGC TGC TGA TGA TTA TAA A 3‟ 68 25 NGA1 (CDS) Reverso 
oMNG-ANT Dir 5‟ ATT ACG GGA ATG ACC CTA GTT TGA 3‟ 68 24 ANT Directo 
oMNG-ANT Rev 5‟ CCC CTA CAT TAA AAG ACC CTC CAT 3‟ 70 24 ANT Reverso 
oMNG-CRC1 5‟ ATG AAC CTA GAA GAG AAA CC 3‟ 56 20 CRC (CDS) Directo 
oMNG-CRC2 5‟ TCA CTT CTT CTC ACC GAA TC 3‟ 58 20 CRC (CDS) Reverso 
oMNG-GUS3 5‟ GAC ATC GGC TTC AAA TGG CG 3‟ 62 20 GUS Reverso 
oMNG-SHP1 A 5‟ GTG ACG GAA GGA GGG TTG ACG 3‟ 68 21 SHP1 Directo 
oMNG-SHP1 B 5‟ GTC  TAC TGA TGA GTT GTC ACT AGG 3‟ 70 24 SHP1 Reverso 
oMNG-SHP1 T-DNA 5‟ GAT GCA CTC GAA ATC AGC CAA TTT TAG AC 3‟ 82 29 T-DNA Reverso 
oMNG-SHP2 A 5‟ GAG GAT AGA GAA CAC TAC GAA TCG TC 3‟  76 26 SHP2 Directo 
oMNG-SHP2 B 5‟ CAG GTC AAG TCA ATA GAT TCC CTA C 3‟ 72 25 SHP2 Reverso 
oMNG-SPT1 5‟ AAG TCA GGT CCT TCT TCT CG 3‟ 60 20 SPT Directo 
oMNG-SPT2 5‟ CCT TCC TCG CTT TCA CAG TC 3‟ 62 20 SPT Reverso 
oMNG-SPT3 5‟ GAA GAA GCA GAG AGT GAT GG 3‟ 60 20 SPT Directo 
oMNG-SPT4 5‟ AGA AGG TTC CAA ACG CTA TG 3‟ 58 20 SPT Reverso 
oMNG-STY1-1 5‟ ATT CGT AGT GGT GGT AGC GG 3‟ 62 20 STY1 Directo 
oMNG-STY1-2 5‟ TCT TCG CTT GAT TCC CAC  AG 3‟ 60 20 STY1 Reverso 
oMNG-STY1-3 5‟ ATG GCG GGG TTT TTC TCG 3‟ 56 18 STY1 Directo 
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oMNG-STY1-4 5‟ ATC GGT CGG GGG GGC ATG CAC GCA CGC ACC TAA 

CAC 3‟ 
120 36 STY1 

Reverso 

oMNG-VP16 Dir 5‟ CAT GCC CCC CCG ACC GAT G 3‟ 66 19 VP16 Directo 
oMNG-VP16 Rev 5‟ TTA CTG CAG CCC ACC GTA C 3‟ 60 19 VP16 Reverso 
oMNG-YUC4 RIII 5‟ CCA TGG CGA CTA ATA AAA GC 3‟ 58 20 Promotor Yucca4 Reverso 
oMNG-YUC4-1 5‟ AAT TGT GTC TCT GTG AAA TGG 3‟ 58 21 Yucca4 Directo 
oMNG-YUC4-2 5‟ TAA CGA AGG AGT GGC AAG TC 3‟ 60 20 Yucca4 Directo 
oMNG-YUC4-3 5‟ TAT GTT GCT CAC GAA AGT ATC 3‟ 58 21 Yucca4 Directo 
oSPT-2 Dir 5‟ GTT TAT CTT TCT TGT CCC AGA GGA 3‟ 68 24 SPT Directo 
oSPT-2 Rev 5‟ ATC AAG CAT TGA AGC CTT ATC CGT 3‟ 68 24 SPT Reverso 
otl2THF 5´GAA TCC ATG ATG ACA GAT TTA 3´ 56 21 NGA1 Directo 
otl2THR 5´GTC GAC TTG ATC CAA ATC AAA 3´ 58 21 NGA1 Reverso 
oTOL2RWT 5´AGC AGC AGC AGC AGC CAT ATT TAG 3´ 72 24 NGA1 Reveso 
p745 5‟ AAC GTC CGC AAT GTG TTA TTA AGT TGT C 3‟ 78 28 T-DNA Reverso 
SP6 5´-ATT TAG GTG ACA CTA TAG AA 3´ 38 20 pGEM-T easy Reverse 
SRS2:E 5´TGG GAG AAG CAA CCG GCA ACA TCG 3´ 76 24 STY2 Reverso 
SRSM 5´CAA CTT CAA TAC ACT ACA AAC CCA G 3´ 70 25 STY1 Directo 
SS043 5´CCA ACG GCT CTG ATC CAA CAA TG 3´ 70 23 NGA3 Reverso 
SS044 5´ACC GTC GAC AAC TAA ACA TAT ACA TAC 3´ 74 27 NGA3 Direvto 
SS065 5‟ CCT CTC GAG TGA TAC TTT TGA TGA ATA TCT CAA C 3‟ 94 34 NGA4 Directo 
SS066 5‟ GGA GGA TCC TCT TCA AAG CTC TAA AGA TTT CCC 3‟ 96 33 NGA4 Reverso 
SS071 5‟ AAC GTC ATC ATC ACA GTG GTG GTG G 3‟ 76 25 NGA1 Directo 
T7 5´TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG  3´ 43 20 pGEM-T easy Directo 
Tol 2F 5‟ ATG GAA TGC GGC GAG AGC GGA ATG 3‟ 76 24 NGA1 Directo 
Tol 2R 5‟ CCA TAA AAT CTC TCT ATT GAC AAT GCA 3‟ 72 27 NGA1 Reverso 
UBC21-qPCR-3p 5‟ CAT CAT CCT TTC TTA GGC ATA GC 3‟ 66 23 UBC21 Directo 
UBC21-qPCR-5p 5‟ TGC GAC TCA GGG AAT CTT CTA 3‟ 62 21 UBC21 Reverso 
YUC4 DII 5‟ TGA ATA AGT ATC TTT CGT TTA CC 3‟ 60 23 Promotor Yucca4 Sentido 
YUC4 Dir 5‟ GAA CTA GCT AGA GAT ACA TGC 3‟ 60 21 Promotor Yucca4 Sentido 
YUC4 Rev 5‟CCA TGG ACC TAA GAA GTG TCC TG 3‟ 64 23 Promotor Yucca4 Reverso 
YUC4 RII 5‟ TTT GAG ACG GTC GTA GGT TC 3‟ 60 20 Promotor Yucca4 Reverso 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 



 

 

183 
Anexo II 

Construcciones 

         

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

184 
Anexo II 

Construcciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

185 
Anexo II 

Construcciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

186 
Anexo II 

Construcciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

187 
Anexo II 

Construcciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

188 
Anexo II 

Construcciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

189 
Anexo II 

Construcciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

190 
Anexo II 

Construcciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

191 
Anexo II 

Construcciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

192 
Anexo II 

Construcciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

193 
Anexo II 

Construcciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

194 
Anexo II 

Construcciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

195 
Anexo II 

Construcciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

196 
Anexo II 

Construcciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

197 
Anexo II 

Construcciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

198 
Anexo II 

Construcciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

199 
Anexo II 

Construcciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

 

 

 
 
 
 
 
 



 

 

201 
Anexo III 

Publicaciones 

 



 

 

 

202 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

203 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

 

204 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

205 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

 

206 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

207 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

 

208 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

209 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

 

210 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

211 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

 

212 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 

 



 

 

213 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

 

214 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

215 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

 

216 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

217 
Anexo III 

Publicaciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 



 

 

 

218 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

219 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

 

220 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

221 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 



 

 

 

222 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 



 

 

223 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

224 
Anexo III 

Publicaciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

225 
Anexo III 

Publicaciones 

 
 

  

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

227 
Anexo III 

Publicaciones 

 

 
 

 

 



 

 

 

228 
Anexo III 

Publicaciones 

 

 

 
 

 

 

 

 



 

 

229 
Anexo III 

Publicaciones 

 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

230 
Anexo III 

Publicaciones 

 

 

 
 

 

 

 

 



 

 

231 
Anexo III 

Publicaciones 

 

 
 

 

 

 

 

 



 

 

 

232 
Anexo III 

Publicaciones 

 

 
 

 

 

 

 

 



 

 

233 
Anexo III 

Publicaciones 

 

 
 

 

 

 

 

 



 

 

 

234 
Anexo III 

Publicaciones 

 

 
 

 

 

 

 

 



 

 

235 
Anexo III 

Publicaciones 

 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

236 
Anexo III 

Publicaciones 

 

 
 

 

 

 

 

 



 

 

237 
Anexo III 

Publicaciones 

 

 
 

 

 

 

 

 



 

 

 

238 
Anexo III 

Publicaciones 

 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

239 
Anexo III 

Publicaciones 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 


