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Nadie nos puede quitar, ni jamds podemos
perder, algo que es realmente nuestro y nos
pertenece, de la misma manera como lo que
no es nuestro ni nos pertenece lo perderemos

con toda seguridad.
Almudena

Todas las cosas préximas o lejanas en secreto
estdn relacionadas unas con otras.
Y no se puede tocar una flor sin alterar una

estrella.

Francis Thompson
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Justificacion

El desarrollo de las plantas es un proceso dinamico en el que
la tipologia y geometria de los 6rganos cambian en el tiempo,

aparentemente de manera compleja.

En los dultimos ftreinta-cuarenta afios se han aislado
numerosos mutantes de Arabidopsis thaliana con alteraciones que
afectan a la morfologia de distintos 6rganos. En los primeros trabajos
cada mutacién se usaba exclusivamente como marcador posicional
en mapas genéticos"? por lo que los fenotipos asociados a
mutaciones no se analizaban desde la perspectiva de genética del
desarrollo, siendo una excepcion los trabajos realizados en esta
direccion®. En la actualidad, la situacion ha cambiado radicalmente y
el analisis genético del desarrollo es uno de los campos de
investigacion mas desarrollado entre los investigadores interesados

en Arabidopsis thaliana como planta modelo*®.

Los estudios de morfogénesis basados en el uso de mutantes
con frecuencia utilizan técnicas histolégicas para detectar cambios a
nivel estructural (microscopia Optica) y/o ultraestructural (a
microscopia electrénica) en los analisis comparativos mutante vs.
silvestre. Igualmente, se hace uso de dichas técnicas en el campo de
la biotecnologia de plantas cuando interesa identificar las células,
tejidos u érganos en los que se expresa un determinado transgén. En
estos trabajos los analisis realizados son muy detallados pero

limitados al érgano, tejido o células estudiados®’.

El interés por caracterizar morfologica y estructuralmente los

distintos 6rganos de Arabidopsis thaliana y dar una vision conjunta
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de todos ellos se pone de manifiesto en “Arabidopsis: an atlas of
morphology and development” ®. En dicho trabajo, aunque se aporta
informacion sobre los distintos 6rganos de Arabidopsis thaliana, el
mayor aporte de datos esta relacionado con la estructura de érganos

florales.

En el presente trabajo se muestra un estudio realizado con
microscopio 6ptico de campo claro y con microscopio electrénico de
transmision de estructuras presentes en plantas maduras de
Arabidopsis thaliana. Se omite el estudio de los tricomas por
considerar que para tal proposito deberia usarse prioritariamente el
microscopio estereoscépico y el microscopio electrénico de barrido,

herramientas que aqui no se han empleado.

Silvia Gonzalez Sierra trabaja como Técnico en el Servicio de
Microscopia Electrdnica de la Universidad de Leén, y Rafael Alvarez
Nogal es profesor del Area de Biologia Celular, Departamento de

Biologia Molecular, de la Universidad de Leédn.

-12-
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Introduccién

1.1. VALIDEZ DE LOS SISTEMAS MODELO.

Se entiende por organismo o sistema modelo aquel
organismo experimental, que es utilizado ampliamente y de manera
estandarizada por la comunidad cientifica, y que permite realizar
sobre él estudios cuyos resultados y conclusiones son generalizables
a otras especies. Actualmente los principales sistema modelo
estudiados en el Reino Animalia y dentro de los vertebrados son el
ratébn Mus musculus, el pollo Gallus gallus, el anfibio Xenopus laevis,
y mas recientemente el pez cebra Brachydanio rerio®. Son los
principales sistemas modelo estudiados en la actualidad debido
sobre todo a su facil obtencidn, manipulacion y observacion. Entre
los invertebrados, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster y el
nematodo Caernorhabditis elegans son los mas estudiados debido al
conocimiento de su genoma y por que pueden ser modificados
genéticamente de un modo sencillo, ademas de presentar un ciclo de

vida muy corto y ser muy prolificos .

En cuanto a los Reinos Fungi, Protista, Archaea y Bacteria, no
existen sistemas modelos tan claros como en el caso del reino
Animalia, aunque son cada vez mas numerosos los organismos de
los que ya se conoce o se esta secuenciando su genoma y son
utilizados en ingenieria genética de forma habitual, este es el caso de
la bacteria patégena Mycoplasma pneumoniae’’, la arquea
Methanococcus  jannaschii'?, la levadura  Saccharomyces
cerevesiae'®, el hongo parasito Candida albicans’™ y el protista
Dictyostelium discoideum™. Pero sin duda, el organismo mas
ampliamente utilizado como modelo de estudio para avanzar en el

conocimiento de la biologia de procariontes y eucariontes ha sido

-15-
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Escherichia coli; basta ojear cualquier fuente bibliografica para
constatar la tremenda importancia que esta eubacteria tiene en

estudios de genética y biologia molecular.

En el caso del Reino Plantae el criterio seguido para la
eleccién de sistemas modelo, hasta finales del siglo XX, ha sido
mayoritariamente el del interés agrondmico que presentara la
especie. En la década de los 80 continuaban con especial
protagonismo especies como maiz (Zea mays) y soja (Glycine max),
llegando a ser el maiz la especie mejor estudiada a pesar de ser una
planta de gran tamafio, con una sola generacién anual y un genoma
haploide de 5,5x10° Kb'®. Los cientificos comenzaron a darse cuenta
de que el verdadero éxito para llegar a comprender la fisiologia y
desarrollo de las plantas radicaba en conseguir un modelo de planta
facil de estudiar, ya que la mayor parte de los procesos de las
plantas se regulan de forma parecida. La completa secuenciacion y
descubrimiento de las funciones de las proteinas producidas por una
Unica y representativa especie modelo aportaria gran informacion
sobre esas mismas funciones en otras especies. Es decir, una vez
que un gen es identificado en el sistema modelo utilizado, el
equivalente puede ser encontrado mas facilmente en otras plantas,
de este modo, la funciébn de muchos genes de interés en plantas
cultivadas como soja, arroz, maiz, tomate, patata, algodon, etc puede

ser estudiada mejor a través de sus homologos en el modelo.
La especie modelo ideal deberia de ser facil de crecer y

cruzar, y deberia tener un ciclo de vida corto para que los estudios

pudieran abarcar varias generaciones en pocos meses.

-16-



Introduccién

1.2. Arabidopsis thaliana.

1.2.1. Arabidopsis thaliana COMO SISTEMA MODELDO.

Aun no siendo interesante como alimento o forraje, ni
teniendo utilidad agricola o farmacoloégica, Arabidopsis thaliana fue
elegida como sistema modelo siendo la primera especie del Reino
Plantae cuyo genoma iba a ser secuenciado'’. Las razones que

llevaron a esta eleccion'® fueron:

1. El pequefioc tamafio de su genoma nuclear, de
aproximadamente 12,5x10° pares de bases distribuidos en 5

cromosomas.

2. Su corto ciclo de vida: en aproximadamente 6 semanas
puede conseguirse una generacion cuando es cultivada a

25°C bajo iluminacién continua.

3. Es una especie muy prolifica, capaz de producir mas de

10.000 semillas por planta.

4. Es autbgama, por lo que la obtencién de mutaciones en
homocigosis es muy sencilla, y ademas esta caracteristica
permite el mantenimiento de estirpes sin ninguna dificultad.
Asimismo, la realizacion de cruzamientos se puede llevar a

cabo facilmente cuando se desee.

5. Su pequeno tamarfio de aproximadamente 30 cm. de altura

permite su cultivo en espacios reducidos.

-17-



Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET,

6. Existen varios métodos de transformacion por infeccién con
Agrobacterium tumefaciens, lo cual ha hecho posible la
obtencion de numerosas lineas de mutantes. La
mutagénesis puede llevarse a cabo mediante
procedimientos sencillos tales como sumergiendo las
semillas en agentes mutagénicos quimicos o irradiando las

mismas mientras estan sumergidas en agua'®.

El genoma de Arabidopsis thaliana es el mas pequefio conocido
en plantas superiores; el arroz y el maiz, por ejemplo, presentan 3 y
20 veces mas ADN por genoma haploide. Presenta un nimero muy
bajo de secuencias repetidas; alrededor de un 10-15% del genoma
es ADN altamente repetido, las secuencias codificantes para ARN
ribosomal comprenden el 7,5%, y las repeticiones dispersas
representan tan solo un 1% del genoma nuclear, encontrandose muy
alejadas unas de otras, lo cual la diferencia de otras angiospermas®”
2.2 A pesar de estas diferencias a nivel genémico Arabidopsis
thaliana presenta caracteristicas similares con otras angiospermas
de interés agrondmico en lo referente a la morfologia, el crecimiento
y desarrollo, la reproduccién y la respuesta al estrés y a las
enfermedades. Estas caracteristicas hacen de Arabidopsis thaliana
un modelo ideal para realizar experimentos genéticos de un modo
mas rapido, mas sencillo y con menos coste que lo que permiten

otras plantas.

Los resultados de la investigacion con Arabidopsis thaliana
no tienen sélo un gran valor aplicable en la mejora de plantas de

interés agrondmico, si no que también tiene gran importancia en la
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Introduccién

revelacion de los procesos vitales comunes al resto de plantas;

Unicos y que las diferencian de los animales.

1.2.2. HISTORIA DEL TRABAJO EXPERIMENTAL EN
Arabidopsis thaliana.

En 1907 Friedich Laibach® publicoé el primer trabajo
experimental en el que se utilizé Arabidopsis thaliana, poniendo de
manifiesto en su estudio microscopico la presencia de cinco
cromosomas, hecho que posteriormente fue constatado por otros
investigadores. La primera coleccion de mutantes inducidos por
rayos X fue obtenida por una de sus estudiantes, Erna Reinholz?* en
la década de los 40. Durante los afos siguientes fueron
relativamente pocos los investigadores que utilizaron esta planta en
sus estudios, y no fue hasta finales de los 70, con el desarrollo de la
biologia molecular y el trabajo de Rédei®® en 1975, en el que realz6
las virtudes de Arabidopsis thaliana como especie modelo para el
andlisis genético, cuando esta planta se convirti6 en el objeto de
estudio por excelencia de los cientificos especialistas en genética y

biologia molecular de las plantas®.

En la década de los 80 se secuenciaron los primeros genes,
comenzoé la produccion de lineas mutantes y se realizaron mapas
fisicos basados en RFLP (restriction fragment length
polymorphisms). En 1983, Koornneef et al, publicaron el primer mapa
genético detallado mostrando distancias entre marcadores genéticos
en términos de frecuencia de recombinacion, lo que permitié conocer

la posicion relativa de genes en los cromosomas?’.

-19-
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En 1990 nace el Multinational Coordinated Arabidopsis
thaliana Genome Research Project para promover la cooperacion
internacional en investigacién basica y aplicada en Arabidopsis
thaliana, se propone mediante experimentos genéticos y fisiologicos
identificar, aislar, secuenciar y conocer la funciéon de los genes de
Arabidopsis thaliana, establecer una red electronica mundial entre
laboratorios y crear una base de datos en los que los nuevos
conocimientos puedan ser compartidos por toda la comunidad
cientifica. A partir de entonces se desarrollaron mas y mejores
métodos de transformacién de plantas, se desarrollaron un gran
numero de lineas mutantes, librerias génicas y recursos genéticos
que estan a disposicién de toda la comunidad cientifica a través de
los centros de recursos publicos: ABRC en Estados Unidos
(Arabidopsis Biological Resource Center), NASC en el Reino Unido
(Nottingham Arabidopsis Stock Center), y SENDAI en Japén
(Arabidopsis Seed Stock Center).

En Agosto de 1996 se crea en una reunidon en la National
Science Foundation (NSF), en Arlington (EE. UU.), el Arabidopsis
Genome |Initiative (AGI), como una suma de esfuerzos de varios
equipos internacionales que se dedicaban a la secuenciacién del
genoma de Arabidopsis thaliana desde principios de la década de los
90 de forma individual. Tras cinco afios de esfuerzo colectivo el
resultado de este trabajo, la secuencia genémica completa de
Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia, se publicé en la revista
Nature del 14 de diciembre de 2000%.

-20 -
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Tras este extraordinario ejemplo de cooperacion, ha surgido
una importante y revolucionaria iniciativa: The Multinational
Coordinated Arabidopsis 2010 Project®®, en el que se pretende llegar
a conocer y entender las interacciones moleculares que se dan en
las células a lo largo de todo el ciclo de vida de la planta, en
definitiva, llegar a conocer para el afio 2010, la funcién de los 25.498
genes que codifican para proteinas de 11.000 familias. El fin ultimo
de este proyecto es informatizar toda la informacién, de modo que se
pueda observar el crecimiento de una planta virtual, pudiendo parar
el proceso en cualquier punto del desarrollo, y mediante un sencillo
“clic de raton" acceder a toda la informacion genética expresada en
cualquier érgano o célula, pudiendo variar las condiciones

ambientales a voluntad.

La secuenciacion del genoma de Arabidopsis thaliana y su
disposicion pulblica para toda la comunidad cientifica tienen
implicaciones mas alla de su aplicacion directa en especies
cultivadas. Estos son algunos de los campos en los que los
resultados de los estudios realizados con Arabidopsis thaliana son

aplicables:

- Biologia Evolutiva: comparando el genoma de animales con el
de la planta, y puesto que todos los seres vivos descienden
de un Unico antecesor comun, se espera poder llegar a

comprender como ocurrié este salto evolutivo®.
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Genética Humana: varios de los genes estudiados en
Arabidopsis. thaliana son parecidos, en cuanto a su
secuencia, a genes asociados con enfermedades humanas;
este es el caso del sindrome de Menkes y Wilson
(relacionado con la asimilacion del cobre), el sindrome de
Bartter tipo Il (relacionado con la absorcién y recaptacion de
potasio), y algunos casos de calculos renales hereditarios,
todas ellas enfermedades relacionadas con el balance
i6nico®. Se espera que el conocimiento de estos genes en
Arabidopsis thaliana aporte valiosos conocimientos aplicables
en la investigacidon de los complejos mecanismos de las

enfermedades humanas.

Relojes bioloégicos: mediante mutantes de Arabidopsis
thaliana se han descubierto proteinas fotorreceptoras
denominadas criptocromos, que juegan un papel central en la
percepcion de la luz y en la regulacion de los relojes

biolégicos de plantas y animales®.

La adopcion de esta planta como organismo modelo ha

convertido a la disciplina de la Biologia de las Plantas en una fusion

entre Genética Clasica y Genética Molecular con Biologia del

Desarrollo, Fisiologia y Patologia de las Plantas?.

La caracterizacion, aislamiento y/u obtencién de mutantes

morfologicos, bioquimicos y/o fisiologicos®’ ha permitido identificar

genes de interés en plantas. Actualmente se ha conseguido la

identificacion y clonacién de gran cantidad de genes de interés

-22-
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agronomico: genes implicados en la tolerancia a la salinidad®’,

retraso de la floracion®*®

34,35

, genes de regulacion de la respuesta a la
luz y al estrés®™, entre otros. La estrategia mayoritaria se basa en
reconocer y manipular los genes reguladores, ya que las técnicas
actuales de ingenieria genética no permiten manipular muchos genes
a la vez; actuando sobre los genes que regulan un proceso se actua

sobre todas las etapas del proceso.

Cabe destacar, por Ultimo, la gran cantidad de informacion
que continuamente se genera en relaciéon a este organismo modelo.
Existe toda una comunidad relacionada con Arabidopsis thaliana, en
la que se incluyen recursos como la base de datos central TAIR
(www.arabidopsis.org) en la que es posible encontrar todo tipo de
informacién acerca de Arabidopsis thaliana stock centres en los que
se pueden conseguir gratuitamente semillas silvestres y mutantes asi
como librerias de cADN y de genes, boletines electrénicos que
permiten a los investigadores intercambiar informacion de manera

rapida y sencilla, conferencias anuales, etcétera.

En la red Internet podemos encontrar mas de 800.000
paginas en las que se hace referencia a esta planta, y el nimero de
publicaciones ha crecido de una manera espectacular. en el afio
1987 el nimero de publicaciones era de apenas 100, en el afio 1995
este numero se vio incrementado hasta unas 1000, diez afios
después, en 2005, eran mas de 7200 las publicaciones acerca de

Arabidopsis thaliana.

_23-
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1.2.3. TAXONOMIA, DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y ECOTIPOS.

La clasificacion taxonémica, seglin la base de datos
USDA/NRCS es la siguiente:

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta (plantas vasculares)

Superdivision Spermatophyta (plantas con semillas)
Division Magnoliophyta (angiospermas, plantas con flores,
fanerégamas)

Clase Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Subclase Dilleniidae
Orden Capparales
Familia Brassicaceae (familia de las mostazas)
Género Arabidopsis

Especie Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.

Arabidopsis thaliana es una planta anual con crecimiento
vegetativo y reproductivo separado. En castellano, esta pequeia
mala hierba es conocida como yuyo, jaramago, collején, oruga,
arabide, y erviana. En la familia de las brasicaceas se encuentran
también algunas plantas de interés agronémico como la col (Brassica
oleraceae L.), el rabano (Raphanus sativus L.), el nabo (Brassica
napus L.), y las especias como la mostaza blanca (Sinapis alba L.) y
la mostaza negra (Brassica nigra L. Koch); también se sitian en esta

familia plantas ornamentales como el alheli (Matthiola incana)®.

Es nativa de Europa, su existencia fue descrita por vez

primera por Johannes Thal en el siglo XVI, quién la llamo6 Pilosella

_24.
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siliquosa, aunque su origen geografico exacto se desconoce. Su
presencia ha sido constatada en diversas regiones y climas en
Europa, Asia, Africa, Australia y Norte América, aunque se encuentra
predominantemente en regiones con clima templado del hemisferio

norte8.

Esta planta presenta una amplia distribucion ecologica y
geografica, por lo que es légico pensar que existe una gran
variabilidad genética en poblaciones naturales de Arabidopsis
thaliana. La mayoria de los ecotipos son anuales de invierno,
germinando en otofio, por lo que pasan el invierno en la fase
vegetativa de roseta, floreciendo finalmente en primavera. De entre
los ecotipos silvestres, la mayor variabilidad reside en el tiempo de

floracion, como respuesta al fotoperiodo.

1.2.4. DESCRIPCION MORFOLOGICA.

El desarrollo vegetativo de Arabidopsis thaliana tiene una
duracién variable segun las condiciones ambientales a las que esté
sometida la planta, pudiendo oscilar desde 1-2 semanas hasta varios
meses. En la Figura 1 se representa el ciclo de vida de Arabidopsis

thaliana en condiciones de iluminacién continua y a 25°C.

-25.
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Figura 1: Ciclo de vida de Arabidopsis thaliana. Reproducido de Wolpert et
al. (2002)".

La raiz se origina a partir del meristemo radicular y el tallo a
partir del meristemo caulinar, mediante la produccion reiterada de
unidades denominadas fitbmeros, que constan de un nudo, un
entrenudo, una hoja y una yema lateral. Presenta una raiz primaria
de muy pequefio tamafio, lo cual, junto con el bajo nimero de células
que posee, la convierte en un sistema modelo para estudios de
morfogénesis y funcion®. El tallo es erecto, simple o ramoso y
cubierto en la base de pelos simples y ramificados, siendo glabro o

glabrescente hacia el apice.
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Las hojas de Arabidopsis thaliana presentan cambios en su
morfologia, dependientes del estado de desarrollo de la planta
(Figura 2), de modo que se diferencian varios tipos y estructuras con
importantes diferencias en el patréon de distribucion de tricomas®. En
la fase inicial de crecimiento las hojas basales forman una estructura
en roseta debido al casi nulo crecimiento de los entrenudos. Dentro
de esta estructura en roseta pueden diferenciarse dos estadios:
roseta temprana y roseta adulta. En la fase de roseta temprana las
hojas son redondeadas, pequefas, enteras, presentan filotaxia
decusada, y no presentan tricomas en el envés y muy pocos en el
haz, mientras que en la fase de roseta adulta las hojas son grandes,
espatuladas, aserradas, presentan filotaxia espiral, asi como una

gran densidad de tricomas en el haz y menos cantidad en el envés™.

En una fase posterior los entrenudos se elongan, y el
meristemo apical forma la inflorescencia; en ésta también se
consideran dos fases: inflorescencia temprana e inflorescencia
tardia. En la fase de inflorescencia temprana aparecen hojas
caulinares, las cuales carecen de peciolo, son oblongas o
lanceoladas, presentan filotaxia espiral e inflorescencias laterales en
las axilas®. La fase de inflorescencia tardia se caracteriza por la
aparicion de flores laterales dispuestas en racimo, que no estan
acompafadas de hojas caulinares, estas flores se disponen en
racimos alargados y laxos en la fructificacién, siendo las mas jovenes
las mas cercanas al apice. La fransicion entre ambas fases se
denomina cambio de fase y ocurre de forma gradual, el criterio
seguido como marcador de cambio de fase en Arabidopsis thaliana

es la apariciéon de tricomas abaxiales (en el envés). Se ha observado
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

que este fendmeno ocurre en diferentes hojas segin el ecotipo del
que se trate. En el ecotipo Columbia (Col) la primera hoja con
tricomas abaxiales es la quinta o sexta, mientras que, por ejemplo,

en el ecotipo Landsberg erecta (Ler) es la tercera o cuarta.*

En Arabidopsis thaliana aparecen tricomas en hojas
caulinares, tallo y sépalos. Los tricomas de las hojas son
generalmente estrellados, mientras que los de tallos y sépalos no

presentan ramificaciones®.

Figura 2: Cambios graduales en la forma de las hojas. Original de Tsukaya

et al. 2000).*

Las flores se disponen en racimo, y presentan la estructura
tipica de las brasicaceas: cada flor consiste en 4 sépalos hispidulos y
raramente glabros que rodean 4 pétalos blancos y espatulados, los
pétalos y sépalos se disponen alternamente. En el interior existen 6
estambres (2 cortos y 4 largos (4+2)) que contienen el polen y un
ovario central formado por 2 carpelos que contienen los primordios
seminales distribuidos en sus margenes con placentacion marginal.

A partir del ovario fecundado se desarrolla el fruto, el cual es una
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Introduccién

silicua de porte erecto-patente a ligeramente arqueado y glabro. En
su interior se desarrollan las semillas a partir de los 6vulos
fecundados. En aproximadamente dos semanas se formaran las
semillas maduras, las cuales son lisas y de un color amarillento-
castafio*'.

En la Figura 3 se muestra un ejemplar adulto de Arabidopsis
thaliana.

-29.



Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.
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Figura 3: Representacion de Arabidopsis thaliana. Reproducido de Morales,
S. 1998,
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1.3. METODOLOGIA.

1.3.1. CULTIVO DE Arabidopsis thaliana EN MACETA.

Como material de estudio se tomaron ejemplares de
Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia, en estadio fenolégico de flor y

fruto.

Se ha utilizado para su cultivo una turba genérica de la casa
Compos Sana, y se regé con agua corriente. Las bandejas de
plastico, de 30 x 50 cm contenian cada una 51 alveolos, cada uno de
ellos de 5 cm de didmetro y 5 cm de altura. Se colocé una semilla por
alveolo de modo que llegara hasta 1 cm por debajo del borde de
cada uno. Cada bandeja se introdujo en cubetas de modo que las

semillas estaban permanentemente irrigadas.

Los cultivos se mantuvieron bajo iluminacién continua con
tubos fluorescentes de la casa Silvana, modelo GRO-LUX
F36W/GRO-T8. La temperatura se mantuvo a 22*/- 2 °C durante todo

el periodo de crecimiento, que fue de aproximadamente 8 semanas.
1.3.2. TOMA DE MUESTRAS.
De ejemplares en estadio fenologico de flor y fruto, se

tomaron muestras de raiz, tallo, hoja de roseta basal, hoja caulinar,

flor y fruto.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

- Raiz: unos 3 mm por debajo del cuello se tomd una porcién
de 0,5 cm.

- Tallo: entre la primera y la segunda rama lateral, se tomé una

porcién de 1 cm.
- Hoja de la roseta basal: cualquiera de ellas.
- Hoja caulinar: quinta hoja a partir de la primera ramificacion.
- Flor: flor abierta indistintamente.

- Fruto: fruto maduro.

1.3.3. ESTUDIO A MICROSCOPIA OPTICA.

Para el estudio a microscopia 6ptica se fijaron plantas
enteras en FAA, y se obtuvieron muestras de la forma indicada
anteriormente para proceder a su posterior procesado: inclusién en
Paraplast, obtencién de cortes, tincion de los cortes, montaje y
observacion; siendo fotografiados los campos mas representativos

con camara digital.
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1.3.4.ESTUDIO A MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Tras la toma de muestras se procesaron atendiendo al
siguiente  protocolo:  fijacion doble en paraformaldehido-
glutaraldehido y tetroxido de osmio, inclusién en resina LR White,
obtencién de cortes semifinos y ultrafinos y por Gltimo, observaciéon
de las secciones ultrafinas en el microscopio electronico de
transmision, fotografiando los campos mas representativos de cada

muestra.

En la Figura 4 se representa, de forma esquematica, el

proceso seguido para los estudios a microscopia 6ptica y electronica.

Observacion y
fotografia
Tincion
Cortes seriados d
12 pm J
'! £ p Caraplast W ESTUDIO A M. O.
{ '
i Doble @™y ESTUDIO A M. E. T.
* fiacion g White, R
Semrﬁnoh -
1um Ultrafinos _
Estadio 100nm Observacion y
fenolégico flor fotografia
y fruto

Fig. 4. Esquema del procesado de muestras.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

* En todos los casos se identifica la fotografia (seccién transversal,
cubierta, etc), y se indica el nimero de aumentos del objetivo en las
procedentes del microscopio 6ptico de campo claro (10x, 40x, etc)
asi como la equivalencia de la barra de calibracion (2 micrometros,
20 micrometros, etc), en las procedentes del microscopio

electrénico de transmision
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

Fig. 5. Raiz. Seccion transversal. 20x.

Fig. 6. Raiz. Seccion longitudinal. 20x.

En seccidn transversal se diferencian de fuera a dentro:

Peridermis.
Cortex.

Sistema vascular.
Médula.

En la zona estudiada, la raiz presenta crecimiento secundario

lo cual se observa ademas de en la disposicion colateral (y no radial)

de los tejidos vasculares, en la presencia de peridermis con las

caracteristicas células suberificadas rodeando el cértex.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 7. Raiz. Seccién transversal. 20x.

Fig. 8. Raiz. Seccién longitudinal. 40x.

En las secciones transversales se observa el sistema vascular
conformado como haz colateral. Ademas en el floema se observan
acumulos de células floematicas (floema primario) que recuerdan que

el haz vascular colateral procede de un haz vascular radial.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 9. Raiz. Seccién transversal. 100x.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET,

Fig. 10. Raiz. Peridermis. La barra equivale a 5 micrometros.

Fig. 11. Raiz. Detalle de la anterior. La barra equivale a 5
micrémetros.

En la periferia de la raiz se observan células
parenquimaticas que constituyen el cortex y por fuera de ellas,

células suberificadas con sus limenes ocupados por aire y depositos
de suberina por debajo de la pared primaria.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 12. Raiz. Sistema vascular. La barra equivale a 2 micrébmetros.

El haz vascular de la raiz es un haz vascular colateral cerrado
en el estadio fenol6égico estudiado. Las células originalmente
meristematicas (del cambium vascular) se muestran como células

parenquimaticas notablemente vacuolizadas.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 13. Raiz. Floema. La barra equivale a 2 micrémetros.

El floema esta constituido por los elementos cribosos (con

pared primaria) y células acompaiiantes.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET,

Fig.14. Raiz. Floema. Detalle de la anterior. La barra equivale a 2

micrometros.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

Fig. 15. Raiz. Sistema vascular. La barra equivale a 7 micrometros.

Fig. 16. Raiz. Xilema. La barra equivale a 2 micrometros.

El xilema consta de elementos conductores (con paredes

secundarias) y células parenquimaticas acompafantes.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

COMENTARIO

El crecimiento primario de la raiz y su desarrollo han sido
ampliamente estudiados mediante la observacién de diversos
fenotipos mutantes y el estudio de los genes responsables del

desarrollo de dicho o6rgano**#3,

En el presente trabajo se ha
abordado el estudio de la raiz de Arabidopsis thaliana en su fase de
crecimiento secundario, observandose que la disposicion de los
haces vasculares son colaterales y no radiales (como es
caracteristico del crecimiento primario), y presenta peridermis con

44,45

células suberificadas™ ™, presentando en conjunto la organizacion

histologica tipica de dicotiledéneas*®.

La raiz de Arabidopsis thaliana en cuanto a su desarrollo es
de enorme simplicidad, ya que un numero reducido de células
indiferenciadas en el meristemo radicular generan todos los tipos
celulares a través de divisiones estereotipadas seguidas de procesos
regulados de diferenciacion y expansion celular. La simetria de la
raiz es radial, lo que combinado con la falta de movimiento celular
determina que células clonalmente relacionadas permanezcan
formando filas de células. Estas filas de células permiten retroceder
hacia sus origenes, mostrando que son cuatro las células iniciales

presentes en el meristemo embrionario de la raiz*’.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET,

Fig. 17. Tallo. Seccién transversal. 10x.

En seccion transversal se diferencian de fuera hacia dentro:

Epidermis.

- Cbrtex.

- Sistema vascular.
Médula
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 20. Tallo. Seccion parasagital de epidermis. 40x.
Fig. 21. Tallo. Seccién transversal. 100x.

La epidermis es uniseriada y los estomas son anomociticos
(las células anexas se presentan en nimero indeterminado y no
difieren de las restantes células epidérmicas).
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET,

Fig. 22. Tallo. Estoma. La barra equivale a 5 micrometros.

Fig. 23. Tallo. Epidermis y cortex. La barra equivale a 5 micrometros.

Las células oclusivas de los estomas presentan paredes

primarias muy engrosadas.
Las células del parénquima clorofilico (con abundantes

cloroplastos) dispuestas subepidérmicamente muestran notables

espacios intercelulares.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

Fig. 24. Tallo. Sistema vascular. 100x.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio dptico de campo claro y del MET.

Fig. 25. Tallo. Sistema vascular. La barra equivale a 5 micrémetros.

En los haces vasculares se observa entre el floema y el
xilema, algunas células parenquimaticas con paredes primarias
delgadas y grandes vacuolas, correspondiendo a células del

procambium que ya no tienen funciones meristematicas.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

Fig. 26. Tallo. Floema. La barra equivale a 1 micrometro.

-68-



Estructura y ultraestructura: TALLO

Célula acompanante  Elemento criboso

Mitocondria Pared primaria

-69-
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Fig. 27. Tallo. Xilema. La barra equivale a 1 micrometro.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

COMENTARIO

El tallo esta rodeado de una epidermis uniseriada que
presenta estomas. En el cortex presenta parénquima clorofilico
lagunar, y en las zonas en contacto con los haces vasculares,
parénquima de reserva. Los haces vasculares se muestran como
haces colaterales cerrados. En el centro presenta una médula
formada por parenquima de reserva. En los espacios
interfasciculares (y también por encima del floema en los haces
vasculares), se observan fibras que separan el parénquima clorofilico
lagunar del cértex, del parénquima de reserva caracteristico de la
médula. Esta disposicién se corresponde con la tipica de una planta
dicotiledénea®.

A pesar del exhaustivo andlisis estructural al que se ha visto
sometida Arabidopsis thaliana, el estudio de este drgano y la
obtencion de mutantes no han sido tan prolificos como el de otros

6rganos*9°05"
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET,

Fig. 28. Hoja basal. Seccién transversal. 4x.

Fig. 29. Hoja caulinar. Seccion transversal. 4x.

A pesar de presentar diferencias morfologicas, las hojas

basales y caulinares son semejantes microscépicamente.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio dptico de campo claro y del MET.

Fig. 30. Hoja basal. Nervio central. 40x.
Fig. 31. Hoja basal. Meséfilo. 40x.

Fig. 32. Hoja caulinar. Nervio central. 40x.

Fig. 33. Hoja caulinar. Mesofilo. 40x.

Las hojas presentan:

Epidermis superior (adaxial) o del haz.
Mesdfilo.
Haz vascular central y haces secundarios.

Epidermis inferior (abaxial) o del envés.

Es de destacar en las hojas basales la presencia de un

parénquima aerifero muy desarrollado, que ocupa gran parte del

mesofilo.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio dptico de campo claro y del MET,

Fig. 34. Hoja basal. Mesofilo. 40x.
Fig. 35. Hoja caulinar. Meséfilo. 40x.

Se observan estomas tanto en la epidermis del haz como del
enves.
Es llamativo el tamafio de las camaras subestomaticas,

particularmente en el haz.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 36. Hoja. Epidermis. Seccién parasagital. 40x.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 37. Hoja. Estoma. La barra equivale a 4 micrometros.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET,

Fig. 38. Hoja basal. Seccién parasagital. 20x.

En las secciones parasagitales se observa la disposicion de
las células con cloroplastos: por debajo de la epidermis del haz, las
células conforman un parénquima clorofilico lagunar, estando el resto

del mesdéfilo ocupado por un parénquima aerifero.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET,

Fig. 39. Hoja. Célula de parénquima clorofilico. La barra equivale a 1

micrometro.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

Fig. 40. Hoja caulinar. Seccion transversal. 10x.

Fig. 41. Hoja caulinar. Seccién transversal. Haz central. 100x.

El haz vascular central es un haz colateral cerrado.

-88 -



Estructura y ultraestructura: HOJAS

Parénquima
clorofilico

Parénquima de
reserva

-89 -



Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 42. Hoja. Haz vascular. La barra equivale a 2 micrometros.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 43. Hoja. Haz vascular. La barra equivale a 4 micrometros.

Fig. 44. Hoja. Haz vascular. La barra equivale a 4 micrometros.

Todos los haces vasculares son esencialmente similares,
variando el nimero de células que forman los tejidos vasculares. En
la imagen superior se observa un haz vascular grande, y en Ila

imagen inferior un haz vascular con pocos integrantes.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

COMENTARIO

Como se ha observado en este trabajo, las hojas de
Arabidopsis thaliana presentan las caracteristicas histolégicas tipicas
correspondientes a las dicotiledéneas®’, con asimetria adaxial-
abaxial y préximo-distal. Las hojas caulinares son esencialmente
iguales que las hojas de la roseta. Por debajo de la epidermis y
ocupando practicamente todo el mesofilo (excepto en los haces

vasculares) se encuentran las células del parénquima clorofilico.

Presentan estomas tanto en el haz como en el envés, y es

muy llamativo el gran tamafio de las cAmaras subestomaticas.

Numerosos autores han estudiado este 6rgano y la utilizacién
de mutantes de hoja ha permitido identificar algunos de los genes
que intervienen en su desarrollo®®*%, Otros autores han observado
que los cambios en las formas de las hojas van acompafiados de
cambios en el patrdn vascular, lo que sugiere que existe relacidén
entre los mecanismos que controlan el crecimiento, divisién, y
diferenciacién celular, y los mecanismos que controlan Ila

polaridad®°7%8%,

Los estomas merecen una mencidén especial, puesto que su
localizacion no esta restringida exclusivamente a las hojas, aunque
es el organo en el que se presentan en mayor abundancia. Estan en
la epidermis madura de todos los 6rganos, excepto en pétalos y

filamentos de los estambres 8,
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Estructura y ultraestructura: HOJAS

Se sabe que la distribuciéon y nimero de los estomas estan
determinados genéticamente y que pueden verse alterados por
mutacion, pues se han descrito mutantes de Arabidopsis thaliana que
tienen los estomas formando grupos en cotiledones y hojas, mientras

que los tallos carecen de ellos®'.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 45. Inflorescencia. 4x.

La inflorescencia presenta estructura en racimo, en la que se
observa una gradacién en la maduracion, de modo que las flores

apicales estan mas desarrolladas que las basales.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 46-51. Desarrollo de la flor. 40x.

Es posible encontrar en un racimo de una planta en el estadio
fenolégico estudiado, diferentes fases de desarrollo de las flores:
inicialmente todo el primordio foliar es meristematico, diferenciandose
enseguida dos masas de células meristematicas, unas que daran

lugar al androceo y otras que daran lugar el gineceo.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET,

Fig. 52. Flor. Pétalo y sépalo. 40x.
Fig. 53. Flor. Pétalo. 100x.
Fig. 54. Flor. Sépalo. 100x.

Todas las piezas florales proceden de hojas modificadas, lo
cual se ve claramente en el caso de los sépalos y los pétalos.

Es muy caracteristico de los pétalos que las células
epidérmicas del haz presenten papilas muy desarrolladas.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 55. Antera. 40x.
Fig. 56. Antera. 40x.
Fig. 57. Antera. 100x.

En el proceso de maduracién de las anteras, inicialmente se
diferencian unas células baséfilas que corresponden a la capa
arquesporial (donde se dispondran los sacos polinicos);
posteriormente estas células se dividen hasta que se diferencian 3
capas: el tapete en posicion interior, el endotecio en posicion exterior,
y la capa media que degenera casi inmediatamente tras su
formacioén.

A continuacion las células del saco polinico entran en meiosis

observandose el resultado de la division: las tétradas de esporas.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 58. Antera. 40x.
Fig. 59. Antera. 40x.
Fig. 60. Antera. 40x.

Las cuatro células de las tétradas de esporas se liberan de la
calosa que las rodea, observandose entonces granos de polen,
manteniéndose integro el tapete. Posteriormente desaparece el
tabique que separa los sacos polinicos y comienza a diferenciarse el
endotecio y los estomios. Finalmente los estomios se observan

abiertos y los granos de polen liberandose.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 61-65. Flor. Desarrollo del estigma. 40x.

En el proceso de maduracién de los estigmas se observa
como las células presentan expansiones (papilas) que se van
desarrollando progresivamente. Cuando el estigma ha recibido
granos de podlen (y se produce la polinizacién), las células del
estigma pierden turgencia y comienzan a degradarse.

A través del tejido de transmision el tubo polinico llega al

ovario.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio dptico de campo claro y del MET.

Fig. 66. Flor. Estigma en formacién. La barra equivale a 4
micrémetros.

Fig. 67. Flor. Estigma. La barra equivale a 5 micrometros.

Fig. 68. Flor. Tejido de transmisién. La barra equivale a 2
microémetros.

Las células que forman el tejido de transmisién presentan
paredes primarias engrosadas, y entre ellas se observa una matriz
extracelular en la que se depositan sustancias nutrientes, y a través
de la cual crece el tubo polinico hacia el ovario.

Las paredes transversales intercelulares son finas y

presentan un gran numero de plasmodesmos.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

Fig. 69. Flor. Ovulo. 40x.
Fig. 70. Flor. Ovulo. 40x.
Fig. 71. Flor. Ovulo. 40x.
Fig. 72. Flor. Ovulo. 100x.

En el proceso de maduracién de los 6vulos inicialmente se
observa una masa meristematica indefinida, que da paso a otros
estadios en los que ya se identifican los grupos celulares que daran
lugar a los 6vulos.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

Fig. 73. Flor. Ovulo. 100x.
Fig. 74. Flor. Ovulo. 40x.
Fig. 75. Flor. Ovulo. 100x.

En un estadio posterior, se reconocen los dos tegumentos y el

megasporocito. La elongacion de los tegumentos constituira el
micropilo.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 76. Flor. Ovulo. 40x.
Fig. 77. Flor. Ovulo. 100x.
Fig. 78. Flor. Ovulo. 40x.
Fig. 79. Flor. Ovulo. 40x.

Posteriormente se reconoce el saco embrionario,
observandose finalmente 6vulos fecundados.

El falso septo separa los dos l6culos del ovario, conectando
las dos placentas.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

Fig. 80. Flor. Ovulo. La barra equivale a 5 micrémetros.
Fig. 81. Flor. Detalle de la pared del 6vulo. La barra equivale a 5

micrometros

Durante el desarrollo del saco embrionario, la nucela
desaparece, de modo que el saco embrionario esta rodeado sélo por
los tegumentos, es lo que se denomina 6vulo tenuinucelado.

La epidermis interna del tegumento interno desarrolla una
estructura especifica: el endotelio, que rodea al saco embrionario en
disposicion radial. Durante el desarrolio, se deposita material
electrodenso y resistente a la acetolisis en las paredes en contacto

con el saco embrionario.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

COMENTARIO

Las flores de las angiospermas presentan 5 tipos de érganos: los
sépalos, pétalos, estambres y carpelos que se desarrollan en capas
concentricas a partir del meristemo floral, y los Ovulos que se
desarrollan en el interior de los carpelos a partir de regiones
meristematicas especificas: las placentase. Tras la fecundacion, los
6vulos formaran el fruto.

Son numerosos los estudios que se han realizado
relacionados con las estructuras reproductoras de Arabidopsis
thaliana ya que la obtencion de mutantes de interés agronémico es
uno de las prioridades en el estudio de esta planta®?**6263%4 pepido
a esta importancia agronémica de la produccién de frutos, los genes
implicados en el desarrollo de la flor han sido ampliamente
estudiados, habiéndose caracterizado parte de los genes que regulan

el desarrollo de estos 6rganos®®%¢:6768

Las caracteristicas de la flor de Arabidopsis thaliana son
obviamente las correspondientes a los taxones a los que pertenece®,
siendo caracteristico de la familia Brassicaceae un periantio formado
por 4 sépalos y 4 pétalos, el androceo formado por 6 estambres
tetradinamos, y el gineceo bicarpelar, estando el ovario dividido por
una particibn delgada no vascularizada que conecta las dos
placentas (falso septo o falso disepimento)*'. En Arabidopsis thaliana
el meristemo floral difiere del meristemo apical, de modo que los
organos que proceden del meristemo floral (sépalos, pétalos,

estambres y carpelos) se disponen en capas en vez de en espiral™.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET,

Fig. 82. Fruto. Seccién transversal. 20x.

Fig. 83. Fruto. Seccién longitudinal. 20x.

Se trata de un fruto tipo silicua, es un fruto sincéarpico
procedente de un ovario con dos carpelos.

La pared del fruto consta de:

e Pericarpo, que a su vez esta formado por:
- Exocarpo.
- Mesocarpo.

e Endocarpo.

En el interior y en cada uno de los I6bulos, el fruto alberga la
semilla.

Entre los margenes de los carpelos existe una sutura llamada
replo, formada por una masa de células redondeadas. De dicha
estructura se extienden hacia el interior dos membranas que se
sueldan formando el falso septo o falso disepimento que divide al

fruto en dos l6bulos.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 84. Fruto. Detalle de la pared. 40x.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio éptico de campo claro y del MET.

Fig. 85. Fruto. Exocarpo. La barra equivale a 4 micrometros.
Fig. 86. Fruto. Estoma. La barra equivale a 1 micrometro.
Fig. 87. Fruto. Mesocarpo. La barra equivale a 4 micrébmetros.

Fig. 88. Fruto. Endocarpo. La barra equivale a 4 micrometros.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

Fig. 89. Fruto. Replo. 40x.

Fig. 90. Replo. La barra equivale a 10 micrometros.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

Fig. 91. Fruto. Célula del falso disepimento. La barra equivale a 1

micrémetro.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET

COMENTARIO

Los frutos de Arabidopsis thaliana son silicuas formadas por
dos valvas dehiscentes separadas por un falso septo persistente
constituido por el margen de las placentas y un falso tabique
placentario*’. Desde que se produce la polinizacion, el fruto se
desarrolla en 2 o 3 dias, alcanzando los 14 mm en el caso del
ecotipo Columbia, aunque el tamafio depende del numero de
semillas que contienen en su interior, que varia entre 30 y 60. Se ha
observado que la silicua se desarrolla normalmente aunque las
semillas no lo hagan, puesto que se han encontrado plantas
mutantes homocigotas para una mutacion letal del embridon que

pueden desarrollar frutos normales’”.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

Fig. 94. Semilla. La barra equivale a 10 micrometros.

Fig. 95. Semilla. Células embrionarias. La barrra equivale a 1
micrometro.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET

Fig. 96. Semilla. Seccion longitudinal. 20x.

Fig. 97. Semilla. Seccién transversal. 20x.
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Arabidopsis thaliana a través del microscopio 6ptico de campo claro y del MET.

COMENTARIO

El desarrollo embrionario de Arabidopsis thaliana ha sido
ampliamente estudiado durante todas las etapas del proceso’ y es
semejante al de Capsella bursapastoris, otra brasiciacea
frecuentemente utilizada como modelo de desarrollo embrionario en
plantas dicotiledéneas®®. La embriogénesis en angiospermas
comienza con una doble fertilizacién. Un gameto masculino fecunda
el megasporocito dando lugar posteriormente al zigoto, y un segundo
gameto masculino fecunda la célula diploide central, originando una
célula triploide inicial conocida como endospermo primario. Esta
célula inicial se divide, migrando las células hijas a polos opuestos
del saco embrionario (micropilo y chalaza). Las células resultantes
de las sucesivasdivisiones se acumulan en la periferia del saco
embrionario, siendo diferentes en cuanto a su estructura y desarrollo,

por lo que puede hablarse de que el endospermo es helobial®.

Durante la elongacién y expansion de los cotiledones, el
endospermo se degrada y es absorbido por el embrién, resultando
ser la semilla madura una semilla sin albiumen, en la que persiste una

Unica fina capa de endospermo®.
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